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DESCRIPCION
Constructos que tienen un dominio de SIRP-a o variante del mismo
Antecedentes de la invencién

El documento WO 2013/109752 describe reactivos SIRP-a de alta afinidad. El documento WO 2010/070047 describe
polipéptidos de CD47 union a solubles para uso en el tratamiento de trastornos autoinmunes e inflamatorios.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un polipéptido, que comprende una variante de D1 de la proteina a reguladora de
sefial (SIRP-a) y una variante de Fc, en donde el polipéptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NOs: 98-104, 107-113, 116-122 y 135-136. También se proporcionan (i) un dimero que consiste
en dos copias de dicho polipéptido, (ii) un acido nucleico que codifica dicho polipéptido, (iii) un vector que comprende
dicho acido nucleico y (iv) una célula huésped que comprende dicho acido nucleico o dicho vector. La presente
invencién proporciona ademas un método para producir el polipéptido de la invencién que comprende cultivar la célula
huésped de la invencién bajo condiciones apropiadas para provocar la expresion del polipéptido y recuperar el
polipéptido. También se proporciona (i) una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la invencion,
o el dimero de la invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable; y (ii) dicha composicion farmacéutica para
uso en un método para tratar el cancer.

En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden: una variante de D1 de la proteina reguladora
de seial a (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de
aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de
aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo
que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo
92. En algunos aspectos, el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID
NO: 1-10. En algunos aspectos, el dominio D1 de SIRP-a comprende entre una y nueve mutaciones de aminoacidos
adicionales con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste
en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92. En
algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a tiene al menos tres sustituciones de aminoacidos con respecto a un
dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene una secuencia segun SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la variante
de D1 de SIRP-a tiene al menos cuatro sustituciones de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene una secuencia segun SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a tiene al
menos cinco sustituciones de aminoéacidos con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene una
secuencia segun SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a tiene al menos seis sustituciones
de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene una secuencia segun SEQ ID NO:
1. En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a tiene al menos siete sustituciones de aminoacidos con respecto
a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene una secuencia segun SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la
variante de D1 de SIRP-a tiene una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de SEQ ID NOs: 81-85. En algunos
aspectos, el polipéptido se une al humano CD47 con una Kp menor de aproximadamente 5 x 10° M. En algunos
aspectos, el polipéptido comprende ademas un dominio Fc monédmero unido al extremo N-terminal o al extremo C-
terminal del polipéptido, en donde el mondmero del dominio Fc es una region Fc de 1gG1, 1I9G2 o IgG4 humana. En
algunos aspectos, el mondémero del dominio Fc comprende al menos una mutacién con respecto a una region Fc de
IgG1, 1gG2 o IgG4 humana de tipo salvaje. En algunos aspectos, el polipéptido presenta una reducciéon de la
fagocitosis en un ensayo de fagocitosis en comparacion con un polipéptido con una regién Fc de IgG humana de tipo
salvaje. En algunos aspectos, el monémero del dominio Fc se une a un segundo polipéptido que comprende un
segundo mondémero del dominio Fc para formar un dimero del dominio Fc. En algunos aspectos, el segundo monémero
del dominio Fc se une a un polipéptido adicional. En algunos aspectos, el polipéptido adicional comprende un dominio
variable de anticuerpo. En algunos aspectos, el dominio variable de anticuerpo se dirige a un antigeno expresado en
una célula. En algunos aspectos, la célula es una célula cancerosa. En algunos aspectos, el dominio variable de
anticuerpo se dirige a una proteina de la superficie celular involucrada en la regulacion de las células inmunes. En
algunos aspectos, el polipéptido adicional comprende una proteina terapéutica. En algunos aspectos, la proteina
terapéutica es una citocina, una interleucina, un antigeno, un esteroide, un agente antiinflamatorio o un agente
inmunomodulador. En algunos aspectos, el polipéptido adicional comprende una variante de D1 de SIRP-a. En
algunos aspectos, el polipéptido comprende ademas una albumina de suero humano (HSA) (SEQ ID NO: 12). En
algunos aspectos, la HSA comprende una sustitucion de aminoacidos de C34S o K573P respecto a SEQ ID NO: 12.
En algunos aspectos, el polipéptido comprende ademas un péptido de unién a albumina. En algunos aspectos, el
péptido de unién a albumina comprende la secuencia de aminoacidos DICLPRWGCLW (SEQ ID NO: 160). En algunos
aspectos, el polipéptido comprende ademas un polimero de polietilenglicol (PEG). En algunos aspectos, el polimero
de PEG se une a una sustitucion de cisteina en el polipéptido.

En algunos aspectos, uno de los monodmeros del dominio Fc en el dimero del dominio Fc comprende una region Fc
de IgG1 humana que comprende mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A. En algunos aspectos, la variante de Fc
de IgG1 o IgG2 presenta una unién ablacionada o reducida a un receptor Fcy en comparacion con una version de tipo
salvaje de una region Fc de IgG humana. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una unién ablacionada o
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reducida a CD16a, CD32a, CD32b, CD32c y CD64 receptores Fcy en comparacion con una version de tipo salvaje de
una region Fc de IgG1 o IgG2 humana. En algunos aspectos, la variante de Fc de IgG4 presenta una union ablacionada
o reducida a receptores Fcy CD16a y CD32b en comparacion con una version de tipo salvaje de una region Fc de
IgG4 humana. En algunos aspectos, la variante de Fc de IgG1 o IgG2 presenta unién ablacionada o reducida a C1q
en comparacién con una version de tipo salvaje de una fusién de Fc de IgG1 o IgG2 humana. En algunos aspectos,
la variante de Fc se une a un receptor Fcy con una Ko mayor que aproximadamente 5 x 10-M.

En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden una variante de Fc, en donde la variante de Fc
comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos monémeros de dominio Fc, en donde cada mondémero de dominio
Fc se selecciona independientemente de (i) una region Fc de IgG1 humana que consiste en mutaciones
L234A,L235A,G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en mutaciones A330S, P331S y
N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A, delG236
y N297A. En algunos aspectos, al menos uno de los mondmeros del dominio Fc es una regién Fc de IgG1 humana
que consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A. En algunos aspectos, al menos uno de los mondémeros
del dominio Fc es una region Fc de IgG2 humana que consiste en mutaciones A330S, P331S y N297A. En algunos
aspectos, la variante de Fc presenta una unién ablacionada o reducida a un receptor Fcy en comparaciéon con una
version de tipo salvaje de una region Fc de IgG humana. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una union
ablacionada o reducida a receptores Fcy de CD16a, CD32a, CD32b, CD32c y CD64 en comparacién con una version
de tipo salvaje de una regidén Fc de IgG humana. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una union
ablacionada o reducida a C1q en comparacién con una version de tipo salvaje de una fusién de Fc de IgG humana
En algunos aspectos, al menos uno de los monémeros del dominio Fc es una region Fc de IgG4 humana que
comprende las mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A. En algunos aspectos, la variante de Fc
presenta una union ablacionada o reducida a un receptor Fcy en comparacién con una version de tipo salvaje de una
region Fc de IgG4 humana. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una unién a CD16 y CD32b ablacionada
o reducida a un receptor Fcy en comparacion con una version de tipo salvaje de una region Fc de IgG4 humana. En
algunos aspectos, la variante de Fc se une a un receptor Fcy con una Ko mayor que aproximadamente 5 x 10°°M. En
algunos aspectos, el polipéptido comprende ademas un polipéptido de unién CD47. En algunos aspectos, la variante
de Fc presenta una unién ablacionada o reducida a un receptor Fcy en comparacién con una version de tipo salvaje
de una region Fc de IgG humana. En algunos aspectos, el CD47 polipéptido de unién no causa anemia aguda en
roedores y primates no humanos. En algunos aspectos, el CD47 polipéptido de unién no causa anemia aguda en
humanos. En algunos aspectos, el CD47 polipéptido de unién es un polipéptido de proteina reguladora de sefial a
(SIRP-a) o un fragmento del mismo.

En el presente documento, en ciertos aspectos, se describen polipéptidos que comprenden: una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefial (SIRP-a), en donde la variante de D1 de SIRP-a es un dominio D1 de SIRP-a de alta
afinidad no natural, en donde la variante de D1 de SIRP-a se une al CD47 humano con una afinidad que es al menos
10 veces mayor que la afinidad de un dominio D1 de origen natural; y un monémero del dominio Fc, en donde el
monoémero del dominio Fc esta unido a un segundo polipéptido que comprende un segundo monémero del dominio
Fc para formar un dominio Fc, en donde el dominio Fc tiene una funcién efectora ablacionada o reducida. En algunos
aspectos, el dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad no natural comprende una mutaciéon de aminoacido en el residuo
80.

En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la proteina a reguladora
de sefal (SIRP-a), en donde la variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de una primera especie con una Kp menor
que 250 nM; y en donde la variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de una segunda especie con una Kp menor que
250 nM; y la Kp para CD47 de la primera especie y la Kp para CD47 de la segunda especie estan dentro de 100 veces
entre si; en donde la primera especie y la segunda especie se seleccionan del grupo que consiste en: primate humano,
roedor y no humano. En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de al menos 3 especies
diferentes. En algunos aspectos, el primate no humano es el mono cynomolgus.

En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden: (a) un dominio D1 de la proteina a reguladora
de sefales (SIRP-a) que se une a CD47 humano con una Kp menor que 250 nM; y (b) un monémero de dominio Fc
unido al extremo N-terminal o al extremo C-terminal del dominio D1 de SIRP-a, en donde el polipéptido no causa
anemia aguda en roedores y primates no humanos. En algunos aspectos, el polipéptido es una variante no natural de
un SIRP-a humano. En algunos aspectos, la administracion del polipéptido in vivo da como resultado una reduccién
de la hemoglobina en menos de 50% durante la primera semana después de la administracion. En algunos aspectos,
la administracion del polipéptido en humanos da como resultado una reduccién de la hemoglobina en menos de 50%
durante la primera semana después de la administracién. En algunos aspectos, el polipéptido comprende ademas al
menos una variante de Fc, en donde la variante de Fc se selecciona de (i) una regién Fc de IgG1 humana que consiste
en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en mutaciones A330S,
P331S y N297A,; o (iii) una regidn Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A,
delG236 y N297A. En algunos aspectos, la variante de Fc es una region Fc de IgG1 humana que consiste en
mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A. En algunos aspectos, la variante de Fc es una region Fc de IgG2 humana
que consiste en mutaciones A330S, P331S y N297A. En algunos aspectos, la variante de Fc es una regién Fc de IgG4
humana que comprende las mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.
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En el presente documento se describen métodos para tratar a un individuo que tiene una enfermedad o trastorno,
comprendiendo el método administrar al sujeto un polipéptido descrito en el presente documento. En algunos
aspectos, el polipéptido comprende una variante de D1 de la proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende
un dominio D1 de SIRP-q, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacion de aminoacido en el residuo 80 con
respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto
a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6,residuo
27, residuo 31,residuo 47,residuo 53,residuo 54,residuo 56,residuo 66,y residuo 92.En algunos aspectos, el polipéptido
comprende una variante de Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos
monoémeros de dominio Fc, en donde cada monédmero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una
region Fc de IgG1 humana consistente en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2
humana que consiste en mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende
las mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A. En algunos aspectos, el polipéptido comprende una
variante de D1 de la proteina a reguladora de sefial (SIRP-a), en donde la variante de D1 de SIRP-a es un dominio
D1 de SIRP-a de alta afinidad no natural, en donde la variante de D1 de SIRP-a se une al CD47 humano con una
afinidad que es al menos 10 veces mayor que la afinidad de un dominio D1 de origen natural; y un monémero del
dominio Fc, en donde el monémero del dominio Fc esta unido a un segundo polipéptido que comprende un segundo
monoémero del dominio Fc para formar un dominio Fc, en donde el dominio Fc tiene una funcién efectora ablacionada
o reducida. En algunos aspectos, el dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad no natural comprende una mutacién de
aminoacido en el residuo 80.En algunos aspectos, el polipéptido comprende una variante D1 de la proteina a
reguladora de sefial (SIRP-a), en donde la variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de una primera especie con una
Ko menor que 250 nM; y en donde la variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de una segunda especie con una Ko
menor que 250 nM; y la Kp para CD47 de la primera especie y la Kp para CD47 de la segunda especie estan dentro
de 100 veces entre si; en donde la primera especie y la segunda especie se seleccionan del grupo que consiste en:
primate humano, roedor y primate no humano. En algunos aspectos, el polipéptido comprende: (a) un dominio D1 de
la proteina a reguladora de sefales (SIRP-a) que se une a CD47 humano con una Ko menor que 250 nM; y (b) un
monémero de dominio Fc unido al extremo N-terminal o al extremo C-terminal del dominio D1 de SIRP-a, en donde el
polipéptido no causa anemia aguda en roedores y primates no humanos. En algunos aspectos, la enfermedad o
trastorno es un cancer, una enfermedad autoinmune o una enfermedad inflamatoria. En algunos aspectos, la
enfermedad o trastorno es un cancer, y el cancer se selecciona entre cancer de tumor sélido, cancer hematolégico,
leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda, linfoma
no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, mieloma, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de cuello uterino, cancer de
endometrio, cancer de pulmén, cancer de bronquios, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de colon y recto,
cancer de estdmago, cancer gastrico, cancer de vesicula biliar, cancer de tumor del estroma gastrointestinal, cancer
de tiroides, cancer de cabeza y cancer de cuello, cancer de orofaringe, cancer de eséfago, melanoma, cancer de piel
no melanoma, carcinoma de células de Merkel, cancer inducido por virus, neuroblastoma, cancer de mama, cancer
de prostata, cancer renal, cancer de células renales, cancer de pelvis renal, leucemia, linfoma, sarcoma, glioma, tumor
cerebral y carcinoma. En algunos aspectos, la enfermedad o trastorno es una enfermedad autoinmune o una
enfermedad inflamatoria, y la enfermedad autoinmune o la enfermedad inflamatoria se selecciona entre escleroses
multiple, artritis reumatoide, una espondiloartropatia, lupus eritematoso sistémico, una enfermedad inflamatoria o
autoinmune mediada por anticuerpos, enfermedad de injerto contra huésped, sepsis, diabetes, psoriasis,
aterosclerosis, sindrome de Sjogren, escleroses sistémica progresiva, esclerodermia, sindrome coronario agudo,
reperfusion isquémica, enfermedad de Crohn, endometriosis, glomerulonefritis, miastenia graves, fibrosis pulmonar
idiopatica, asma, sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), vasculitis y miositis inflamatoria autoinmune. En
algunos aspectos, el método comprende ademas administra r al menos un agente adicional. En algunos aspectos, el
al menos un agente adicional es un anticuerpo, un antigeno asociado a un tumor o un agente terapéutico que no es
un anticuerpo. En algunos aspectos, se administran al menos dos agentes adicionales. En algunos aspectos, los al
menos dos agentes adicionales comprenden dos anticuerpos. En algunos aspectos, los al menos dos agentes
adicionales comprenden un anticuerpo y un antigeno asociado al tumor. En algunos aspectos, el al menos un agente
adicional es un anticuerpo. En algunos aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo de isotipo IgG1 humano. En algunos
aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo de isotipo IgG2 humano. En algunos aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo
de isotipo IgG4 humano. En algunos aspectos, el anticuerpo se selecciona de un anticuerpo anti-HERZ2, anticuerpo
anti-CD20, anticuerpo anti-CD19, anticuerpo anti-CSlI, anticuerpo anti-CD38, anticuerpo anti-EGFR, anticuerpo anti-
PD1, anticuerpo anti-OX40, anticuerpo anti-PD-1, anticuerpo anti-PD-LI, anticuerpo anti-CD274, anticuerpo anti-CTLA-
4, anticuerpo anti-CD137, anticuerpo anti-4-1BB, anticuerpo anti-B7-H3, anticuerpo anti-FZD7, anticuerpo anti-CD27,
anticuerpo anti-CCR4, anticuerpo anti-CD38, anticuerpo anti-CSFIR, anticuerpo anti-CSF, anticuerpo anti-CD30,
anticuerpo anti-BAFF, anticuerpo anti-VEGF o anticuerpo anti-VEGFR2. En algunos aspectos, el anticuerpo se
selecciona de un anticuerpo anti-HER2, anticuerpo anti-CD20, anticuerpo anti-CD19, anticuerpo anti-CS1, anticuerpo
anti-CD38, anticuerpo anti-PD-1, anticuerpo anti-RANKL o anticuerpo anti-PD-LI. En algunos aspectos, el al menos
un agente adicional es al menos un anticuerpo y el anticuerpo se selecciona de cetuximab, necitumumab,
pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab, MEDIO680, MED 16469, atezolizumab, avelumab, durvalumab, MEDI6383,
RG7888, ipilimumab, tremelimumab, urelumab, PF-05082566, enoblituzumab, vantictumab, varlilumab,
mogamalizumab, SAR650984, daratumumab, trastuzumab, trastuzumab emtansina, pertuzumab, elotuzumab,
rituximab, ofatumumab, obinutuzumab, RG7155, FPAO0O08, panitumumab, brentuximab vedotin,
MSB0010718C,belimumab, bevacizumab, denosumab, panitumumab, ramucirumab, necitumumab, nivolumab,
pembrolizumab, avelumab, atezolizumab, durvalumab, MEDI0680, pidilizumab o BMS-93659. En algunos aspectos,
el anticuerpo es trastuzumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es rituximab. En algunos aspectos, el anticuerpo es
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cetuximab. En algunos aspectos, el anticuerpo es daratumumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es belimumab.
En algunos aspectos, el anticuerpo es bevacizumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es denosumab. En algunos
aspectos, el anticuerpo es pantimumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es ramucirumab. En algunos aspectos, el
anticuerpo es necitumumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es nivolumab. En algunas modalidades, el anticuerpo
es pembrolizumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es avelumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es
atezolizumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es durvalumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es MEDI0680.
En algunas modalidades, el anticuerpo es pidilizumab. En algunos aspectos, el anticuerpo es BMS-93659. En algunos
aspectos, el al menos un agente adicional es un antigeno asociado al tumor y el antigeno asociado al tumor provoca
una respuesta inmune. En algunos aspectos, el al menos un agente adicional es un anticuerpo y el anticuerpo se
dirige a un complejo HLA/péptido o MHC/péptido. En algunos aspectos, el anticuerpo se dirige a un complejo
HLA/péptido o MHC/péptido que comprende NY-ESO-1/LAGE1, SSX-2, familia MAGE (MAGE-A3), gp100/ pMel17,
Melan-A/MART-1, gp75/TRP1, tirosinasa, TRP2, CEA, PSA, TAG-72, Receptor de laminina inmaduro, MOK/RAGE-1,
WT-1, Her2/neu, EphA3, SAP-1, BING-4, Ep-CAM, MUC1, PRAME, survivina, mesotelina, BRCA1/2 (mutado), CDK4,
CML66, MART-2, p53(mutado), Ras (mutado), B-catenina (mutado), TGF-BRIlI (mutado), HPV E6 o E7. En algunos
aspectos, el anticuerpo es ESK1, RL1B, Pr20 o 3,2G1.

Breve descripcion de los dibujos

En las reivindicaciones adjuntas se establecen las caracteristicas novedosas de la invencion. Un mejor entendimiento
de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién se obtendra por referencia a la siguiente descripcion
detallada que establece modalidades ilustrativas y en las que se usan los principios de la invencion, y conforme a las
figuras adjuntas en las que:

FIG. 1 es una ilustracion de un constructo de SIRP-a que incluye un dominio D1 de SIRP-a o una variante
del mismo unido a un primer monémero de dominio Fc, que forma un dominio Fc con un segundo monémero
de dominio Fc;

FIG. 2 es una ilustracion de un constructo de SIRP-a que incluye un dominio D1 de SIRP-a o una variante
del mismo unido a un primer monémero de dominio Fc y un dominio variable de anticuerpo unido a un
segundo monémero de dominio Fc, en donde el primer mondémero de dominio Fc y el segundo monémero Fc
el mondémero de dominio se combina para formar un dominio Fc;

FIG. 3 es una ilustraciéon de un constructo de SIRP-a que incluye un dominio D1 de SIRP-a o una variante
del mismo unido a un primer mondémero de dominio Fc y un dominio variable de anticuerpo unido a un
segundo monémero de dominio Fc, en donde el primer monémero de dominio Fc y el segundo mondémero Fc
el mondémero de dominio se combina para formar un dominio Fc;

FIG. 4A es una ilustracion de un constructo de SIRP-a que incluye un dominio D1 de SIRP-a o una variante
del mismo unido a un primer monémero de dominio Fc que tiene una mutacion de botén, que forma un
dominio Fc con un segundo monémero de dominio Fc que tiene un mutation de hueco.; FIG. 4B es una
ilustracion de un constructo de SIRP-a que incluye un dominio D1 de SIRP-a o una variante del mismo unido
a un primer monémero de dominio Fc que tiene una mutacién de hueco, que forma un dominio Fc con un
segundo mondmero de dominio Fc que tiene una mutacion knob;

FIG. 5A es una ilustracion de un constructo de SIRP-a que incluye un dominio D1 de SIRP-a o una variante
del mismo unido a un dominio de monémero Fc; FIG. 5B es una ilustracion de un constructo de SIRP-a que
es un homodimero del constructo ilustrado en la FIG. 5A;

FIG. 6 ejemplifica datos de unién de SPR para constructos de SIRP-a monofuncionales y bifuncionales que
incluyen un dominio D1 de SIRP-q;

FIG. 7 ejemplifica la fagocitosis de células tumorales DLD-1-GFP-Luciferasa por macrofagos humanos
derivados de monocitos en presencia de concentraciones variables de constructos de polipéptido SIRP-q;

FIG. 8 ejemplifica la fagocitosis de células tumorales DLD-1-GFP-Luciferasa por macréfagos humanos
derivados de monocitos en presencia de concentraciones variables de constructos de polipéptido SIRP-q;

FIG. 9 ejemplifica la fagocitosis de células tumorales DLD-1-GFP-Luciferasa por macréfagos humanos
derivados de monocitos en presencia de concentraciones variables de constructos de polipéptido SIRP-q;

FIG. 10ejemplifica la estabilidad de la vida media de los polipéptidos SIRP-a durante un periodo de tiempo
definido;

FIG. 11 ejemplifica los datos del ensayo de hemaglutinacién para constructos de polipéptido SIRP-q;

FIG. 12 ejemplifica las curvas de supervivencia de modelos de tumores singénicos de ratones tratados con
constructos de polipéptido SIRP-a y anti-mPD-LI;
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FIG. 13 ejemplifica un analisis de volumen tumoral de modelos de tumores singénicos de ratones tratados
con constructos de polipéptido SIRP-a en combinacién con anti-mPD-LI;

FIG. 14 ejemplifica la unién de varias concentraciones complementarias C1q a fusiones SIRP-a-Fc;

FIG. 15 ejemplifica la fagocitosis de células MM1R por macréfagos humanos derivados de monocitos en
presencia de concentraciones variables de constructos de polipéptido SIRP-a;

FIG. 16 ejemplifica la fagocitosis de células MM1R por macrofagos humanos derivados de monocitos en
presencia de concentraciones variables de constructos de polipéptido SIRP-q;

FIG. 17 ejemplifica la fagocitosis de células N87 por macréfagos humanos derivados de monocitos en
presencia de concentraciones variables de constructos de polipéptido SIRP-q;

FIG. 18 ejemplifica el analisis del peso molecular de una variante de D1 de SIRP-a que tiene una mutacién
P83V;

FIG. 19A ejemplifica el crecimiento tumoral de células de linfoma humano GFP-Luc-Raji en un modelo de
ratén de cancer NOD scid gamma (NSG) tratado con varios constructos de SIRP-a con o sin rituximab; FIG.
19B ejemplifica un grafico de dispersion del volumen tumoral de los tumores descritos en la FIG,19A; FIG.
19C ejemplifica los valores de hemoglobina de los ratones tratados descritos en la FIG,19A; y

FIG. 20 ejemplifica los recuentos de glébulos rojos tomados de ratones tratados con un constructo Fc de
IgG1 de tipo salvaje SIRP-a o un constructo variante de Fc de IgG1 de SIRP-a.

Descripcion detallada de la invencidén
Definiciones

Las expresiones "aproximadamente" o "aproximadamente" significan que el valor se encuentra comprendido en un
intervalo de error aceptable para el valor particular determinado por un experto en la técnica, lo que dependera
parcialmente de como se mida o determine el valor, es decir, de las limitaciones del sistema de medida. Por ejemplo,
"aproximadamente" puede significar dentro de 1 o mas de 1 desviacion estandar, segun la practica en la técnica.
Como alternativa, "aproximadamente" puede significar un intervalo de hasta,20% de hasta el,10% de hasta,5% o de
hasta 1% de un valor dado. Como alternativa, en particular con respecto a los sistemas o procedimientos bioldgicos,
los términos pueden significar dentro de un orden de magnitud, preferiblemente comprendido en 5 veces y mas
preferiblemente, comprendido en 2 veces, de un valor. En donde se describen valores particulares en la solicitud y las
reivindicaciones, a menos que se indique lo contrario, el término "aproximadamente" significa que debe asumirse un
intervalo de error aceptable para el valor particular.

La terminologia usada en el presente documento es a efectos de describir ejemplos de casos particulares Unicamente
y no pretende ser limitante. Como se usa en el presente documento, las formas singulares "un”, "una" y "el", "la"
pretenden incluir también las formas plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Ademas, en la
medida en que las expresiones "que incluye", "incluye", "que tiene", "tiene", "con", o variantes de las mesmas se usan
en la descripcion detallada y/o en las reivindicaciones, dichas expresiones pretenden ser inclusivas de una manera

similar a la expresion "que comprende".

Como se usa en este documento, el término "anticuerpo” se refiere a anticuerpos intactos; fragmentos de anticuerpos,
siempre que presenten la actividad biologica deseada (p. ej., unidon de epitopos); anticuerpos monoclonales;
anticuerpos policlonales; anticuerpos monoespecificos; anticuerpos multiespecificos (p. ej., anticuerpos biespecificos);
y proteinas de tipo anticuerpo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio variable de anticuerpo” se refiere a las partes de la
cadena ligera y pesada de las moléculas de anticuerpo que incluyen secuencias de aminoacidos de regiones
determinantes de la complementariedad (CDR; p. ej., CDR L1, CDR L2, CDR L3, CDR H1, CDR H2, y CDR H3) y
regiones marco (FR).

Como se usa en el presente documento, el término "enlazador" se refiere a un enlace entre dos elementos, p. €j.,
dominios de proteinas. En algunos aspectos, un enlazador puede ser un enlace covalente o un espaciador. El término
"espaciador" se refiere a un resto (p. ej., un polimero de polietilenglicol (PEG)) o una secuencia de aminoacidos (p.
ej., una secuencia de aminoacidos 1-200) que ocurre entre dos polipéptidos o dominios polipeptidicos para
proporcionar espacio o flexibilidad (o ambos espacio y flexibilidad) entre los dos polipéptidos o dominios polipeptidicos.
En algunos aspectos, un espaciador de aminoacidos es parte de la secuencia primaria de un polipéptido (p. €j., unido
a los polipéptidos espaciados o dominios polipeptidicos a través de la estructura polipeptidica).

Como se usa en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de
un polipéptido o una composicion farmacéutica que contiene un polipéptido descrito en el presente documento, p. €j.,
un polipéptido que tiene un dominio D1 de SIRP-a o una variante del mismo, que es suficiente y eficaz para lograr un
efecto terapéutico deseado en el tratamiento de un paciente que tiene una enfermedad, tal como un céncer, p. €j., un
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tumor sélido o un cancer hematolégico. En algunos aspectos, una cantidad terapéuticamente eficaz de polipéptido
evitara efectos secundarios adversos.

Como se usa en el presente documento, el término "composicién farmacéutica” se refiere a una formulacién medicinal
o farmacéutica que incluye un principio activo, asi como excipientes o diluyentes (o tanto excipientes como diluyentes)
y permite que el principio activo se administre mediante métodos de administracién adecuados. En algunos aspectos,
las composiciones farmacéuticas descritas en este documento incluyen componentes farmacéuticamente aceptables
que son compatibles con el polipéptido. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica esta en forma de tableta o
capsula para administracion oral o en forma acuosa para administraciéon intravenosa o subcutanea, por ejemplo
mediante inyeccion.

Como se usa en el presente documento, los términos "sujeto", "individuo", y "paciente", usados de manera
intercambiable, se refieren a un vertebrado, por ejemplo, un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a,
murinos, simios, humanos, animales de granja, animales de deportes y mascotas.

También se abarcan tejidos, células y su progenie de una entidad bioldgica obtenida in vivo o cultivada in vitro. Ninguno
de los términos implica la supervision de un profesional médico. Como se usa en el presente documento, el término
"afinidad" o "afinidad de union" se refiere a la fuerza de la interaccion de union entre dos moléculas. Generalmente, la
afinidad de union se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre una molécula y su pareja
de unidén, como una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad y CD47. A menos que se indique lo contrario, la afinidad
de union se refiere a afinidad de unién intrinseca que refleja una interaccioén 1:1 entre los miembros de un par de
unién, La afinidad de unién entre dos moléculas se describe comu nMente mediante la constante de disociacion (Kb)
o la constante de asociacion (Ka). Dos moléculas que tienen baja afinidad de unién entre si generalmente se unen
lentamente, tienden a disociarse facilimente y presentan una Ko alta. Dos moléculas que tienen una alta afinidad entre
si generalmente se unen facilmente, tienden a permanecer unidas por mas tiempo y presentan una Kp baja. En algunos
aspectos, la Ko de dos moléculas que interactian se determina usando métodos y técnicas conocidos, p. €j.,
resonancia de plasmén de superficie (SPR). Kose puede calcular como la relacion de kotf/kon.

Como se usa en el presente documento, el término "Kp menor que" se refiere a un valor de Ko numéricamente mas
pequefio y una afinidad de unién creciente con respecto al valor de Ko mencionado. Como se usa en el presente
documento, el término "Ko mayor que" se refiere a un valor de Ko numéricamente mayor y una afinidad de unién
decreciente con respecto al valor de Kp mencionado.

Como se usa en este documento, el término "anemia aguda" se refiere a una desminucién de la masa de glébulos
rojos o hemoglobina 30% durante los primeros cinco dias después de la administracion de un compuesto o tratamiento.

I. Dominio D1 de la proteina a reguladora de sefiales (SIRP-a) y sus variantes

En el presente documento se describen, polipéptidos de un espectro que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutaciéon de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen polipéptidos que comprenden una variante de Fc, en donde la variante
de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en donde cada mondémero de
dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regiéon Fc de IgG1 humana que consiste en mutaciones
L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en mutaciones A330S, P331S y
N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A, delG236
y N297A.

La proteina a reguladora de sefales ("SIRP-a" o "SIRP-alfa") es una glicoproteina transmembrana que pertenece a la
superfamilia I|g que se expresa ampliamente en la membrana de las células mieloides. SIRP-a interactia con CDA47,
una proteina ampliamente expresada en muchos tipos de células del cuerpo. La interaccién de SIRP-a con CD47
previene la absorcion de las células "propias”, que de otro modo pueden ser reconocidas por el sistema inmunoldgico.
Se ha observado que una alta CD47 expresion en células tumorales puede actuar, en la leucemia mieloide aguda y
varios canceres tumorales soélidos, como un factor de prondstico negativo para la supervivencia.

La SIRP-a nativa comprende 3 dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina (Ig) altamente homélogos: D1, D2 y
D3. El dominio D1 de SIRP-a ("dominio D1") se refiere al dominio extracelular distal de la membrana de SIRP-a y
media la unién de SIRP-a a CD47. Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido SIRP-a" se refiere
a cualquier polipéptido SIRP-a o fragmento del mismo que es capaz de unirse a CD47. Hay al menos diez variantes
de SIRP-a humana de tipo salvaje. La Tabla 1 muestra las secuencias de aminoacidos de los dominios D1 de las diez
variantes del dominio D1 de SIRP-a humano de tipo salvaje de origen natural (SEQ ID NOs: 1-10). En algunos
aspectos, un polipéptido SIRP-a comprende un dominio D1 de SIRP-a. En algunos aspectos, un polipéptido SIRP-a
comprende un dominio D1 de tipo salvaje, como los que se proporcionan en SEQ ID NOs: 1-10. En algunos aspectos,
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un polipéptido SIRP-a incluye un dominio D2 o D3 (o ambos dominios D2 y D3) (Tabla 3) de un SIRP-a humano de
tipo salvaje.

Tabla 1. Secuencias de tablas de dominios D1 de SIRP-a de tipo salvaje

SEQ
ID Descripcion Secuencia de aminoacidos
NO:

. EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPVGPI

. |variante § del| QWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRN

tipo salvaje NMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQ
Variante 2 del | WFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVTTVSESTKREN

2 |dominio D1 de | MDFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGA
tipo salvaje GTELSVRAKPS

, EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILLCTVTSLIPVGPIQ

3 Xg;?r:f 5’1 %‘Z‘ WFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVTTVSESTKREN

fipo Salvaje MDFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGA
GTELSVRAKPS

EEGLQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTATSLIPVGPI
Variante 4 del | QWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRN

4 |dominio D1 de | NMDFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFK
tipo salvaje SGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKFVLVAAGETATLRCTATSLIPVGPI
Variante 5 del | QWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRN

5 dominio D1 de | NMDFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFK
tipo salvaje SGAGTELSVRAKPS

, EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPVGPI

6 ggr'mf 51 ‘jf; QWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRN

fipo salvaje NMDFPIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFK
SGAGTELSVRAKPS

, EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQ
, Xgrﬂ]?r:toe D7 1 %‘2 WFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVTTVSESTKREN
fibo salvaje MDFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGA
GTELSVRGKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPVGPI
Variante 8 del  QWFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVTTVSESTKREN

8  |dominio D1 de | MDFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGA
tipo salvaje GTELSVRAKPS

, EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPVGPI

o |variante 9 dell GWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRN

fipo salvaje NMDFSIRISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFKS
GAGTELSVRAKPS
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SEQ
ID Descripcion Secuencia de aminoacidos
NO:

, EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQ

o |verame 10981 WFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVTTVSESTKREN

o saivaje | MDESISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGA
GTELSVRAKPS

EEXjLQVIQPDKX, VX3 VAAGEX3AXsLXcCTX5TSLI
Dominio pan-D | PVGPIQWFRGAGPXsRELIYNQKEGHFPRVTTVSXo
1 de tipo salvaje | X1oTKRX11NMDF X »IX13IX1sNITPADAGTYYCVKFR

KGSXi15X16DX17EFKSGAGTELSVR X13KPS

11

Sustituciones X1esEoG; X2esSoF; XsesLoS; XaesToS; XsesTol; Xees. R,
de aminoacidos HoL; X7esAoV; XsesGoA; XoesDoE; XioesLoS;X11esNoE
con respecto a |0D; Xi2esSoP; Xses Ro S; X14 es G 0 S; X15 es P o esta ausente;
SEQIDNO: 11 (XisesDoP;Xi7esVoT;yXisesAoG

Como se usa en el presente documento, los términos "variante de D1 de SIRP-a alta afinidad", "variante de SIRP-a
de alta afinidad" o "variante de D1 de SIRP-a" se refieren a un polipéptido que comprende un dominio D1 de SIRP-a
0 una parte de union de un polipéptido SIRP-a a CD47 que tiene una mayor afinidad por CD47 que SIRP-a de tipo
salvaje.Una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad comprende al menos una sustitucion, delecién o insercion de
aminoacidos (o una combinacion de las mismas) con respecto a un SIRP-a de tipo salvaje.

En algunos aspectos, las variantes de D1 de SIRP-a de alta afinidad descritas en el presente documento comprenden
un dominio de D1 de SIRP-a o una variante del mismo. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta
afinidad comprende una o mas sustituciones, inserciones, adiciones o deleciones de aminoacidos con respecto a un
dominio D1 de tipo salvaje que se muestra en la SEQ ID NOs: 1-10. La Tabla 2 enumera sustituciones de aminoacidos
ejemplares en cada variante de dominio D1 de SIRP-a (SEQ ID NOs: 13-22). En algunos aspectos, el polipéptido del
dominio D1 de SIRP-a o la variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad comprende un fragmento del dominio D1. En
algunos aspectos, el fragmento de polipéptido SIRP-a o el fragmento variante de SIRP-a de alta afinidad comprende
una secuencia de aminoacidos de menos de 10 aminoéacidos de longitud, aproximadamente 10 aminoacidos de
longitud, aproximadamente 20 aminoacidos de longitud, aproximadamente 30 aminoacidos de longitud,
aproximadamente 40 aminoacidos de longitud, aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, aproximadamente 60
aminoacidos de longitud, aproximadamente 70 aminoacidos de longitud, aproximadamente 80 aminoacidos de
longitud, aproximadamente 90 aminoacidos de longitud, aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, o0 mas de
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos, los fragmentos del dominio D1 de SIRP-a
conservan la capacidad de unirse a CD47.

En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcidon que comprende una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad
se une a CD47 con mayor afinidad de unién que un dominio D1 de SIRP-a humano de tipo salvaje. En algunos
aspectos, la variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se une al ser humano CD47 con al menos 1 vez (p. €j., Al
menos 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 5 veces o mas de 5 veces) afinidad que la afinidad
de un dominio D1 de origen natural. En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se une a CD47
humano con al menos 1 vez (p. ej., al menos 10 veces, 100 veces, 1000 veces o mas de 1000 veces) afinidad que la
afinidad de un dominio D1 de origen natural. Como se usa en el presente documento, el término "afinidad optimizada"
o "afinidad de unién optimizada" se refiere a una fuerza optimizada de la interaccién de unién entre un polipéptido
descrito en el presente documento, que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad, y CD47.

Por ejemplo, en algunos aspectos, el polipéptido se une principalmente o con mayor afinidad a CD47 las células
cancerosas Yy no se une sustancialmente ni se une con menor afinidad a CD47 las células no cancerosas. En algunos
aspectos, la afinidad de union entre el polipéptido y CD47 se optimiza tal que la interaccion no causa toxicidad
clinicamente relevante o disminuye la toxicidad en comparacién con una variante que se une con maxima afinidad. En
algunos aspectos, para lograr una afinidad de unién optimizada entre un polipéptido proporcionado en el presente
documento y CD47, el polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se desarrolla para que
tenga una afinidad de unién mas baja CD47 de la que se puede alcanzar al maximo. En algunos aspectos, las variantes
de SIRP-a de alta afinidad descritas en el presente documento reaccionan de forma cruzada con roedores, primates
no humanos (NHP) y CD47 humano.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunogenicidad " se refiere a la propiedad de una proteina (p.
ej., una proteina terapéutica) que provoca una respuesta inmune en el huésped como si fuera un antigeno extrafio.
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La inmunogenicidad de una proteina se puede ensayar in vitro de diversas formas, tal como mediante ensayos de
proliferacién de células T in vitro.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunogenicidad minima" se refiere a una inmunogenicidad de
una proteina (p. ej., una proteina terapéutica) que se ha modificado, por ejemplo, mediante sustituciones de
aminoacidos, para que sea menor (p. €j., al menos, 10%, 25%, 50% o 100% menor) que la inmunogenicidad antes de
que se introduzcan las sustituciones de aminoacidos (p. €j., una proteina no modificada). En algunos aspectos, una
proteina (p. €j., una proteina terapéutica) se modifica para que tenga una inmunogenicidad minima y provoca muy
poca o ninguna respuesta inmune del huésped, aunque sea un antigeno extrafo.

En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad tiene una inmunogenicidad minima. En algunos
aspectos, un polipéptido SIRP-a de la descripcion administra do a un sujeto tiene la misma secuencia de aminoacidos
que la del polipéptido SIRP-a en una muestra bioldgica del sujeto, excepto por los cambios de aminoacidos que
aumentan la afinidad de la variante de D1 de SIRP- a. En algunos aspectos, las variantes de polipéptido descritas en
este documento reducen el riesgo de efectos secundarios en comparacién con los anticuerpos anti-CD47 o SIRP-a
de tipo salvaje. En algunos aspectos, las variantes de polipéptido descritas en este documento reducen el riesgo de
anemia en comparacion con los anticuerpos anti-CD47 o SIRP-a de tipo salvaje. En algunos aspectos, las variantes
polipeptidicas descritas en este documento no causan anemia aguda en estudios de roedores o primates no humanos
(NHP).

La Tabla 2 enumera las sustituciones de aminoacidos especificas en una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad
con respecto a cada secuencia de dominio D1. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad
incluye una o mas (p. €j., dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce o mas) de
las sustituciones enumeradas en la Tabla 2. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad
incluye como maximo catorce sustituciones de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de tipo salvaje. En algunos
aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad incluye como maximo diez sustituciones de aminoacidos con
respecto a un dominio D1 de tipo salvaje. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad incluye
como maximo diez sustituciones de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de tipo salvaje. En algunos aspectos,
una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad de la descripcion tiene al menos 90% (p. ej., al menos 92%, 95%, 97%
0 mayor que 97%) identidad de secuencia de aminoacidos con una secuencia de un dominio D1 de tipo salvaje.

En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad es una variante quimérica de D1 de SIRP-a de
alta afinidad que incluye una parte de dos o mas dominios D1 de tipo salvaje o variantes de los mismos (p. €j., una
parte de un dominio de tipo salvaje Dominio D1 o variante del mismo y una parte de otro dominio D1 de tipo salvaje o
variante del mismo). En algunos aspectos, una variante quimérica de D1 de SIRP-a de alta afinidad incluye al menos
dos partes (p. €j., tres, cuatro, cinco o mas partes) de dominios D1 de tipo salvaje o variantes de los mismos, en donde
cada una de las partes es de un dominio D1 de tipo salvaje diferente. En algunos aspectos, una variante quimérica de
D1 de SIRP-a de alta afinidad incluye ademas una o mas sustituciones de aminoacidos enumeradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Sustituciones de aminoacidos en una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad

SEQ
ID Descripcion | Secuencia de aminoacidos
NO:
EEEX1QX2IQPDKSVLVAAGETX3TLRCTX,TSLXPV
v1 del Dominio GPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX
13 D1 oTX11RNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCX1,KX3RKGS
PDDVEX 14 KSGAGTELSVRAKPS
Sustituciones
de L Xi=L, I, V; X2=V, L, I; X3=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
aminoacidos v v . _ . _ . - . — .
- . R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=V, I; X13=F, L, V;
relacionados Xa=F .V
con SEQ ID M
NO: 13
EEEX1QX0IQPDKSVSVAAGESXGILHCTXATSLXsPVG
2 del Domini PIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX 0T
14 | Y2 G081 EOMING |y RENMDFSISISNITPADAGTYYCX1,KX13RKGSPD

D1
TEX14KSGAGTELSVRAKPS

10



SEQ
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de
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relacionadas
con SEQ
NO:14

ID

v3 del Dominio
D1

Sustitucion de
aminoacidos
relacionadas
con SEQ
NO:15

ID

v4 del Dominio
D1

Sustituciones
de
aminoacidos
relacionadas
con SEQ
NO:16

ID

v5 del Dominio
D1

Sustituciones
de
aminoacidos
relacionadas
con SEQ
NO:17

ID

v6 del Dominio
D1

Sustituciones
de
aminoacidos
relacionadas

ES 2 881 771 T3

Secuencia de aminoacidos

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; Xa=V, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=V, |; X13=F, L, V
X14=F, V

EEEXi1QX0IQPDKSVSVAAGESXGILLCTX4TSLXsPVG
PIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXoFPRVITVSEX 0T
X11RENMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPD
TEX14KSGAGTELSVRAKPS

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; Xa=V, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=V, |; X13=F, L, V;
X14=F, V

EEGX1QX:IQPDKSVSVAAGESXGILHCTX4TSLXsPVG
PIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX 10
TX11RNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCX12KX13RKGSP
DDVEX1:KSGAGTELSVRAKPS

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=V, |; X13=F, L, V
X14=F, V

EEEX1QX:IQPDKFVLVAAGETX;TLRCTXTSLXsPV

GPIQWFRGAGPGRX6LIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX)
0TX11RNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCX12KX13RKGS

PDDVEX14KSGAGTELSVRAKPS

Xi=L, I, V; Xo=V, L, I; X3=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=V, I; X13=F, L, V
X14=F, V

EEEX1QX:IQPDKSVLVAAGETX;TLRCTXTSLXsPV

GPIQWFRGAGPGRX6LIYNQX7XsGXoFPRVTITVSDX)
o TX11RNNMDFPIRIGNITPADAGTYYCX12KX13RKGS

PDDVEX14#KSGAGTELSVRAKPS

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; X4=A, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; Xi0=L, T, G; X11=K, R; X12=V, |; X13=F, L, V;
X14=F, V
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SEQ
ID
NO:

19

20

21

22

Descripcion

con SEQ
NO:18

ID

v7 del Dominio
D1

Sustituciones
de
aminoacidos
relacionadas
con SEQ
NO:19

ID

v8 del Dominio
D1

Sustituciones
de
aminoacidos
relacionadas
con SEQ
NO:20

ID

v9 del Dominio
D1

Sustituciones
de
aminoacidos
relacionadas
con SEQ
NO:21

ID

v10
Dominio D1

del

Sustituciones
de
aminoacidos
relacionadas
con SEQ
NO:22

ID

ES 2 881 771 T3

Secuencia de aminoacidos

EEEX1QX0IQPDKSVSVAAGESXGILHCTXTSLXsPVG
PIQWFRGAGPARXLIYNQX7XsGXoFPRVTITVSEX 0T
X1uRENMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPD
TEX14KSGAGTELSVRGKPS

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; Xa=V, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=V, [|; X13=F, L, V
Xi14=F, V

EEEX;1QX:IQPDKSVLVAAGETXTLRCTX4TSLXsPV

GPIQWFRGAGPARXGLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX)
oTX11RENMDEF SISISNITPADAGTY YCX12KX13RKGSP
DTEX14#KSGAGTELSVRAKPS

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; X4=A, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=V, |; X13=F, L, V
X14=F, V

EEEX1QX2IQPDKSVLVAAGETX;TLRCTX4TSLXsPV
GPIQWFRGAGPGRXLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX
o TX11RNNMDFSIRISNITPADAGTYYCX 12K X13RKGSP
DDVEX1:KSGAGTELSVRAKPS

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=V, |; X13=F, L, V;
X14=F, V

EEEX;1QX0IQPDKSVSVAAGESXGILHCTXTSLXsPVG
PIQWFRGAGPARXLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX 0T
X1RENMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPD
TEX14KSGAGTELSVRAKPS

X1=L, 1, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; Xa=V, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=V, |; X13=F, L, V
X14=F, V
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SEQ
ID Descripcion | Secuencia de aminoacidos
NO:

EEX1XoQXGIQPDK Xy VX5VAAGEX e X7 XsLXoCTX 0TS

Dominio D1 LX11PVGPIQWFRGAGPX nRX13LIYNQX14X15GX16FP
23 Pan RVTTVSXi17X18TX10RX20NMDF X1 IX2IX3NITPADAG
TYYCX2:KX35RKGSPD X6 X27EX2sKSGAGTELS VR X 29

KPS
(?gstltucmnes X1=E, G; X2=L, I, V: X3=V, L, I: X4=S, F; Xs=L, S; X6=S, T; X7=A, V; Xs=l,
aminodcidos | b X9=H, R X10=A, V, I, L; X41=I, T, S, F; X12=A, G; X13=E, V, L X14=K, R;
B relacionadas Xi15=E, Q; X16=H, P, R; X17=D, E; X1s=S, L, T, G; Xis=K, R; ’X20=E, D;
con SEQ D | X21=S, Pi X22=8, R; X23=8, G; X24=V, I; X25=F, L, V; X28=D o esta ausente;
NO:23 Xor=T, V; Xo2s=F, V; and X29=A, G

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX21QPDKSVLVAAGETX3TLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXo FPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFSIRIGNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDDVEX14KSGAGTEL SVRAKPS (SEQ ID NO: 13), en donde X1 es L, |
oV;XzesV,Lo,l; XsesAoV; XsesA/loL; Xses|, T,SoF; XeesE,VolL;XresKoR; XsesEoQ; XeesH,Po
R; X10esL, ToG; X11esKoR; XizesVol; XizesF,LoV;yXisesF oV;yen donde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:1.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de
EEGX1QX21QPDKSVSVAAGESX3ILHCTXs TSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFSIRIGNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDDVEX14KSGAGTEL SVRAKPS(SEQ ID NO: 16), en donde X1 es L, |
oV;XzesV,Lo,l; XsesAoV;XsesA,loL; Xses|, T,SoF;XeesE,VoL;X7esKoR; XsesEoQ; XoesH,Po
R; X10esL, ToG; X11esKoR; XizesVol; XizesF,LoV;yXisesF oV;yen donde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:4.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2lQPDKFVLVAAGETX3sTLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFSIRIGNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDDVEX14KSGAGTEL SVRAKPS (SEQ ID NO: 17), en donde X1 es L, |
oV;X2esV,Lo,|; XsesAoV;XsesA, loL;Xses|, T,SoF;XeesE,VolL; XresKoR; XsesEoQ;XeesH,Po
R; X10esL, ToG; X11resKoR; XizesVol; XizesF,LoV;yXisesF oV;yen donde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:5.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX21QPDKSVL VAAGETX3TLRCTXsTSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFPIRIGNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDDVEX14KSGAGTEL SVRAKPS (SEQ ID NO: 18), en donde X1 es L, |
oV;X2esV,Lo,|; XsesAoV;XsesA, loL;Xses|, T, SoF;XeesE,VoL; X7esKoR; XsesEoQ; XeesH,Po
R; X10esL, ToG; X11resKoR; XizesVol; XizesF,LoV;yXisesF oV;yen donde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoéacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:6.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVLVAAGETXsTLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFSIRISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDDVEX14KSGAGTEL SVRAKPS (SEQ ID NO: 21), en donde X1 es L, |
oV;X2esV,Lo,l; XsesAoV;XsesA, loL;Xses|, T, SoF;XeesE,VoL; X7esKoR; XsesEoQ; XeesH,Po
R; XioesL, ToG; X11esKoR; XizesVol; XizesF,LoV;yXisesFoV;yendonde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoéacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:9.

En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a de
alta afinidad que tiene una secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 13,16-18 y 21, y en donde X1 es L, | o V. En
cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, X2 es V, L o |. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X3 es A o V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es A, | o L. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xees E, Vo L. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 881 771 T3

E o Q. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X9 es H, P o R. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X1 es L, T o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X11 es K o R. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X12 es V o I. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X3 es F, L, V. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X14 es F o V. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de
la descripcidn incluye no mas de seis sustituciones de aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1,4-6 y 9.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 4-6 y 9. En algunos aspectos,
el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 100 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de
tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 4-6 y 9. En algunos aspectos, el polipéptido se
une a CD47 con al menos una afinidad de unidn1000-veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que
tiene la secuencia de uno cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 4-6 y 9. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1
de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Ko menor que 1 x 10 8M, menor que 5 x 10-9M, menor
que 1 x 10-9M, menor que 5 x 10-10M, menor que 1 x 10-10M o menor que 1 x 10-11M. En algunos aspectos, un
polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una KD entre aproximadamente
500 nM y 100 nM, entre aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre
aproximadamente 10 nM y 5 nM, entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre
aproximadamente 500 pM y 100 pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pMy 10
pM.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESX3ILHCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXeLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDTEX14KSGAGTELSV RAKPS (SEQ ID NO: 14), en donde X1 es L, | o
V;X2esV,Lo,l; XsesAoV; XsesA, loL; Xses|, T, SoF; XseesE,VoL; XresKoR; XsesEoQ; XoesH,Po
R; X10es S, ToG; Xi1resKoR; Xi2esVol; XisesF,LoV;yXiesF oV;yen donde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:2.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESXsILLCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDTEX14KSGAGTELSV (SEQ ID NO: 15), en donde X1 es L, | o V; X2 es
V,Lo,l; XsesAoV;XaesA, loL;Xses|, T,SoF;XeesE,VolL; X7esKoR; XsesEoQ; XoesH, PoR; Xies
S, ToG; X11esKoR; X1zesVol; XizesF,LoV;yXisesFoV;yendonde la variante tiene al menos una sustitucion
de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ ID NO:3.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESX3ILHCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXeLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDTEX14KSGAGTELSV RGKPS (SEQ ID NO: 19), en donde X1 es L, | o
V;XoesV,Lo,l; XsesAoV; XaesA, loL; Xses|, T, SoF; XsesE,VoL; X7esKoR; XsesEoQ; XoesH,Po
R; X10es S, ToG; Xi1resKoR; Xi2esVol; XisesF,LoV;yXiuesFoV;yen donde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoéacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:7.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESX3ILHCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXsFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDTEX14KSGAGTELSV RAKPS (SEQ ID NO: 22), en donde X1 es L, | o
V;XoesV,Lo,l; XsesAoV; XaesA, loL; Xses|, T,SoF; XsesE,VoL; X7esKoR; XsesEoQ; XoesH,Po
R; X10es S, ToG; X11esKoR; XizesVol; XisesF,LoV;yXiesFoV;yendonde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoéacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:10.

En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a de
alta afinidad que tiene una secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 14,15,19 y 22, y en donde X1 es L, | o V. En
cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, X2 es V, L o |I. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X3 es A o V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es A, | o L. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xees E, Vo L. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es
E o Q. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xo es H, P o R. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X0 es S, T o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X11 es K o R. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xi2 es V o |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X13 es F, L, V. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X14 es F 0 V. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de
la descripcion incluye no mas de seis sustituciones de aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 2,3,7 y 10.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 2, 3, 7 y 10. En algunos aspectos,
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el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 100 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de
tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 2, 3, 7 y 10. En algunos aspectos, el polipéptido se
une a CD47 con al menos una afinidad de unién 1000-veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que
tiene la secuencia de uno cualquiera de SEQ ID NOs: 2, 3, 7 y 10. En algunos aspectos, un polipéptido variante de
D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kp menor que 1 x 10-8M, menor que 5 x 10-°M, menor
que 1 x 10°M, menor que 5 x 10-"°M, menor que 1 x 10-"°M o menor que 1 x 10"'" M. En algunos aspectos, un
polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kb entre aproximadamente
500 nM y 100 nM, entre aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre
aproximadamente 10 nM y 5 nM, entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre
aproximadamente 500 pM y 100 pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pMy 10
pM.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de: ,
EEEX1QX2lIQPDKSVLVAAGETXsTLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARX6LIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISNITPADAGTYYCX12KX13RKGSPDTEX14KSGAGTELSV RAKPS (SEQ ID NO: 20) en donde X1 es L, | o
V;X2esV,Lo,l; XsesAoV; XsesA, loL; Xses|, T, SoF; XseesE,VoL; XresKoR; XsesEoQ; XoesH,Po
R; XioesL, ToG; X11esKoR; XizesV o l; Xizes F,LoV;y Xises F o V;yen donde la variante tiene al menos una
sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ ID
NO:8.

En algunos aspectos mencionados anteriormente, el polipéptido tiene una secuencia de SEQ ID NO:20, y en donde
X1esL,loV.En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, X2 es V, L o |. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X3 es A o V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es A, | o L. En cualquiera de
los aspectos antes mencionados, Xs es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es E, Vo L.
En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados,
Xs es E 0 Q. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xe es H, P o R. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X10 es S, T o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X11es K o R. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X12 es V o I. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X3 es F, L, V. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X14es F o V. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de
la descripcion incluye no mas de seis sustituciones de aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de y SEQ ID NO:8.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:8. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con una afinidad de union al menos 100 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:8. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con
al menos una afinidad de unién 1000veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia
de uno cualquiera de SEQ ID NO:8. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento
del mismo se une a CD47 con una Kp menor que 1 x 10 8M, menor que 5 x 10-°°M, menor que 1 x 10°°M, menor que 5
x 107'°M, menor que 1 x 10-'°M o menor que 1 x 10-"" M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-
a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kp entre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre
aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM,
entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100
pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEX1X2QX31QPDKX4VXsVAAGEXeX7XsLXoCTX10TSLX11PVGPIQWFRGAGPX12RX13LIYNQX14X15GX16FPRVTTVSX
17X18TX19RX20 NMDFX211X22IX23NITPADAGTYY CX24KX25RKGSPDX26X27EX28KSGAGTELSVRX29KPS(SEQ ID
NO: 23), endonde X1esEo0 G; X2esL,loV; XzesV,Lo,l; XsesSoF; XsesLoS; XsesSoT; XresAoV; Xses
loT,XeesHOR; XioesA,V,loL; X11es|, T,SoF; X12esAoG; XizesE,VolL; XisesKoR; Xises EoQ; Xie
esH,PoR; Xi7esDoE; X1sesS,L, ToG; XieesKoR; XaoesEoD; X21es S0 P; X22es SoR; X2z es S o G; X
esVol; XasesF, L, V; X es Do esta ausente; Xores T o V; Xases F o V; y Xog s A 0 G; y en donde la variante tiene
al menos una sustituciéon de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia
de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10.

En cualquiera de los aspectos antes mencionados en este aspecto de la descripcion, X2 es L, | o V. En cualquiera de
los aspectos antes mencionados, X3 es V, L o |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es So F. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es L o S. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs €s
S o T. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es A o V. los aspectos antes mencionados, Xses | o T.
En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X9 es H o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados,
X10es A, V, 1 o L. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X11 es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X12 es A o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xi3 es E, V o L. En cualquiera
de los aspectos antes mencionados, X14 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X1s es E o Q.
En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X16 es H, P o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados,
X17 es D o E. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X1s es S, L, T o G. En cualquiera de los aspectos
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antes mencionados, X19 es K 0 R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X2 es E o D. En cualquiera de
los aspectos antes mencionados, X21 es S o P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X22 es S o R. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xz23 es S o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X24
es V o |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X5 es F, L, V. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xz6 es D o esta ausente. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X27 es T o V. En cualquiera
de los aspectos antes mencionados, X2s es F o V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xz29 es A o G.
En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcion incluye no mas de seis sustituciones de
aminoacidos con respecto a el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NOs: 1-10.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 100 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47
con al menos una afinidad de unién 1000 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de uno cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o
un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kp menor que 1 x 108M, menor que 5 x 10°M, menor que 1 x 10°M,
menor que 5 x 10'°M, menor que 1 x 107'°M o menor que 1 x 10""'"M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de
D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kb entre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre
aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM,
entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100
pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcion que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad
comprende ademas un dominio D2 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 24, un dominio D3 que tiene la secuencia
de o un dominio D2 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 24 y un dominio D3 que tiene la secuencia de SEQ ID NO:
25 de un SIRP-a humano de tipo salvaje como se muestra en la Tabla. En algunos aspectos, la variante D1 de SIRP-
a de alta afinidad comprende ademas un fragmento o variante de un dominio D2 o un fragmento o variante de un
dominio D3. En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad comprende ademas un fragmento o
variante de un dominio D2 y un fragmento o variante de un dominio D3. En algunos aspectos, una variante de D1 de
SIRP-a de alta afinidad se une a un dominio D2 y D3 por medio de un enlazador. En algunos aspectos, una variante
de D1 de SIRP-a de alta afinidad se une a un dominio D2 y D3 por medio de un enlazador.

Tabla 3. Secuencias de aminoacidos de los dominios D2 y D3 de SIRP-a

SEQID

NO: Descripcion Secuencia de aminoacidos

APVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDITLKWFKNGNE

24 | Qominio D2 delySDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVA
HVTLQGDPLRGTANLSETIR

VPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLEN
Sominio D3 de| ONVSRTETASTVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVK
25 gRP LTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVS

En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcion que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se
une a un monémero de dominio Fc, una albumina de suero humano (HSA) o una variante de la misma, una proteina
0 péptido de unién al suero, o una molécula organica, p. €j., un polimero (p. €j., un polimero de PEG), con el fin de
mejorar las propiedades farmacocinéticas del polipéptido, p. ej., aumentar la vida media en suero. En algunos
aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se une a un mondémero de dominio Fc que no es capaz de
dimerizar. En algunos aspectos, los monémeros del dominio Fc, las proteinas HSA, las proteinas o péptidos de union
al suero y las moléculas organicas tales como un PEG sirven para aumentar la vida media en suero de los polipéptidos
descritos en el presente documento. En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcion que incluye una variante
de D1 de SIRP-a de alta afinidad no incluye la secuencia de cualquiera de los SEQ ID NOs: 26-36 mostrados en la
Tabla 4.

Tabla 4.
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SEQID
NO:

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

En algunos aspectos, los polipéptidos y los constructos polipeptidicos descritas en el presente documento se usan in
vitro para ensayos de unidn, tales como ensayos inmunes. Por ejemplo, en algunos aspectos, los polipéptidos y los
constructos polipeptidicos descritas en el presente documento se usan en fase liquida o se unen a un vehiculo en fase
solida. En algunos aspectos, los polipéptidos usados para inmunoensayos se marcan de forma detectable de diversas

formas.

En algunos aspectos, los polipéptidos y los constructos polipeptidicos descritos en este documento se unen a varios
vehiculos y se usan para detectar la presencia de células que expresan antigenos especificos. Los ejemplos de
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Secuencia de aminoacidos

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
REGHFPRVTTVSETTRRENMDEFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEV
KSGAGTELSVRAKPS

EEEVQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTLTSLIPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGHFPRVTTVSEGTRRENMDEFSISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEEVQIIQPDKSVSVAAGESVILHCTITSLTPVGPIQWFRGAGPARLLIYNQ
REGPFPRVTTVSETTRRENMDEFSISISNITPADAGTYYCVKLRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLSPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSEGTKRENMDEFSISISNITPADAGTY YCIKLRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEEIQVIQPDKSVSVAAGESVIIHCTVTSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGRFPRVTTVSEGTKRENMDFSISISNITPADAGTYYCVKVRKGSPDTEV
KSGAGTELSVRAKPS

EEEVQIIQPDKSVSVAAGESIILHCTVTSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
REGRFPRVTTVSEGTRRENMDFSISISNITPADAGTYYCIKLRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEEVQLIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYN
QREGPFPRVTTVSEGTKRENMDFSISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEV
KSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARLLIYNQR
QGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKS
GAGTELSVRAKPS

EEEVQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
KQGPFPRVTTISETTRRENMDEFSISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEFKS
GAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLTPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ

RQGPFPRVTTVSEGTRRENMDESISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEVK
SGAGTELSVRAKPS
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vehiculos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales y
modificadas, poliacrilamidas, agarosa y magnetita. La naturaleza del vehiculo puede ser tanto soluble como insoluble.

Se conocen varias marcadores y métodos de marcado diferentes. Los ejemplos de los tipos de marcadores que se
pueden usar en la presente invencién incluye enzimas, radiois6topos, metales coloidales, compuestos fluorescentes,
compuestos quimioluminescentes y compuestos bioluminescentes. Estan disponibles varias técnicas para unir
marcadores a polipéptidos descritos en el presente documento.

En algunos aspectos, los polipéptidos se acoplan a haptenos de bajo peso molecular. A continuacion, estos haptenos
se detectan especificamente mediante una segunda reaccion. Por ejemplo, en algunos aspectos, el hapteno biotina
se usa con avidina o los haptenos dinitrofenol, piridoxal o fluoresceina se detectan con anticuerpos anti-hapteno
especificos (p. e€j., anticuerpos anti-dinitrofenol, anticuerpos anti-piridoxal y anticuerpos anti-fluoresceina,
respectivamente).

Il. Dominios D1 de SIRP-a de alta afinidad con glicosilacién alterada

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de senal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada mondémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A,L235A,G237A y N297A,; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en mutaciones
A330S, P331S y N297A; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P, E233P, F234V,
L235A, delG236 y N297A.

En algunos aspectos, un polipéptido en una composicion descrita en el presente documento comprende una variante
de D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene una glicosilacién reducida o minima. El dominio D1 de cada una de las
diez proteinas SIRP-a humanas de tipo salvaje (SEQ ID NOs: 1-10 en la Tabla 1) contiene un Unico sitio de
glicosilacion potencial unido a N en el aminoacido N80 de la secuencia N80ITP. La expresiéon de un dominio D1 de
SIRP-a en células de ovario de hamster chino (CHO) da como resultado una banda principal de 16 KDa (no glicosilada)
y una banda menor de mayor peso molecular que fue eliminada por Endo Hf. Endo Hf es una fusién de proteina
recombinante de endoglicosidasa H y proteina de unién a maltosa. Endo Hf se escinde dentro del nicleo de quitobiosa
de manosa alta y algunos oligosacaridos hibridos de glicoproteinas enlazadas a N. Esto implica que una prolina en la
posicion del aminoacido 83 puede reducir la eficacia de la glicosilacion, lo que da lugar a una proteina con diferentes
grados de glicosilacién vy, por tanto, heterogeneidad. Para el desarrollo de farmacos, la heterogeneidad puede dar
lugar a desafios en el desarrollo de procesos. Por lo tanto, para investigar la posibilidad de generar formas
homogéneas, no glicosiladas de variantes de D1 de SIPR-a de alta afinidad, en algunos aspectos, el aminoacido N80
de una variante de D1 de SIPR-a estd mutado a Ala. En algunos aspectos, para hacer una variante de D1 de SIRP-a
de alta afinidad no glicosilada, el aminoacido N80 en una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se reemplaza por
cualquier aminoacido, incluyendo cualquier aminoacido natural y no natural, p. €j., N80A y N80Q. En algunos aspectos,
una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad comprende una mutacion N80A y al menos 1 mutacién adicional (p. €;.,
al menos 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 0 10 mutaciones adicionales o mas). En algunos aspectos, la mutacion adicional esta en
el sitio de union CD47. En algunos aspectos, la mutacién adicional esta en el nucleo hidréfobo del dominio D1.

En algunos aspectos, un polipéptido en una composicién descrita en el presente documento incluye una variante de
D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene una glicosilacién aumentada con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje. Otra opcion para aumentar la homogeneidad del producto final es mejorar la eficacia de la glicosilacion en el
aminoacido N80 y generar variantes de D1 de SIRP-a de alta afinidad con un aumento de la glicosilacién con respecto
a un tipo salvaje. En algunos aspectos, el aminoacido P83 en la secuencia NITP83 afecta el grado de glicosilacion en
el aminoacido N80. En algunos aspectos, cambiar P83 a cualquier aminoacido aumenta la eficacia de la glicosilacion
en N80. En algunos aspectos, el aminoacido P83 en una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se reemplaza por
cualquier aminoacido, incluyendo los aminoacidos naturales y no naturales, p. ej., P83V, P83A, P83l y P83L. En
algunos aspectos, un polipéptido de la descripcidn se expresa en una célula que esta optimizada para no glicosilar
proteinas que son expresadas por dicha célula, por ejemplo, mediante ingenieria genética de la linea celular (p. €j.,
levadura modificada genéticamente o huésped mamifero) o modificaciones de condiciones de cultivo celular tales
como la adicion de kifunensina o mediante el uso de un huésped naturalmente no glicosilante tal como un procariota
(E. coli, etc.).

La Tabla 5 enumera las sustituciones de aminoacidos especificas en una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad
con respecto a cada secuencia de variante de dominio D1. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de
alta afinidad incluye una o mas (p. €j., dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce
0 mas) de las sustituciones enumeradas en la Tabla 5. En algunos aspectos, las variantes de D1 de SIRP-a no estan
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glicosiladas o estan minimamente glicosiladas. En algunos aspectos, las variantes de D1 de SIRP-a estan
completamente glicosiladas o casi completamente glicosiladas. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a
de alta afinidad incluye como maximo catorce sustituciones de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de tipo
salvaje. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad incluye como maximo diez sustituciones
de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de tipo salvaje. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a
de alta afinidad incluye como maximo siete sustituciones de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de tipo salvaje.
En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad de la descripcion tiene al menos 90% (p. €j., al
menos 92%, 95%, 97% o mayor que 97%) identidad de secuencia de aminoacidos con una secuencia de un dominio
D1 de tipo salvaje.

En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad es una variante quimérica de D1 de SIRP-a de
alta afinidad que incluye una parte de dos o mas dominios D1 de tipo salvaje o variantes de los mismos (p. €j., una
parte de un dominio D1 de tipo salvaje o variante del mismo y una parte de otro dominio D1 de tipo salvaje o variante
del mismo). En algunos aspectos, una variante quimérica de D1 de SIRP-a de alta afinidad incluye al menos dos
partes (p. €j., tres, cuatro, cinco o mas partes) de dominios D1 de tipo salvaje o variantes de los mismos, en donde
cada una de las partes es de un dominio D1 de tipo salvaje diferente. En algunos aspectos, una variante quimérica de
D1 de SIRP-a de alta afinidad incluye ademas una o mas sustituciones de aminoacidos enumeradas en la Tabla 5.

Tabla 5. sustituciones de aminoacidos en una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad

SEQ
ID Descripcion Secuencia de aminoacidos
NO:

EEEX1QX:IQPDKSVLVAAGETX;TLRCTXTSLX5PV
vl del Dominio | GPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX,

37 D1 oTX11RNNMDFSIRIGX 12 ITX13ADAGTYYCX14KX5RK
GSPDDVEX s KSGAGTELSVRAKPS
Sustituciones de | X1=L, I, V; X2=V, L, |; X3=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
) aminoacidos R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,
con respecto a |H,I,K,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,Y; X13=P,A,C,D,E,F, G, H, |, K, L,
SEQIDNO:37 M,N,Q,R,S, T,V,W,Y; Xu=V, |; X15=F, L, V; X16=F, V
EEEXi1QX0IQPDKSVSVAAGESXGILHCTXATSLXsPVG
38 v2 del Dominio | PIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX 0T
D1 X1 RENMDEFSISISX12ITX13ADAGTY YCX14KX15RKGS
PDTEXi16KSGAGTELSVRAKPS
Sustituciones de | X1=L, |, V; Xo=V, L, I,Xs A, V; Xa=V, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
) aminoacidos R; Xs=E, Q; X H P, R; 1o=S, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,
con respecto a |H,I,K,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,Y; X13=P,A,C,D,E,F, G, H, |, K, L,
SEQIDNO:38 |M,N,Q,R,S, T,V,W,Y; X14=V, |; X15=F, L, V; X16=F, V
EEEX1QX>IQPDKSVSVAAGESXSILLCTX4TSLXsPVG
39 v3 del Dominio | PIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX 0T
D1 X11RENMDEFSISISX 12ITX13ADAGTYY CX 14K X15sRKGS
PDTEXisKSGAGTELSVRAKPS
Sustitucion  de | X4=L, I, V; Xo=V, L, |; X3=A, V; Xa=V, |, L; Xs=I, T, S, F; Xeé=E, V, L; X7=K,
) aminoacidos R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,
con respecto a |H,I,K,L,M,P,Q, R, S, T,V,W,Y; X13=P,A,C,D,E,F, G, H, I, K, L,
SEQIDNO:39 M,N,Q,R,S, T,V,W,Y; Xs=V, |; X15=F, L, V; X16=F, V
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40

41

42

43

44

Descripcion

v4 del Dominio
D1

Sustituciones
deaminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:40

v5 del Dominio
D1

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:41

v6 del Dominio
D1

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:42

v7 del Dominio
D1

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:43

v8 del Dominio
D1

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:44

ES 2 881 771 T3

Secuencia de aminoacidos

EEGX1QX:IQPDKSVSVAAGESXGILHCTX4TSLXsPVG
PIQWFRGAGPGRX6LIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX 0
TX11RNNMDFSIRIGX 12ITX13ADAGTY YCX14KX1sRK
GSPDDVEX1sKSGAGTELSVRAKPS

X1=L, 1, V; X2=V, L, I; X3=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,
HIKLMPQR,S,T,VW,YX13PACDE L
M,N,Q,R,S, T, V,W,Y; Xu=V, |; Xi5=F, L, V; X16=F, V

EEEX1QX:IQPDKFVLVAAGETX;TLRCTX4TSLX5PV
GPIQWFRGAGPGRX(LIYNQX7XsGXoFPRVTTVSDX)
o TX11IRNNMDEFSIRIGX 12ITX13ADAGTY YCX14KX15sRK
GSPDDVEX 6 KSGAGTELSVRAKPS

=K,
E F, G,
, LK L

Xi=L, 1, V; X2=V, L,I,X3=A,V,X4—A,I,L Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L;
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D,
H|KLMPQR,S,TV,W,YX13PACDEFG,
M,N,Q,R, S, T,V,W,Y; X14=V, |; X15=F, L, V; X1e=F, V

EEEX1QX:IQPDKSVLVAAGETX;TLRCTX4TSLX5PV
GPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXoFPRVTITVSDX)
o TX11IRNNMDFPIRIGX 2ITX13ADAGTY YCX14KX5sRK
GSPDDVEX 16 KSGAGTELSVRAKPS

Xi=L, I, V; X2=V, L, I; Xs=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,
HI1LKLMPQRST VWY, Xs=P,A,C,D,E,F,G, H,ILK L
M,N,Q R, S, T,V,W,Y; X1us=V, |; X15=F, L, V; X16=F, V

EEEX1QX0IQPDKSVSVAAGESXGILHCTXTSLXsPVG
PIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXoFPRVITVSEX 0T
X1RENMDFSISISX I TX13ADAGTY YCX 14K X1sRKGS
PDTEX16KSGAGTELSVRGKPS

Xi=L, 1, V; X2=V, L, I,Xs A, V; Xa=V, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; X H P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,
HILKLMPQRST VWY, X3=P, A CD,EFGH,IK,L,
M,N,Q,R,S, T,V,W,Y; Xua=V, |; Xi5=F, L, V; X16=F, V

EEEXi1QX2IQPDKSVLVAAGETX3TLRCTXTSLXsPV
GPIQWFRGAGPARXLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX)
o TX11RENMDFSISISX12ITX13ADAGTY YCX14KX1sRK
GSPDTEXi1sKSGAGTELSVRAKPS

V; X2=V, L, |; Xa=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; Xe=
=H, P, R; X10=S, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,

R, S, T,V,W,Y; X13=P, A, C, D, E, F, G, L

,N,Q,R, S, T,V, W, V, I; Xas=F, L, V; X16=F, V

O')
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SEQ ID NO:45
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con respecto a
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SEQ ID NO:48

Dominio D1 Pan

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:49
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Secuencia de aminoacidos

EEEX1QX:IQPDKSVLVAAGETX;TLRCTXyTSLXsPV

GPIQWFRGAGPGRX6LIYNQX7XsGXoFPRVTITVSDX)
o TX11RNNMDFSIRISX 12ITX 13 ADAGTY YCX14KX15sRK
GSPDDVEXi1sKSGAGTELSVRAKPS

Xi=L, 1, V; X2=V, L, I; Xa=A, V; Xa=A, |, L; Xs=I, T, S, F; X6=E, V, L; X7=K,
R; Xs=E, Q; Xo=H, P, R; X10=L, T, G; X11=K, R; X12=N, A, C, D, E, F, G,
HILKLMPQRSTVWY,;Xs=P,A CD,EFGHIKL
M,N,Q,R,S, T, V,W,Y; Xu=V, |; Xi5=F, L, V; X16=F, V

EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESXGILHCTXTSLXsPVG
PIQWFRGAGPARX(LIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX 0T
X11IRENMDFSISISX 12 ITX13ADAGTY YCX 14K X 1sRKGS
PDTEX16KSGAGTELSVRAKPS

Xi=L, I, V; Xo=V, L, |; X3=A, V;
R; Xs=E, Q; Xo=H, =
H LK L MP,Q

EEX1X>QX5IQPDK X4 VXsVAAGEX s X7XsLXoCTX10TS
LX11PVGPIQWFRGAGPX12RX13LIYNQX14X15GX16FP
RVTTVSX17X18TX19RX20NMDF X511X 221X 3 X241 TX25 AD
AGTYYCX26KX27RKGSPD X33 X290EX30KSGAGTELSVR
X31KPS

X1=E, G; X2=L, I, V; X3=V, L, |; X4=S, F; Xs=L, S; Xe=S, T; X7=A, V; Xs=I,
T; Xo=H, R, L; X10=A, V, yo, L; X11=l, T, S, F; X12=A, G; X13=E, V, L;
X14=K, R; X15=E, Q; X16=H, P, R; X17=D, E; X18=S, L, T, G; X19=K, R;
X20=E, N; X21=S, P; X22=8, R; X23=S, G; X24= cualquier aminoacido; X25=
cualquier aminoacido; X26=V, I; X27=F, L, V; X28=D 0 ausente; X20=T, V;
X30=F, V; y X31=A, G

EEELQX IQPDKSVX,VAAGEX;AX4LXsCTXTSLX7P
VGPIQWFRGAGPXsRXoLIYNQX 10X 11GX12FPRVTTV

SX13X 14 TKRX 1 sNMDFSIX 16IX17X1sITPADAGTYYCX 19
KFRKGX20X21X2:DX23EFKSGAGTELSVRAKPS

X1=V, 3 Xo= L, S; Xs=T,S; Xa =T, ; Xs =R, H; Xe = A, V, |; X7=, R, Y,
K, F; Xs=G, A; Xo=E, V; X10=K, R; X11 = E, D, Q; Xi2=H, P; X13=D, E;
X1=S,L, T; X1s =N, E; X1e =R, S; X17=G, S; X1s =N, A; X19=V, |;
X20=S, |, M; X2t =P o ausente; Xo2=D, P; y Xo3=V, T

EEELQXi11QPDKSVLVAAGETATLRCTX,TSLX3PVGP
IQWFRGAGPGRX4LIYNQXs5XcGX7FPRVTITVSDXsTK
RNNMDEFSIRIGXoITPADAGTYYCX10KFRKGSPDDV
EFKSGAGTELSVRAKPS

X1=V, I, L; Xo=A, I, V, L, v, L; Xs=I, F, S, T; X4=E, V, L; Xs=K, R; X6=E,
Q; X7=H, P, R; Xs=L, T, S, G; Xo= A; y X10=V, |
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NO:
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Descripcion

Dominio D1 Pan

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:50

Dominio D1 Pan

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:51

Dominio D1 Pan

Sustituciones de
aminoacidos
con respecto a
SEQ ID NO:52

Dominio D1 Pan

Sustituciones de
aminoacidos

con respecto a
SEQ ID NO:212

Dominio D1 Pan

Sustituciones de
aminoacidos

con respecto a
SEQ ID NO:217
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Secuencia de aminoacidos

EEELQX1IQPDKSVSVAAGESAILHCTX,TSLX3PVGPI
QWFRGAGPARX4LIYNQXsXsGX7FPRVTTVSEXsTK
RENMDEFSISISXoITPADAGTY YCX10KFRKGSPDTEF
KSGAGTELSVRAKPS

X1=V, |; X2=V, 1; Xs=1, F; Xa=E, V; X5=K, R; Xe=E, Q; X7=H, P; Xs =S, T;
Xo=N, A; y X10=V, |

EEELQXi11QPDKSVLVAAGETATLRCTX,TSLX3PVGP
IQWFRGAGPGRX4LIYNQXsEGXsFPRVTTVSDX,TK
RNNMDEFSIRIGXSITPADAGTYYCXoKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

X1=V, I; X2=A, |; Xs=I, F; X4=E, V; Xs=K, R; Xe=H, P; X7=L, T; Xs=
cualquier aminoacido que no sea N; y Xo=V, |

EEELQXi1IQPDKSVLVAAGETATLRCTX,TSLX;PVGP
IQWFRGAGPGRELIYNQX4EGXsFPRVITVSDX6sTKR
NNMDFSIRIGX/ITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEF
KSGAGTELSVRAKPS

X1=V, L, I; Xo=A, I, L; X3=I, T, S, F; X4=K, R; X5s=H, P, R; Xe=L, T, G; y
X7=N, A

EEELQXi1IQPDKSVSVAAGESAILHCTX,TSLX3PVGPI
QWFRGAGPARELIYNQX4EGXsFPRVTITVSEXsTKRE
NMDFSISISX;ITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSG
AGTELSVRAKPS

Xi=V, L, I; X2=V, I, L; Xs=I, T, S, F; Xa=K, R; Xs=H, P, R; X6=L, T, G; y
X7=A

EEELQXIQPDKSVLVAAGETATLRCTX,TSLX3PVGP
IQWFRGAGPGRX4LIYNQX5XsGX/FPRVTITVSDXsTK
RNNMDFSIRIGX0X10X11X12ADAGTY YCX13KFRKGSP
DDVEFKSGAGTELSVRAKPS

X1=V,L,0l; X2=A,V,Lol; Xs=I, S, ToF; X4=E, L, o V; Xs=K 0 R; X6=E
0 Q; X7=H, R o P; Xs=S, G, L o T, Xo= cualquier aminoacido; X10=
cualquier aminoacido; X11= cualquier aminoacido; Xi2= cualquier
aminoacido; y X13=V o |
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SEQ
ID Descripcion Secuencia de aminoacidos
NO:

EEELQXjIQPDKSVLVAAGETATLRCTX,TSLX;PVGP
IQWFRGAGPGRXULIYNQX5XsGX7FPRVTTVSDX3TK
RNNMDFSIRIGX9X10X11X12ADAGTYYCX 13KFRKGSP
DDVEFKSGAGTELSVRAKPS

218 |Dominio D1 Pan

Sustituciones de | X1=V, L,0l; X2=A,V,Lol; X3=I, S, To F; Xs=E, L, 0 V; Xs=K 0 R; X6=E
aminoacidos 0 Q; X7=H, R o P; Xs=S, G, L o T, Xo= cualquier aminoacido; X1o0=
con respecto a |cualquier aminoacido; Xi1= cualquier aminodcido; Xi2= cualquier
SEQ ID NO:218 |aminoacido; y X13=V o |

EEELQXi1IQPDKSVSVAAGESAILHCTX,TSLX3PVGPI
QWFRGAGPARELIYNQX4EGXsFPRVTTVSEXsTKRE
NMDEFSISISX;ITPADAGTY YCVKFRKGSPDTEFKSG
AGTELSVRAKPS

221 |Dominio D1 Pan

Sustituciones de

aminoacidos X1=V, L, I; X2=V, |, L; Xs=I, T, S, F; Xa=K, R; Xs=H, P, R; Xe=S, T, G; y
con respecto a|X7=NoA

SEQ ID NO:212

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX21QPDKSVLVAAGETX3TLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGX9 FPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFSIRIGX12ITX13ADAGTYY CX14KX15sRKGSPDDVEX16KSGAGTELSVRAKPS,(SEQ ID NO: 37) en donde X1 es L,
l,oV;XoesV,L,0,l; XsesAoV; XaesA,l,oL; Xses|, T,S,0F; XsesE,V,oL; X7esKoR; XsesEoQ; XeesH,
P,oR; X1esL, T,0G; X11esKoR; Xi2esN,A,C,D,E,F,G, H,,K,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; Xizes P, A, C,
D,E,F,G,H I,K,LLM,N,QR,S, T,V,W,0Y; XiauesVol;XisesF, L, oV;yXies FoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:1.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEGX1QX21QPDKSVSVAAGESX3ILHCTX4aTSLXsPVGPIQWFRGAGPGRX6LIYNQX7XsGXe FPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFSIRIGX12ITX13ADAGTYY CX14KX1sRKGSPDDVEX16sKSGAG TELSVRAKPS,(SEQ ID NO: 40) en donde X1 es
L,I,oV;X2esV,L,0,l; XsesAoV; XsesA, l,oL;Xses|, T,S,0F; XsesE,V,oL; X7esKoR; Xses Eo Q; Xo es
H,P,oR; XioesL, T,0G; X11esKoR; X12zesN,A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; X13es P, A,
C,D,E,F,GH ILK,L,M,N,Q,R,S, T,V,W,0Y; XiuesVol; XisesF,L,oV;yXiesFoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:4.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX21QPDKFVLVAAGETX3TLRCTX4aTSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGXe FPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFSIRIGX12ITX13ADAGTYYCX14KX1sRKGSPDDVEX16KSGAG,TELSVRAKPS (SEQ ID NO: 41) en donde X1 es
L,I,oV;X2esV,L,0,l; XsesAoV; XsesA, l,oL;Xses|, T,S,0F; XsesE,V,oL; X7esKoR; Xses Eo Q; Xo es
H,P,oR; XioesL, T,0G; X11esKoR; X12zesN,A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; X13es P, A,
C,D,E,F,GH ILK.L,M,N,Q,R,S, T,V,W,0Y; XiuesVol; XisesF, L, oV;yXiesFoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:5.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX21QPDKSVLVAAGETX3TLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGX9 FPRVTTVSDX10TX11RN
NMDFPIRIGX12ITX13ADAGTYY CX14KX1sRKGSPDDVEX1sKSGAGTELSVRAKPS,(SEQ ID NO: 42) y en donde X1 es
L,I,oV;X2esV,L,0,l; XsesAoV; XsesA, l,oL;Xses|, T,S,0F; XsesE,V,oL; X7esKoR; Xses Eo Q; Xo es
H,P,oR; X1oesL, T,0G; X11esKoR; X12esN,A, C,D,E,F,G,H,I,KL,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; Xizes P, A,
C,D,E,F,GH ILK,.L,M,N,Q,R,S, T,V,W,0Y; XiuesVol; XisesF, L, oV;yXiesFoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:6.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX21QPDKSVLVAAGETX3TLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPGRXsLIYNQX7XsGX9 FPRVTTVSDX10TX11RN
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NMDFSIRISX121TX13ADAGTYYCX14KX15sRKGSPDDVEX16KSGAGTELSVRAKPS,(SEQ ID NO: 45) y en donde X1 es
L,l,oV;X2esV,L,0,|; XsaesAoV;XsesA,l,oL; Xses|, T,S,0F; XeesE,V,o0L; XresKoR; XsesE 0 Q; Xses
H,P,oR; Xi0esL, T,0G; X11esKoR; X12esN,A,C,D,E,F,G,H,LK,LLM,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; X13es P, A,
C,D,E,F,.GH LKL, M,N,Q,R,S, T,V,W,0Y; XiuesVol; XisesF, L, oV;yXiesFoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:9.

En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcidn, un polipéptido incluye
una variante de D1 SIRP-a que tiene una secuencia de una cualquiera de SEQ ID NOs: 37, 40-42 y 45, y en donde
X1 es L, |, o V. En cualquiera de los anteriores aspectos, X2 es V, L o |. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X3 es A o V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es A, | o L. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, Xs es E, V
o L. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, X7 es K o R. En cualquiera de los aspectos
mencionados anteriormente, Xs es E o Q. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xo es H, P o R. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xi0 es L, T o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados,
X11 es Ko R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, es X2 N, A, C,D,E,F, G, H,|,K,L,M, P,Q, R, S,
T,V, W o Y. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xises P, A,C,D,E,F,G,H,[,K,L, M,N,Q, R, S, T,
V, W o Y. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X14 es V o r |. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xis es F, L, V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xis es Fo V.

En algunos aspectos, un polipéptido proporcionado en este documento incluye no mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NOs: 1, 4-6 y 9. En algunos aspectos, el polipéptido proporcionado en este documento incluye no mas de siete
aminoacidos sustituciones relativas al dominio D1 SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ
IDNOs: 1,4-6y9.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con al menos 10 veces mayor afinidad de unién que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 4-6 y 9. En algunos aspectos,
el polipéptido se une a CD47 con al menos 100 veces mayor afinidad de unién que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 4-6 y 9. En algunos aspectos, el polipéptido se une a
CDA47 con al menos 1000 veces mayor afinidad de unidon que el dominio D1 SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1, 4-6 y 9. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o
un fragmento del mismo se une a CD47 con una Ko menor que 1 x 10 8M, menor que 5 x 10-°M, menor que 1 x 10-°M,
menor que 5 x 10-'°M, menor que 1 x 107'°M o menor que 1 x 10-"'M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de
D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kb entre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre
aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM,
entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100
pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pMy 10 pM.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESX3ILHCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXeLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISX12ITX13ADAGTYYCX14KX1sRKGSPDTEX16KSGAGTELSVRAKPS (SEQ ID NO: 38) X10 X11, en donde X1
eslL,loV;X2esV,Lo,l; XsesAoV;XsesA,loL;Xses|, T, SoF; XeesE,VoL;X7esKoR;XsesEoQ; Xoes
H,PoR;X11esKoR; Xi2esN,A, C,D,E,F,G,H,I,K,L,M,P,QR,S, T,V,W,0Y; X13esP,A,C,D,E, F, G, H,
LK,LLM,N,Q, R, S, T,V,W,0Y; X1aesVol; XisesF,LoV;yXiesFoV;yen donde la variante tiene al menos
una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de SEQ
ID NO:2.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESXsILLCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISX12ITX13ADAGTYYCX14KX1sRKGSPDTEX1sKSGAGTEL,SVRAKPS (SEQ ID NO: 39) en donde X1 es L,
l,oV;XoesV,L,0,l; XsesAoV;XsesV,l,oL; Xses|, T,S,0F; XsesE,V,oL; X7esKoR; XsesEoQ; XeesH,
P,oR; X10esS, T,0G; X11esKoR; Xi2esN,A,C,D,E,F,G,H,,K,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; Xizes P, A, C,
D,E,F,G,H I,K,LLM,N,QR,S, T,V,W,0Y; XiaesVol; XisesF, L, oV;yXies FoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:3.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX:1QX2IQPDKSVSVAAGESX3ILHCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXeLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISX12ITX13ADAGTYYCX14KX1sRKGSPDTEX1sKSGAGTEL,SVRGKPS (SEQ ID NO: 43) en donde X1 es L,
l,oV;XoesV,L,0,l; XsesAoV;XsesV,l,oL; Xses|, T,S,0F; XsesE,V,oL; X7esKoR; XsesEoQ; XeesH,
P,oR; X10esS, T,0G; X11resKoR; Xi2esN,A,C,D,E,F,G,H,, K,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; Xizes P, A, C,
D,E,F,G,H I,K,L,M,N,QR,S, T,V,W,0Y; XiaesVol; XisesF, L, oV;y X es FoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:7.
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En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX2IQPDKSVSVAAGESX3ILHCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXeLIYNQX7XsGXoFPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISX12ITX13ADAGTYY CX14KX15sRKGSPDTEX16KSGAGTELSVRAKPS,(SEQ ID NO: 46) en donde X1 es L, |,
oV;XzesV,L,0,l; XsesAoV;XsesV,l,oL; Xses|, T,S,0F; XsesE,V,oL; X7esKoR; Xses Eo Q; Xoes H,
P,oR;X10esS, T,0G; X11esKoR; X12zesN,A,C,D,E,F,G,H,,K,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; Xizes P, A, C,
D,E,F,G,H I,K,LLM,N,QR,S, T,V,W,0Y; XiauesVol;XisesF, L, oV;yXies FoV;yen donde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:10.

En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcidn, un polipéptido incluye
una variante de D1 SIRP-a que tiene una secuencia de una cualquiera de SEQ ID NOs: 38, 39, 43 y 46 y en donde
X1 es L, I, o V. En cualquiera de los anteriores aspectos, X2 es V, L o |. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X3 es A o V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es V, | o L. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, Xs es E, V
o L. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, X7 es K o R. En cualquiera de los aspectos
mencionados anteriormente, Xs es E o Q. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xe es H, P o R. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X0 es S, T o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados,
X11 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xi2es N, A, C,D,E,F,G, H,I,K,L,M,P,Q, R, S,
T,V, W o Y. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, XisesP,A,C,D,E,F,G,H,|,K,L,M,N,Q, R, S, T,
V, W o Y. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X14 es V o |. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xis es F, L, V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X6 es F o V.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que no tiene mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NOs: 2, 3, 7 y 10. En algunos aspectos, el polipéptido proporcionado en este documento incluye una variante de D1
de SIRP-a que tiene no mas de siete aminoacidos sustituciones relativas al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que
tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 2, 3, 7 y 10.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con al menos 10 veces mayor afinidad de unién que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 2, 3, 7 y 10. En algunos aspectos,
el polipéptido se une a CD47 con al menos 100 veces mayor afinidad de unién que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 2, 3, 7 y 10. En algunos aspectos, el polipéptido se une
a CD47 con al menos 1000 veces mayor afinidad de uniéon que el dominio D1 SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 2, 3, 7 y 10. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a
o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kp menor que 1 x 10-8M, menor que 5 x 10°M, menor que 1 x 10
%M, menor que 5 X10-'°M, menor que 1 x 10''°M M o menor que 1 x 10""'"M. En algunos aspectos, un polipéptido
variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kp entre aproximadamente 500 nM y 100
nM, entre aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM
y 5 nM, entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500
pMy 100 pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
EEEX1QX21QPDKSVLVAAGETX3TLRCTX4TSLXsPVGPIQWFRGAGPARXsLIYNQX7XsGXe FPRVTTVSEX10TX11RE
NMDFSISISX12ITX13ADAGTYYCX14KX15sRKGSPDTEX16KSGAGTE LSVRAKPS,(SEQ ID NO: 44) en donde X1 es L,
l,oV;XoesV,L,0,I; XsesAoV; XaesA,l,oL; Xses|, T,S,0F; XeesE,V,oL; X7resKoR; Xses Eo Q; XgesH,
P,oR; X10esS, T,0G; X11resKoR; XizesN,A,C,D,E,F,G,H, I,K,L, M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; Xizes P, A, C,
D,E,F,G,H,LK,L,M,N,Q,R,S, T,V,W,0Y; XuuesVol; XisesF,L,oV;yXises FoV;yendonde la variante
tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:8.

En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcién, un polipéptido incluye
una variante que tiene una secuencia de una cualquiera de SEQ ID NO:44 y en donde X1 es L, I, o V. En cualquiera
de los anteriores aspectos, X2 es V, L o |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X3 es A o V. En cualquiera
de los aspectos antes mencionados, X4 es A, | o L. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xses |, T, S o
F. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, Xe es E, V o L. En cualquiera de los aspectos
mencionados anteriormente, X7 es K o R. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, Xs es E 0 Q. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xg es H, P o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados,
X10es S, T o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X11 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X12es N, A,C,D,E,F,G, H,|,K,L,M,P,Q, R, S, T, V, Wo Y. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X13es P, A,C,D,E,F, G, H, I, K,L, M, N, Q, R, S, T, V, Wo Y. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X14 es V o r |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X15 es F, L, V. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X6 es F o V.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene no mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:8. En algunos aspectos, el polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene no mas de siete
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aminoacidos sustituciones relativas al dominio D1 SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ
ID NO:8.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con al menos 10 veces mayor afinidad de uniéon que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:8. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con al menos 100-veces mayor afinidad de unién que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de y SEQ ID NO:8. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47
con al menos 1000-veces mayor afinidad de unién que el dominio D1 SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia
de cualquiera de y SEQ ID NO:8. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del
mismo se une a CD47 con una Kp menor que 1 x 10, menor que 5 x 10-°°M, menor que 1 x 10°°M, menor que 5 x 10
M, menor que 1 x 10"'°M o menor que 1 x 10”"'M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o
un fragmento del mismo se une a CD47 con una Koentre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre aproximadamente
100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM, entre
aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100 pM,
entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una
secuencia de:
EEX1X2QX31QPDKX4VX5sVAAGEXeX7XsLXoCTX10TSLX11PVGPIQWFRGAGPX12RX13LIYNQX14X15GX16FPRVTTVSX
17X18TX19RX20  NMDFX211X221X23X24 TX25sADAGTYY CX26KX27RKGSPDX28X29EX30KSGAGTELSVRX31KPS,(SEQ ID
NO: 47)endonde X1esEo G; X2esL,l,0V; XzsesV,L,0,|; XaesSoF; XsesL0oS; XeesSoT; XresAoV; Xses
loT; XoesH,R,oL; X1oesA,V,l,oL; X11es|, T,S,0F; Xi2esAoG; XizesE,V,oL; XuesKoR; XisesE o0 Q;
XieesH,P,oR; Xi7resDOE; X1sesS,L, T,0G; XioesKoR; XaoesEoN; Xo1esSoP; X2esSoR; XazesSo
G; X24 es cualquier aminoacido; Xzs es cualquier aminoacido; Xz6 es V o |; Xo7 es F, L, V; X2s es D o esta ausente; Xz
esToV; XsesFoV;yXstes Ao G;yen donde la variante que tiene al menos una sustitucién de aminoacido con
respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene una secuencia de SEQ ID NO:47, en donde X1 es E o G. En cualquiera de
los aspectos antes mencionados en este aspecto de la descripcion, Xz es L, | o V. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X3 es V, L o |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es S o F. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es L o S. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xe es S o T. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es A o V. los aspectos antes mencionados, Xs es | o T. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es H, R o L. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X1o
es A, V, | o L. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X11 es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X12 es A o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xi3 es E, V o L. En cualquiera
de los aspectos antes mencionados, X14 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X1s es E o Q.
En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X16 es H, P o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados,
X17 es D o E. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X1s es S, L, T o G. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X19 es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X2o0 es E o N. En cualquiera de
los aspectos antes mencionados, X21 es S o P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X22 es S o R. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xz23 es S o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X24
esN,A,C,D,E,F,G, H, I,K,L,M,P,Q,R, S, T, V, W, o Y. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X5
esP,A,C,D,E,F,G,H, I,K,L,M,N,Q,R, S, T, V, W, o Y. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X2s
es V o |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xz27 es F, L, V. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xzs es D o esta ausente. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X3o es F o V. En cualquiera
de los aspectos antes mencionados, X31 es Ao G.

En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcién incluye no més de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NOs: 1-10. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcion incluye no méas de siete sustituciones
de aminoécidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1-10.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con una afinidad de union al menos 100 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47
con al menos una afinidad de unién 1000-veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la
secuencia de uno cualquiera de SEQ ID NOs: 1-10. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o
un fragmento del mismo se une a CD47 con una Ko menor que 1 x 10 8M, menor que 5 x 10-°M, menor que 1 x 10-°M,
menor que 5 x 10-'°M, menor que 1 x 10-'°M o menor que 1 x 10”'" M. En algunos aspectos, un polipéptido variante
de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kb entre aproximadamente 500 nM y 100 nM,
entre aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nMy 5
nM, entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y
100 pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En algunos aspectos, un polipéptido incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una secuencia de:
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EEELQX1IQPDKSVX2VAAGEX3AX4LXsCTXe TSLX7PVGPIQWFRGAGPXsRXoLIYNQX10X11GX12FPRVTTVSX13X14T
KRX15 NMDFSIX161X17X18I TPADAGTYYCX19KFRKG X20X21X22DX23EFKSGAGTELSVRAKPS,(SEQ ID NO: 48) en
donde X1esVol; XocesLoS; XsesToS; XsesTol; XsesRoH; XsesA,V,0l;X7es|,R,Y,KoF; Xses GoA;
XoesEoV;XinesKoR; X11esE,DoQ; Xi2esHoP; XiaesDoE; X1saesS,LoT; XisesNoE; XisesR0S; X7
esGoS; XisesNoOA; XigesVol; XoesS, | oM; X2 es Poausente; X2oes Do P; yXesesVoT, oun fragmento
del mismo.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un polipéptido que incluye una variante D1 de SIRP-a que tiene una
secuencia de:
EEELQX1IQPDKSVLVAAGETATLRCTX2TSLX3PVGPIQWFRGAGPGRX4LIYNQX5XeGX7FPRVTTVSDXsTKRN
NMDFSIRIGXoITPADAGTYYCX10KFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPS (SEQ ID NO: 49), en donde X1es V, L o
I; Xoes A, I,VolL;Xses|,F,SoT;XsaesE,VoL; XsesKoR; XeesEoQ; X7esH,PoR; XsesL, T,So0G; Xoes
A;y Xiwes Vo |; y en donde la variante tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1
de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:1.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de en donde X1 es V, L o I. En cualquiera de los aspectos
mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xz es A, |, V o L. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xz es |, F, S o T. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es E, V o L. En cualquiera de
los aspectos antes mencionados, Xs es K o R. los aspectos antes mencionados, Xs es E o Q. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X7 es H, P o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xses L, T, S0 G.
aspectos antes mencionados, Xg es A. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xioes Vo I.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos identidad de
secuencia (p. €j., al menos 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia) a SEQ ID NO:49, en donde cada uno de Xi, X2, X3, X4, X5, Xs, X7, X8, X9 y X10 N0 son un
aminoacido de tipo salvaje.

En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcidon incluye no mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:1. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcidn incluye no mas de siete sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:1.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 100 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con
al menos una afinidad de unién 1000 -veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia
de uno cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento
del mismo se une a CD47 con una Ko menor que 1 x 108 M, menor que 5 x 10° M, menor que 1 x 10° M, menor que
5 x 10-"°M, menor que 1 x 10-'°M o menor que 1 x 10""" M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de
SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kb entre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre
aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM,
entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100
pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En otro aspecto, la descripcidon caracteriza un polipéptido que incluye una variante D1 de SIRP-a que tiene una
secuencia de:
EEELQX1IQPDKSVSVAAGESAILHCTX2TSLX3sPVGPIQWFRGAGPARXALIYNQXsXsGX7FPRVTTVSEXsTKRE
NMDFSISISXoITPADAGTYYCX10KFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPS,(SEQ ID NO: 50), en donde X1 es Vo I; Xz
esVolL;XsesloF; XsesEoV;XsesKoR; XeesEoQ; X7esHoP; XsesSoT; XeesNoA;yXoesVol;yen
donde la variante tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:2.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:50, en donde X1 es V o |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcidn, X2 es V o L. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X3 es | o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es E o V. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es K o R. los aspectos antes mencionados, Xs es E o Q. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X7 es H o P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs esS o R. aspectos
antes mencionados, X9 N o A. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xioes V o I.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos identidad de
secuencia (p. €j., al menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% de identidad de secuencia) a SEQ ID NO:50, en donde cada uno de X1, X2, X3, X4, Xs, X6, X7, X8, X9 y X10 N0
son un aminoacido de tipo salvaje.
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En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcidon incluye no mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:2. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcién incluye no mas de siete sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:2.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con una afinidad de unién al menos 10 veces mayor que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:2. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con una afinidad de union al menos 100 veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:2. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con
al menos una afinidad de unién 1000-veces mayor que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia
de uno cualquiera de SEQ ID NO:2. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento
del mismo se une a CD47 con una Kp menor que 1 x 10 8M, menor que 5 x 10-°°M, menor que 1 x 10°°M, menor que 5
x 107'°M, menor que 1 x 10-'°M o menor que 1 x 10-"" M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-
a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Ko entre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre
aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM,
entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500pM, entre aproximadamente 500 pM y 100
pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En otro aspecto, la descripcidén caracteriza un polipéptido que incluye una variante D1 de SIRP-a que tiene una
secuencia de:
EEELQX1IQPDKSVLVAAGETATLRCTX2TSLX3PVGPIQWFRGAGPGRX4LIYNQXsEGXsFPRVTTVSDX7TKRN
NMDFSIRIGXsITPADAGTYYCXsKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAK PS(SEQ ID NO: 51),en donde X1es Vo |; X2
esAol; XsesloF; XsesEoV; Xses Ko R; Xs es Ho P; X7 es L o T; Xs es cualquier aminoacido diferente de N; y
X9 es V o |; y en donde la variante tiene al menos una sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de
SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:1.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:51, en donde X1 es V o |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X2 es A o |. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X3 es | o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es E o V. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es Ko R. los aspectos antes mencionados, Xs €s H o P. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X7 es L o T. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es N o A. aspectos antes
mencionados, Xo es V o |. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, es V o |. En algunos aspectos, X4 no es
V.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:51, en donde Xs es A. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xs es Ay X1 es V o |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xs es Ay X2 es A o |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xs es Ay X3 es | o F. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es Ay X4 es E o V. En algunos aspectos, X4 no es V. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, Xs es Ay Xs es Ko R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xses Ay Xses H o P.
En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es A 'y X7 es A o V. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xses Ay Xoes Vo l.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:51, en donde Xs es A. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xs es A y X1 es |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xs es A y X2 es |. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es Ay Xs es F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es Ay X4 es
V. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es A y Xs es R. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xs es Ay Xe es P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es Ay X7 es T. En cualquiera
de los aspectos antes mencionados, Xses Ay X9 es .

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos identidad de
secuencia (p. ej., al menos, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% de identidad de secuencia) a SEQ ID NO:51, en donde cada uno de Xi, X2, X3, X4, X5, Xs, X7, X8, X9 y no son
un aminoacido de tipo salvaje.

En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcidon incluye no mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:1. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcién incluye no mas de siete sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:1.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con al menos 10 veces mayor afinidad de unién que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con al menos 100-veces mayor afinidad de uniéon que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47
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con al menos 1000-veces mayor afinidad de unién que el dominio D1 SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia
de cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del
mismo se une a CD47 con una Kp menor que 1 x 10 8M, menor que 5 x 10°M, menor que 1 x 10°M, menor que 5 x
107'°M, menor que 1 x 10°"°M o menor que 1 x 10""'M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a
o un fragmento del mismo se une a CD47 con una Kbpentre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre
aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM,
entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100
pM, entre aproximadamente 100 pM y 50 pM, o entre aproximadamente 50 pM y 10 pM.

En otro aspecto, la descripcidon presenta un polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una
secuencia de:
EEELQX1IQPDKSVLVAAGETATLRCTX2TSLX3PVGPIQWFRGAGPGRELIYNQX4EGXsFPRVTTVSDXs TKRN
NMDFSIRIGX7ITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPS(SEQ ID NO: 52),en donde X1es V, Lo I; X2
esA loL;Xses|, T,SoF; XsesKoR; XsesH,PoR; XeesL, T,SoG;XresNoA;yendonde la variante tiene
al menos una sustitucién de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia
de cualquiera de SEQ ID NO:1.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:52, en donde X1 es V, L o |. En cualquiera de
los aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X2 es A, | o L. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es |, T, S o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es Ko R. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es H o P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es
L, T o G. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, X7 es N o A.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:52,en donde X1 es V o |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xz es A o |. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X3 es | o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es K o R. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es H o P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xe es L o T. En
cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente, X7 es N o A.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:52, en donde X7 es A. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es Ay X1 es V o |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es Ay X2 es A o |. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X7 es Ay Xs es | o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es Ay X4
es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es Ay Xs es H o P. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, Xres Ay XsesLo T.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:52, en donde X7 es A. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es A y X1 es |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es A y X2 es |. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X7 es Ay Xs es F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es Ay X4 es
R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es A y Xs es P. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, Xres Ay Xees T.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos 85% de
identidad de secuencia (p. ej., al menos, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o0 100% de identidad de secuencia) a SEQ ID NO:52, en donde cada uno de X1, X2, X3, X4, Xs, X6, y X7 N0 €S un
aminodcido de tipo salvaje.

En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcidon incluye no mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:1. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcién incluye no mas de siete sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:1.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con al menos 10 veces mayor afinidad de unién que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con al menos 100-veces mayor afinidad de uniéon que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con
al menos 1000-veces mayor afinidad de unién que el Dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de
cualquiera de SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, los fragmentos incluyen polipéptidos de menos de 10 aminoacidos
de longitud, aproximadamente 10 aminoacidos de longitud, aproximadamente 20 aminoacidos de longitud,
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud, aproximadamente 40 aminoacidos de longitud, aproximadamente 50
aminoacidos de longitud, aproximadamente 60 aminoacidos de longitud, aproximadamente 70 aminoacidos de
longitud, aproximadamente 80 aminoacidos de longitud, aproximadamente 90 aminoacidos de longitud,
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, o mas de aproximadamente 100 aminoacidos de longitud. Los
fragmentos conservan la capacidad de unirse a CD47. Preferiblemente, los polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a 'y
fragmentos del mismo se unen a CD47 con una mayor afinidad que un polipéptido de SIRP-a se une a CD47. Por
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ejemplo, en algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con
una Kp menor que 1 x 10 %M, menor que 5 x 10°M, menor que 1 x 10-°M, menor que 5 x 10-'°M, menor que 1 x 10-'°M
o menor que 1 x 10"""M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se
une a CD47 con una Kpentre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre
aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM, entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre
aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100 pM, entre aproximadamente 100 pM y 50
pM, o entre aproximadamente 50 pMy 10 pM.

En otro aspecto, la descripcion caracteriza un polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a que tiene una
secuencia de:EEELQX1IQPDKSVSVAAGESAILHCTX2TSLX3PVGPIQWFRGAGPARELIYNQX4EGXsFPR
VTTVSEXeTKRE NMDFSISISX7ITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPS, (SEQ ID NO: 212) en
donde X1es V,L,o0l; X2esV,l,o0L; Xses|, T,S,0F; XsesKoR; XsesH,P,o0R; Xses S, T, of G; X7 es A; y en
donde la variante tiene al menos uan sustitucion de aminoacido con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:2.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene una secuencia de SEQ ID NO:212, en donde X1 es V, L, o |. En cualquiera
de los aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xz es V, |, o L. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es |, T, S, o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es Ko R. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs es H o P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xs €s
S, T, o G. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es A.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene una secuencia de SEQ ID NO:212, en donde X1 es V o I. En cualquiera de
los aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcién, X2 es V o |. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X3 es | o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X4 es K o R. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, Xs es H o P. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, Xeé es S o T. En
cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es A.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene una secuencia de SEQ ID NO:212, en donde X7 es A. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es Ay X1 es V o |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es Ay X2 es V o |. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X7 es Ay X3 es | o F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es Ay X4
es K o R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es Ay Xs es H o P. En cualquiera de los aspectos
antes mencionados, X7es Ay Xees So T.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene una secuencia de SEQ ID NO:212, en donde X7 es A. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es A y X1 es |. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, X7 es A y X2 es |. En cualquiera de los
aspectos antes mencionados, X7 es Ay Xs es F. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es Ay X4 es
R. En cualquiera de los aspectos antes mencionados, X7 es A y X5 es P. En cualquiera de los aspectos antes
mencionados, X7es Ay Xe es T.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos 85% de
identidad de secuencia (p. ej., al menos, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100%identidad de secuencia) a SEQ ID NO:212, en donde cada uno de X1, X2, X3, Xa, X5, Xs, y X7 N0 €s un
aminoacido de tipo salvaje.

En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcidon incluye no mas de diez sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:2. En algunos aspectos, el polipéptido de este aspecto de la descripcion incluye no mas de siete sustituciones de
aminoacidos con respecto al dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID
NO:2.

En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con al menos 10 veces mayor afinidad de unién que el dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:2. En algunos aspectos, el
polipéptido se une a CD47 con al menos 100-veces mayor afinidad de unién que el dominio D1 de SIRP-a de tipo
salvaje que tiene la secuencia de cualquiera de SEQ ID NO:2. En algunos aspectos, el polipéptido se une a CD47 con
al menos 1000-veces mayor afinidad de unién que el dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene la secuencia de
cualquiera de SEQ ID NO:2.En algunos aspectos, los fragmentos incluyen polipéptidos de menos de 10aminoacidos
de longitud, aproximadamente 10aminoacidos de longitud, aproximadamente 20 aminoacidos de longitud,
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud, aproximadamente 40 aminoacidos de longitud, aproximadamente 50
aminoacidos de longitud, aproximadamente 60 aminoacidos de longitud, aproximadamente 70 aminoacidos de
longitud, aproximadamente 80 aminoacidos de longitud, aproximadamente 90 aminoacidos de longitud,
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, o mas de aproximadamente 100 aminoacidos de longitud. Los
fragmentos conservan la capacidad de unirse a CD47. Preferiblemente, los polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a y
fragmentos del mismo se unen a CD47 con una mayor afinidad que un polipéptido de SIRP-a se une a CD47. Por
ejemplo, en algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con
una Ko menor que 1 x 108M, menor que 5 x 10°M, menor que 1 x 10-°M, menor que 5 x 10-'°M, menor que 1 x 10-1°M

30



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 881 771 T3

o menor que 1 x 10"""M. En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se
une a CD47 con una Kb entre aproximadamente 500 nM y 100 nM, entre aproximadamente 100 nM y 50 nM, entre
aproximadamente 50 nM y 10 nM, entre aproximadamente 10 nM y 5 nM, entre aproximadamente 5 nM y 1 nM, entre
aproximadamente 1 nM y 500 pM, entre aproximadamente 500 pM y 100 pM, entre aproximadamente 100 pM y 50
pM, o entre aproximadamente 50 pMy 10 pM.

En el presente documento se describe, en algunos aspectos, un polipéptido que comprende una variante de D1 de
SIRP-a que tiene una secuencia segun:
EEELQX1IQPDKSVLVAAGETATLRCTX2TSLX3PVGPIQWFRGAGPGRX4LIYNQX5XeGX7FPRVTTVSDXsTKRN
NMDFSIRIGX9X10X11X12ADAGTYYCX13KFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPS(SEQ ID NO: 218), en donde X1 es
V,L,ol; X2esA,V,Lol; Xses|,S, ToF; XsesE,LoV;XsesKoR;XeesEoQ;X7resH, RoP;XsesS,G,LoT;
Xg es cualquier aminoacido; X1o es cualquier aminoacido; X11 es cualquier aminoacido; X12 es cualquier aminoacido;
y X13 es V o |; y en donde la variante de D1 de SIRP-a tiene al menos dos sustituciones de aminoacidos con respecto
a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene una secuencia segun SEQ ID NO:1.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene la secuencia de SEQ ID NO:212, X9 es A. En cualquiera de los aspectos
mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion, Xs es N. En cualquiera de los aspectos mencionados
anteriormente en este aspecto de la descripcion X0 es |. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente
en este aspecto de la descripcion, X9 es N y Xio es P. En cualquiera de los aspectos mencionados anteriormente en
este aspecto de la descripcion, X9 es N y X11 es cualquier aminoacido distinto de S, T, o C. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcién X141 es T. En cualquiera de los aspectos
mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcion X11 es un aminoacido distinto de T. En cualquiera de
los aspectos mencionados anteriormente aspectos en este aspecto de la descripcion Xi2 es P. En cualquiera de los
aspectos mencionados anteriormente en este aspecto de la descripcién, Xo es N y X12 es cualquier aminoacido distinto
de P.

En el presente documento se describe, en algunos aspectos, un polipéptido que comprende una variante de D1 de
SIRP-a que tiene una secuencia segun:
EEELQX1IQPDKSVLVAAGETATLRCTX2TSLX3PVGPIQWFRGAGPGRX4LIYNQXs5XeGX7FPRVTTVSDXsTKRN
NMDFSIRIGXoI TX10ADAGTYYCX11KFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVR(SEQ ID NO: 219), endonde X1 es V, L, 0 |; Xz
esA,V,Lol; Xzes|,S, ToF; XsesE,LoV;XsesKoR; XsesEoQ; XresH, RoP; XsesS,G,LoT; XsesN; X1o
es cualquier aminoacido diferente de P; y X11 es V o |; y en donde la variante de D1 de SIRP-a tiene al menos dos
sustituciones de aminoécidos con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene una secuencia segun
SEQ ID NO:1.

En otro aspecto de la descripcion, se describen en el presente documento composiciones que incluyen un polipéptido
variante de D1 de SIRP-a que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48, o un fragmento de la misma. En
algunos aspectos, el polipéptido variante de D1 de SIRP-a o un fragmento del mismo se une a CD47 con una mayor
afinidad en comparacion con la afinidad que un polipéptido SIRP-a se une a CD47. En algunos aspectos, el polipéptido
variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 con una Komenor que 1 x 108M o menor que 1 x 10-°°M menor que 1 x 10-
Mo menor que 1 x 10""M. En algunos aspectos, los polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a mencionados
anteriormente estan unidos o fusionados a un segundo polipéptido. En algunos aspectos, el segundo polipéptido
incluye, sin limitacion, un polipéptido de Fc, una variante de Fc, un polipéptido de HSA, un péptido de albumina, un
polimero de PEG o un fragmento de los anteriores.

Sin limitar lo anterior, en algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a se selecciona de cualquiera de
SEQ ID NOs: 53-87 y 213 se muestra en la Tabla 6

Tabla 6. Polipéptidos variantes de SIRP-a

ﬁgQ ID Secuencia de aminoacidos
EEELQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ

53 RQGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTYY CIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS
EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLFPVGPIQWFRGAGPARELIYN

54 QRQGPFPRVTTVSESTKRENMDESISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEF

KSGAGTELSVRAKPS
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Secuencia de aminoacidos

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSETTKRENMDFSISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSETTKRENMDFSISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLIPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQR
QGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEFKS
GAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
RQGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
KQGPFPRVTTVSETTKRENMDESISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
REGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTY YCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQUQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGHFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSESTKRENMDEFSISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEF
KSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
REGPFPRVTTVSESTKRENMDESISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLFPVGPIQWFRGAGPARELIYN
QREGPFPRVTTVSESTKRENMDEFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEF
KSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ

REGPFPRVTTVSESTKRENMDESISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS
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Secuencia de aminoacidos

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
REGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQUQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
REGPFPRVTTVSESTKRENMDFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
REGPFPRVTTVSESTKRENMDESISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
REGPFPRVTTVSETTKRENMDEFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFK
SGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDESIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQUQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDESIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ

RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS
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Secuencia de aminoacidos

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQUQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDLTKRNNMDESIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQUQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDESIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITVADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

En algunos aspectos, el polipéptido incluye un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos un 85% de
identidad de secuencia (p. €j., al menos86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% de identidad de secuencia) a cualquier variante proporcionada en la Tabla 6.

En algunos aspectos, el polipéptido incluye un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos identidad de
secuencia (p. €j., al menos, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
de identidad de secuencia) a en la SEQ ID NOs: 80, 81 0 85 en la Tabla 6.
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lll. Variantes de dominio Fc y constructos de fusion

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-qa, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

Los anticuerpos que se dirigen a los antigenos de la superficie celular pueden desencadenar funciones
inmunoestimuladoras y efectoras asociadas con la participacion del receptor Fc (FCR) en las células inmunitarias.
Existen varios receptores Fc que son especificos para diferentes clases de anticuerpos, incluyendo IgG (receptores
gamma), IgE (receptores épsilon), IgA (receptores alfa) e IgM (receptores mu). La union de la region Fc a receptores
Fc sobre las superficies celulares desencadena una cantidad de respuestas bioldgicas que incluyen la fagocitosis de
particulas recubiertas por anticuerpos (fagocitosis celular mediada dependientes de anticuerpos, o ADCP),
aclaramiento de complejos inmunes, lises de células recubiertas por anticuerpos mediante células asesinas
(citotoxicidad celular mediada dependientes de anticuerpo, o ADCC), y, liberacion de mediadores inflamatorios,
transferencia de placenta y control de la produccién de inmunoglobulina. Por ejemplo, la unién del componente C1 de
complemento a anticuerpos puede activar el sistema de complemento. La activacion del complemento puede ser
importante para la lisis de patdgenos celulares. Sin embargo, la activacion del complemento también puede estimular
la respuesta inflamatoria y también puede estar involucrada en hipersensibilidad autoinmune u otros trastornos
inmunoldgicos. Las regiones Fc variantes con capacidad reducida o ablacionada para unirse a ciertos receptores Fc
son utiles para desarrollar anticuerpos terapéuticos y constructos polipeptidicas de fusion Fc que actian dirigiendo,
activando o neutralizando funciones de ligando sin dafiar o destruir células o tejidos locales.

En algunos aspectos, un constructo polipeptidico de D1 de SIRP-a comprende una variante de D1 de SIRP-a de alta
afinidad no natural unida a un monémero de dominio Fc que forma un dominio Fc que tiene una funcion efectora
ablacionada o reducida.

En algunos aspectos, un monémero de dominio Fc se refiere a una cadena polipeptidica que incluye dominios
constantes de anticuerpo segundo y tercero (p. ej., CH2 y CH3). En algunos aspectos, un monémero de dominio Fc
también incluye un dominio de bisagra. En algunos aspectos, el monémero del dominio Fc es de cualquier isotipo de
anticuerpo de inmunoglobulina, incluyendo IgG, IgE, IgM, IgA e IgD. Ademas, en algunos aspectos, un monémero de
dominio Fc es de cualquier subtipo de IgG (p. €j., IgG1, IgG2, IgG2a, IgG2b, IgG2c, IgG3 e IgG4). En algunos aspectos,
los mondémeros del dominio Fc incluyen hasta diez cambios de una secuencia de mondémero del dominio Fc de tipo
salvaje (p. €j., Sustituciones adiciones o inserciones, deleciones o combinaciones de los mismos de aminoacidos 1-
10 ,1-8,1-6,1-4,) que alteran la interaccion entre un dominio Fc y un receptor de Fc.

Como se usa en el presente documento, el término "dominio Fc" se refiere a un dimero de dos monémeros del dominio
Fc. En un dominio Fc de tipo salvaje, dos mondmeros del dominio Fc se dimerizan mediante la interaccién entre los
dos CH3 dominios constantes del anticuerpo, asi como uno o mas enlaces desulfuro que se forman entre los dominios
bisagra de los dos monémeros del dominio Fc dimerizados. En algunos aspectos, un dominio Fc se muta para carecer
de funciones efectoras, por ejemplo, un "dominio Fc muerto". En algunos aspectos, cada uno de los monémeros del
dominio Fc en un dominio Fc incluye sustituciones de aminoacidos en el CH2 dominio constante del anticuerpo para
reducir la interaccion o union entre el dominio Fc y un receptor Fc, como un receptor Fcy (FcyR), un receptor Fca
(FcaR) o un Fce (FceR).

En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad (p. ej., cualquiera de las variantes descritas en
las Tablas 2, 5 y 6) se fusiona con un mondémero de dominio Fc de una inmunoglobulina o un fragmento de un
monomero de dominio Fc. En algunos aspectos, un mondmero de dominio Fc de una inmunoglobulina o un fragmento
de un monémero de dominio Fc es capaz de formar un dominio Fc con otro monémero de dominio Fc. En algunos
aspectos, un monoémero de dominio Fc de una inmunoglobulina o un fragmento de un monémero de dominio Fc es
capaz de formar un dominio Fc con otro monémero de dominio Fc. En algunos aspectos, un monémero de dominio
Fc o un fragmento de un dominio Fc se fusiona con un polipéptido de la descripcién para aumentar la vida media en
suero del polipéptido. En algunos aspectos, un monémero de dominio Fc o un fragmento de un monémero de dominio
Fc fusionado a un polipéptido de la descripciéon se dimeriza con un segundo monémero de dominio Fc para formar un
dominio Fc que se une a un receptor Fc, o alternativamente, un monémero de dominio Fc se une a un receptor Fc. En
algunos aspectos, un dominio Fc o un fragmento del dominio Fc fusionado a un polipéptido para aumentar la vida
media en suero del polipéptido no induce ninguna respuesta relacionada con el sistema inmunoldgico.

En algunos aspectos, un polipéptido o constructo de SIRP-a proporcionado en este documento incluye un dominio D1
de SIRP-a o una variante del mismo unido a un primer monémero de dominio Fc y un dominio variable de anticuerpo
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unido a un segundo mondémero de dominio Fc, en el que el primer y los monémeros del segundo dominio Fc se
combinan para formar un dominio Fc (p. €j., un dominio Fc heterodimérico). Un dominio Fc es la estructura de la
proteina que se encuentra en el extremo C-terminal de una inmunoglobulina. Un dominio Fc incluye dos monémeros
del dominio Fc que estan dimerizados por la interaccion entre los dominios constantes del anticuerpo CH3. Un dominio
Fc de tipo salvaje forma la estructura minima que se une a un receptor Fc, p. €j., FcyRI, FcyRlla, FcyRIIb, FcyRllla,
FcyRIllb y FcyRIV.

Los dominios Fc no estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan varias
funciones efectoras, tal como la participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo. En
algunos aspectos, el dominio Fc en un polipéptido SIRP-a o constructo de la descripcidon comprende sustituciones,
adiciones o inserciones, deleciones de aminoacidos o cualquier combinacion de los mismos que conduzca a una
funcién efectora disminuida , como una citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos disminuida (
ADCC), disminucién de la citolisis dependiente del complemento (CDC), desminucién de la fagocitosis mediada por
células dependiente de anticuerpos (ADCP) o cualquier combinacion de los mismos. En algunos aspectos, los
polipéptidos o los constructos de SIRP-a de la descripcidon se caracterizan por una unién disminuida (p. €j., unién
minima o ausencia de union) a un receptor Fc humano y unién disminuida (p. ej., Unién minima o ausencia de union)
a la proteina C1q del complemento. En algunos aspectos, los constructos de SIRP-a de la descripcion se caracterizan
por una unién disminuida (p. €j., union minima o ausencia de unién) a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIIB, FcyRIIIB
humano, o cualquier combinacién de los mismos, y C1q. Para alterar o reducir una funcién efectora dependiente de
anticuerpos, tal como ADCC, CDC, ADCP o cualquier combinacién de los mismos, en algunos aspectos, los dominios
Fc en los constructos de SIRP-a de la descripciéon son de la clase IgG y comprenden uno o mas aminoacidos.
sustituciones de acido en E233, L234, L235, G236, G237, D265, D270, N297, E318, K320, K322, A327, A330, P331,
0 P329 (numeracion segun el indice de la EU deKabat (Secuencias de proteinas de interés inmunolégico, 52 edicién
del Servicio de Salud Publica, Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD. (1991))).

En algunos aspectos, los constructos polipeptidicos que comprenden una regiéon Fc no nativa descritas en el presente
documento presentan union reducida o ablacionada a al menos uno de los receptores Fcy de CD16a, CD32a, CD32b,
CD32c, y CD64 en comparacion con un constructo polipeptidica que comprende una regién Fc nativa. En algunos
casos, los constructos polipeptidicos descritas en el presente documento presentan una unién reducida o ablacionada
a los receptores Fcy de CD16a, CD32a, CD32b, CD32c y CD64.

CDC se refiere a una forma de citotoxicidad en la que la cascada del complemento es activada por la unién del
componente C1q del complemento al anticuerpo Fc. En algunos aspectos, los constructos polipeptidicos que
comprenden una region Fc no nativa descritas en este documento presentan al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mayor reduccioén en la uniéon a C1q en comparacion con un constructo polipeptidica
que comprende una region Fc de tipo salvaje. En algunos casos, los constructos polipeptidicos que comprenden una
region Fc no nativa como se describe en el presente documento presentan CDC reducida en comparaciéon con un
constructo polipeptidica que comprende una regién Fc de tipo salvaje. En algunos aspectos, los constructos
polipeptidicos que comprenden una region Fc no nativa descritas en este documento presentan al menos un 5%, 10%,
15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mayor reduccién en la unién en comparacion con un constructo
polipeptidico que comprende una region Fc de tipo salvaje. En algunos casos, los constructos polipeptidicos que
comprenden una region Fc no nativa como se describe en el presente documento presentan CDC reducida en
comparacién con un constructo polipeptidico que comprende una region Fc de tipo salvaje.

En algunos aspectos, las variantes de Fc en este documento estan minimamente glicosiladas o tienen una glicosilacion
reducida con respecto a una secuencia de tipo salvaje. En algunos aspectos, la desglicosilaciéon se logra con una
mutacion de N297A, o mutando N297 a cualquier aminoacido que no sea N. En algunos aspectos, la desglicosilacién
se logra rompiendo el motivo N-Xaa1-Xaa2-Xaa3, donde N = asparagina; Xaa1 = cualquier aminoacido excepto P
(prolina); Xaa2 = T (treonina), S (serina) o C (cisteina); y Xaa3 = cualquier aminoacido excepto P (prolina). En un
aspecto, el motivo N-Xaa1-Xaa2-Xaa3 se refiere a 297-300 residuos designados segun Kabat et al., 1991.En algunos
aspectos, una mutacién en uno cualquiera o mas de N, Xaa1, Xaa2 o Xaa3 da como resultado la desglicosilacion de
la variante de Fc.

En algunos aspectos, las variantes de regiones constantes de anticuerpo IgG (p. €j., variantes de Fc) poseen una
capacidad reducida para unirse especificamente a receptores Fcy o tienen una capacidad reducida para inducir
fagocitosis. En algunos aspectos, las variantes de regiones constantes de anticuerpo IgG de (p. €j., variantes de Fc)
poseen una capacidad reducida para unirse especificamente a receptores Fcy o tienen una capacidad reducida para
inducir fagocitosis. Por ejemplo, en algunos aspectos, un dominio Fc mutar para carecer de funciones efectoras, tipicas
de un dominio Fc "muerto". Por ejemplo, en algunos aspectos, un dominio Fc incluye sustituciones de aminoacidos
especificas que se sabe que minimizan la interaccién entre el dominio Fc y un receptor Fcy. En algunos aspectos, un
monoémero de dominio Fc es de un anticuerpo IgG1 e incluye una o mas sustituciones de aminoacidos L234A, L235A,
G237A y N297A (como se designa segun el sistema de numeracion EU segun Kabat et al.,, 1991). En algunos
aspectos, se incluyen una o mas mutaciones adicionales en dicha variante de Fc de IgG1. Los ejemplos no limitantes
de tales mutaciones adicionales para variantes de Fc de IgG1 humana incluyen E318A y K322A. En algunos casos,
una variante de Fc de IgG1 humana tiene hasta 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5 0 4 0 menos mutaciones en total en comparacioén
con la secuencia de IgG1 humana de tipo salvaje. En algunos aspectos, se incluyen una o mas mutaciones adicionales
en dicha variante de Fc de IgG1. Por ejemplo, en algunos aspectos, la lisina C-terminal de la region constante de la
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cadena pesada de Fc de IgG1 proporcionada en SEQ ID NO:88 en la Tabla 7 se elimina, por ejemplo, para aumentar
la homogeneidad del polipéptido cuando el polipéptido se produce en células bacterianas o de mamiferos. En algunos
casos, una variante de Fc de IgG1 humana tiene hasta 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5 0 4 o0 menos mutaciones en total en
comparacion con la secuencia de IgG1 humana de tipo salvaje. En algunos aspectos, una variante de Fc de 1gG1
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NO:135, SEQ ID NO:136, o SEQ ID NO:137.

En algunos aspectos, un monémero de dominio Fc es de un anticuerpo IgG2 o IgG4 e incluye sustituciones de
aminoacidos A330S, P331S o ambos A330S y P331S. Las posiciones de aminoacidos mencionadas anteriormente se
definen segun Kabat, et al. (1991). La numeracién de residuos de Kabat se puede determinar para un anticuerpo
determinado mediante la alineacién en regiones de homologia de la secuencia de anticuerpos con una secuencia de
numeracion de Kabat "estandar". En algunos aspectos, la variante de Fc comprende una secuencia Fc de IgG2
humana que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos A330S, P331S y N297A(como se designa segun el
sistema de numeracion EU segun Kabat, et al (1991). En algunos aspectos, se incluyen una o mas mutaciones
adicionales en dicha variante de Fc de IgG2. Los ejemplos no limitantes de tales mutaciones adicionales para la
variante de Fc de IgG2 humana incluyen V234A, G237A, P238S, V309L y H268A (como se designa segun el sistema
de numeracion de la UE segun Kabat et al. (1991)). En algunos casos, una variante de Fc de IgG2 humana tiene hasta
12,11,10,9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 menos mutaciones en total en comparacion con la secuencia de IgG2 humana de tipo
salvaje. En algunos aspectos, se incluyen una o mas mutaciones adicionales en dicha variante de Fc de 1gG2. Por
ejemplo, en algunos aspectos, la lisina C-terminal de la regiéon constante de la cadena pesada de Fc de 1gG2
proporcionada en SEQ ID NO:89 en la Tabla 7 se elimina, por ejemplo, para aumentar la homogeneidad del polipéptido
cuando el polipéptido se produce en células bacterianas o de mamiferos. En algunos casos, una variante de Fc de
IgG2 humana tiene hasta 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5 0 4 0 menos mutaciones en total en comparacién con la secuencia
de IgG2 humana de tipo salvaje.

Cuando la variante de Fc es una variante de Fc de 1gG4, en algunos aspectos, dicha variante de Fc comprende una
mutacion S228P (como se designa segun Kabat, et al. (1991)). En algunos casos, una variante de Fc de IgG4 humana
tiene hasta 12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 mutacidon(es) en total en comparacioén con la secuencia de IgG4 humana
de tipo salvaje.

En algunos aspectos, la variante de Fc incluye al menos una de las mutaciones L234A, L235A, G237A o N297A de
una region Fc de IgG1 o al menos una de las mutaciones A330S, P331S o N297A de una region Fc de IgG2. En
algunos aspectos, la variante de Fc incluye al menos una de las mutaciones L234A, L235A, G237A o N297A de una
region Fc de IgG1 o al menos una de las mutaciones L234A, L235A, G237A o N297A de una regién Fc de 19G2. En
algunos aspectos, la variante de Fc incluye al menos una de las mutaciones A330S, P331S o N297A de una region
Fc de IgG1 o al menos una de las mutaciones L234A, L235A, G237A o N297A.de una region Fc de IgG2. En algunos
aspectos, la variante de Fc consiste en las mutaciones A330S, P331S y N297A

En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una unién reducida a un receptor Fc del sujeto en comparacion con
la region Fc de IgG humana de tipo salvaje. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una union reducida a un
receptor Fc del sujeto en comparacién con la regién Fc de IgG humana de tipo salvaje. En algunos aspectos, la
variante de Fc presenta una reduccion de la fagocitosis en comparacién con la region Fc de IgG humana de tipo
salvaje. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una reduccién de la fagocitosis en comparacion con la region
Fc de IgG humana de tipo salvaje.

SEQ ID NO:88 y SEQ ID NO: 89 proporcionan secuencias de aminoacidos de regiones constantes de cadena pesada
de Fc IgG1 e IgG2. En algunos aspectos, una variante de Fc es cualquier variante de SEQ ID NOs: 90-95 como se
muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Secuencias de aminoacidos de variantes de Fc

SEQ ID Secuencia de aminoacidos
NO:

88 EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID |Secuencia de aminoacidos

NO:

89

90

91

92

93

94

95

La citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos, que también se denomina en el presente documento
ADCC, se refiere a una forma de citotoxicidad en donde la Ig secretada se une a los receptores Fc (FCR) presentes
en ciertas células citotoxicas (p. ej., células asesinas naturales (NK) y neutréfilos) permitiendo que estas células
efectoras citotoxicas se unan especificamente a una célula diana portadora de antigeno y posteriormente maten a la
célula diana. La fagocitosis mediada por células dependiente de anticuerpos, que también se refieren en el presente
documento ADCP, se refiere a una forma de citotoxicidad en donde la Ig secretada se une a los receptores Fc (FCR)

STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERK
CCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
QFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYK
CKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED

PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

VECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

ERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTVVHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

ERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTVVHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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presentes en ciertas células fagociticas (p. ej., macroéfagos) que permiten que estas células efectoras fagociticas se
unen especificamente a una célula diana portadora de antigeno y posteriormente engullen y digieren la célula diana.
Los anticuerpos IgG de alta afinidad especificos de ligando dirigidos a la superficie de las células diana pueden
estimular las células citotéxicas o fagociticas y pueden usarse para tal destruccidon. En algunos aspectos, los
constructos polipeptidicos que comprenden una variante de Fc como se describe en el presente documento presentan
ADCC o ADCP reducida en comparacion con un constructo polipeptidico que comprende una region Fc de tipo salvaje.
En algunos aspectos, los constructos polipeptidicos que comprenden una variante de Fc descritas en el presente
documento presentan al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90% o mayor reduccion
en ADCC o ADCP en comparacién con un constructo polipeptidico que comprende una regién Fc de tipo salvaje, En
algunos aspectos, los constructos polipeptidicos que comprenden una variante de Fc como se describe en el presente
documento presentan ADCC o ADCP reducida en comparaciéon con un constructo polipeptidica que comprende una
region Fc de tipo salvaje.

La citotoxicidad dirigida por complemento, que también se denomina en el presente documento CDC, se refiere a una
forma de citotoxicidad en donde la cascada del complemento se activa mediante la unién del componente C1q del
complemento al anticuerpo Fc. En algunos aspectos, los constructos polipeptidicos que comprenden una regién Fc
no nativa descritas en este documento presentan al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%
0 90% o mayor reduccién en la unién de C1q en comparacion con un constructo polipeptidico que comprende una
region Fc de tipo salvaje. En algunos casos, los constructos polipeptidicos que comprenden una variante de Fc como
se describe en el presente documento presentan CDC reducida en comparacién con un constructo polipeptidico que
comprende una region Fc de tipo salvaje. En algunos aspectos, los constructos polipeptidicos que comprenden una
region Fc descritas en este documento presentan al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% o mayor reduccion en la unién en comparacién con un constructo polipeptidico que comprende una region Fc de
tipo salvaje. En algunos casos, los constructos polipeptidicos que comprenden una regién Fc como se describe en el
presente documento presentan CDC reducida en comparaciéon con un constructo polipeptidico que comprende una
regiéon Fc de tipo salvaje.

Las variantes de Fc en el presente documento incluyen aquellas que presentan una unién reducida a un receptor Fcy
en comparacion con la region Fc de IgG humana de tipo salvaje.Por ejemplo, en algunos aspectos, una variante de
Fc presenta unién a un receptor Fcy que es menor que la union exhibida por una region Fc de IgG humana de tipo
salvaje a un receptor Fcy, como se describe en los Ejemplos. En algunos casos, una variante de Fc ha reducido la
unioén a un receptor Fcy en un factor de 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o0 100% (funcion efectora completamente reducida). En algunos aspectos, la unién reducida es para uno o mas
receptores Fcy, p. ej., CD16a, CD32a, CD32b, CD32¢c o CD64.

En algunos casos, las variantes de Fc descritas en el presente documento presentan una reduccion de la fagocitosis
en comparacion con su region Fc de IgG humana de tipo salvaje.Dichas variantes de Fc presentan una reduccion de
la fagocitosis en comparacién con su region Fc de IgG humana de tipo salvaje, en donde la reduccion de la actividad
de fagocitosis es, p. €j., por un factor de 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
99% o 100%. En algunos casos, una variante de Fc presenta fagocitosis ablacionada en comparacién con su region
Fc de IgG humana de tipo salvaje.

En algunos aspectos, las variantes de Fc descritas en este documento estan acopladas a uno o mas socios de fusion.
En algunos casos, el socio de fusion es un resto terapéutico. En algunos casos, el socio de fusién se selecciona para
permitir el direccionamiento de una proteina expresada, purificacién, seleccion, presentacion y similares. En algunos
aspectos, el socio de fusién también afecta el grado de unién a los receptores Fc o el grado de reduccion de la
fagocitosis. Como se describe en el presente documento, en algunos aspectos, cuando una variante de Fc se acopla
a un socio de fusion, forma un constructo polipeptidico como se describe a continuacion.

En algunos aspectos, los socios de fusion estan vinculados a la secuencia variante de Fc a través de una secuencia
enlazadora.En algunos aspectos, la secuencia del enlazador generalmente comprende un pequefio numero de
aminoacidos, como menos de diez aminoacidos, aunque también se usan enlazadores mas largos. En algunos casos,
el enlazador tiene una longitud menor que 10, 9, 8, 7, 6 0 5 aminoacidos 0 menos. En algunos casos, el enlazador
tiene una longitud de al menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30 o 35 aminoacidos o mas. Opcionalmente, en algunos
aspectos, se emplea un enlazador escindible.

En algunos aspectos, un socio de fusidon es una secuencia de sefializaciéon o de direccionamiento que dirige una
proteina variante de Fc y cualquier socio de fusidn asociado a una ubicacion celular deseada o al medio extracelular.
En algunos aspectos, ciertas secuencias de sefializacion se dirigen a una proteina para que sea secretada en el medio
de crecimiento o en el espacio periplasmico, ubicado entre la membrana interna y externa de la célula. En algunos
aspectos, un socio de fusidon es una secuencia que codifica un péptido o proteina que permite la purificacion o el
cribado. Dichos socios de fusion incluyen, entre otros, etiquetas de polihistidina (etiquetas His) (por ejemplo, His6 y
His10) u otras etiquetas para su uso con sistemas de cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC) (p.
ej., Columnas de afinidad Ni 2+), fusiones GST, Fusiones de MBP, Strep-tag, la secuencia diana de biotinilacion de
BSP de la enzima bacteriana BirA y etiquetas de epitopo que estan dirigidas por anticuerpos (por ejemplo, etiquetas
c-myc, etiquetas de bandera y similares).
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En algunos aspectos, tales etiquetas son Utiles para purificacién, cribado o ambos. Por ejemplo, en algunos aspectos,
una variante de Fc se purifica usando una etiqueta de His inmovilizandola en una columna de afinidad de Ni+2, y
luego, después de la purificacion, se usa la misma etiqueta de His para inmovilizar el anticuerpo en una placa
recubierta de Ni+2 para realizar un ELISA u otro ensayo de unién como se describe en otra parte de este documento.
En algunos aspectos, un socio de fusién permite el uso de un método de seleccidén para cribar variantes de Fc como
se describe en el presente documento.

Se encuentran disponibles varios socios de fusion que permiten una variedad de métodos de seleccion. Por ejemplo,
fusionando los miembros de una biblioteca de variantes de Fc con la proteina del gen lll, se puede emplear la
presentacion de fagos. En algunos aspectos, los socios de fusion permiten etiquetar variantes de Fc. Alternativamente,
en algunos aspectos, un socio de fusion se une a una secuencia especifica en el vector de expresion, lo que permite
que el socio de fusion y la variante de Fc asociada se unan covalente o no covalentemente con el acido nucleico que
los codifica.

En algunos aspectos, cuando un socio de fusién es un resto terapéutico, el resto terapéutico es, p. €j., un péptido, una
proteina, un anticuerpo, un ARNip o una molécula pequefia.Los ejemplos no limitantes de anticuerpos terapéuticos
que se acoplan a las variantes de Fc de la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos que
reconocen CD47. Los ejemplos no limitantes de polipéptidos terapéuticos que se acoplan a las variantes de Fc de la
presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, CD47 polipéptidos de unién a, incluyendo polipéptidos SIRP-a. En
tales casos, el CD47 polipéptido de union se une o fusiona a una variante de Fc de la descripcion. Los ejemplos de
CDA47 polipéptidos de union incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos anti-CD47 o fragmentos de los mismos, y
ligandos CD47 tales como SIRP-a o un fragmento del mismo. Los ejemplos adicionales de CD47 polipéptidos de unién
incluyen, pero no se limitan a, formas naturales de SIRP-a asi como mutantes del mismo.

En algunos aspectos, en el presente documento también se describen, un polipéptido que comprende una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A; o (iii) una regién Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.En algunos aspectos, los monémeros del dominio Fc son idénticos (es decir,
homodimero). En algunos aspectos, los monémeros del dominio Fc son diferentes (es decir, heterodimero). En
algunos aspectos, al menos uno de los monémeros del dominio Fc es una region Fc de IgG1 humana que consiste en
mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A En algunos aspectos, al menos uno de los monémeros del dominio Fc es
una region Fc de IgG2 humana que consiste en mutaciones A330S, P331S y N297A. En algunos aspectos, la variante
de Fc presenta una unién ablacionada o reducida a un receptor Fcy en comparacién con una version de tipo salvaje
de una region Fc de IgG humana. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta unién ablacionada o reducida a
receptores Fcy de CD16a, CD32a, CD32b, CD32c y CD64 en comparacion con una version de tipo salvaje de una
region Fc de IgG humana. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una unién ablacionada o reducida a un
receptor C1g en comparacion con una version de tipo salvaje de una fusién Fc de IgG humana. En algunos aspectos,
al menos uno de los mondmeros del dominio Fc es una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones
S228P, E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una unién
ablacionada o reducida a un receptor Fcy en comparacién con una version de tipo salvaje de una region Fc de IgG4
humana. En algunos aspectos, la variante de Fc presenta una unioén ablacionada o reducida a los receptores Fcy de
CD16a y CD32b en comparaciéon con una version de tipo salvaje de una region Fc de IgG4 humana. En algunos
aspectos, la variante de Fc se une a un receptor Fcy con una KD mayor que aproximadamente 5 x 10-6M.

En algunos aspectos, la variante de Fc comprende ademas un polipéptido de unién CD47. En algunos aspectos, la
variante de Fc presenta una unién ablacionada o reducida a un receptor Fcy en comparacion con una version de tipo
salvaje de una region Fc de IgG humana. En algunos aspectos, el polipéptido de unién a CD47 no causa anemia
aguda en roedores y primates no humanos. En algunos aspectos, el polipéptido de uniéon a CD47 no causa anemia
aguda en humanos.

En algunos aspectos, el polipéptido de unién a CD47 es un polipéptido de proteina reguladora de sefal a (SIRP-a) o
un fragmento del mismo.En algunos aspectos, el polipéptido SIRP-a comprende una variante de D1 de SIRP-a que
comprende la secuencia de
aminoacidos,EEELQX1IQPDKSVLVAAGETATLRCTX2TSLX3sPVGPIQWFRGAGPGRX4LIYNQXsEGXsFP
RVTTVSDX7TKRN NMDFSIRIGXsI TPADAGTYYCXoKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAK PS (SEQ ID NO: 51), en
donde X1esVol;X2esAol; XsesloF; XsesEoV; XsesKoR; Xees Ho P; X7es L o T, Xses cualquier aminoacido
que no sea N; y Xo es V o |. En algunos aspectos, el polipéptido SIRP-a comprende una variante D1 de SIRP-a en
donde X1esVol; X2esAol; XsesloF; XaesE; XsesKoR; XeesHoP; X7esLoT;xsnoesN;yXoesV.

En ciertos aspectos, en el presente documento, se describen un polipéptido que comprende: una variante de D1 de la
proteina reguladora de sefal (SIRP-a), en donde la variante de D1 de SIRP-a es un dominio D1 de SIRP-a de alta
afinidad no natural, en donde la variante de D1 de SIRP-a se une al CD47 humano con una afinidad que es al menos
10 veces mayor que la afinidad de un dominio D1 de origen natural; y un monémero del dominio Fc, en donde el
monoémero del dominio Fc esta unido a un segundo polipéptido que comprende un segundo monémero del dominio
Fc para formar un dominio Fc, en donde el dominio Fc tiene una funcién efectora ablacionada o reducida. En algunos
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aspectos, el dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad no natural comprende una mutaciéon de aminoacido en el residuo
80.

En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden una variante de D1 de SIRP-a, en donde la
variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de una primera especie con una KD menor que 250 nM; y en donde la
variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de una segunda especie con una KD menor que 250 nM; y la KD para CD47
de la primera especie y la KD para CD47 de la segunda especie estan dentro de 100 veces entre si; en donde la
primera especie y la segunda especie se seleccionan del grupo que consiste en: primate humano, roedor y no
humano.En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a se une a CD47 de al menos 3 especies diferentes. En
algunos aspectos, el primate no humano es el mono cynomolgus.

En algunos aspectos, en el presente documento, el polipéptido comprende: (a) un dominio D1 de SIRP-a que se une
a CD47 humano con una Ko menor que 250 nM; y (b) un monémero de dominio Fc unido al extremo N-terminal o al
extremo C-terminal del dominio D1 de SIRP-a, en donde el polipéptido no causa anemia aguda en roedores y primates
no humanos.En algunos aspectos, el polipéptido es una variante no natural de un SIRP-a humano. En algunos
aspectos, la administracion del polipéptido in vivo da como resultado una reduccion de la hemoglobina en menos de
50%durante la primera semana después de la administracion. En algunos aspectos, la administracion del polipéptido
en humanos da como resultado una reducciéon de la hemoglobina en menos de 50% durante la primera semana
después de la administracion. En algunos aspectos, el polipéptido comprende ademas al menos una variante de Fc,
en donde la variante de Fc comprende un mondémero de dominio seleccionado de (i) una regién Fc de IgG1 humana
que consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una regién Fc de IgG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A. En algunos aspectos, al menos uno de los mondmeros del dominio Fc es
una region Fc de IgG1 humana que consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A. En algunos aspectos, al
menos uno de los mondmeros del dominio Fc es una regién Fc de IgG2 humana que consiste en mutaciones A330S,
P331S y N297A.

Los constructos SIRP-a de la descripcion incluyen un dominio SIRP-a o una variante del mismo que tiene su terminal
C unido al terminal N de un monédmero de dominio Fc por medio de un enlazador usando medios genéticos o quimicos
convencionales, p. €j., conjugacion quimica. En algunos aspectos, se inserta un enlazador (p. €j., un espaciador) entre
el polipéptido y el mondmero del dominio Fc. En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcion que incluye una
variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se fusiona con un monémero de dominio Fc que es incapaz de formar un
dimero. En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcion se fusiona con un monémero de dominio Fc que es
capaz de formar un dimero, p. €j., un heterodimero, con otro monémero de dominio Fc. En algunos aspectos, un
polipéptido de la descripcién se fusiona con un mondmero de dominio Fc y esta proteina de fusién forma un
homodimero. En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcion se fusiona con un primer monémero de dominio
Fc y una proteina o péptido diferente (p. €j., una region variable de anticuerpo) se fusiona con un segundo monémero
de dominio Fc. En algunos aspectos, un dominio D1 de SIRP-a o una variante del mismo se une a un primer monémero
de dominio Fc y una proteina terapéutica (por ejemplo, una citocina, una interleucina, un antigeno, un esteroide, un
agente antiinflamatorio o un agente inmunomodulador) se une a un segundo monémero de dominio Fc. En algunos
aspectos, los monémeros del primer y segundo dominio Fc forman un heterodimero.

Sin limitar lo anterior, en algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a (p. €j., cualquiera de las variantes
descritas en las Tablas 2, 5y 6) se fusiona con un polipéptido Fc o un polipéptido variante de Fc, tal como un monémero
de dominio Fc. Ejemplos de polipéptidos que comprenden un polipéptido variante de D1 de SIRP-a y un polipéptido
variante de Fc fusionado incluyen, pero no se limitan a, SEQ ID NOS: 96-137, 214 y 216 se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Polipéptidos que comprenden variantes de D1 de SIRP-a fusionadas con variantes de Fc

SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:
EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
96 FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISR

TPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:

97

98

99

100

101

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDE SIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD

VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN

QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD

VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR

VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT

LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:

102

103

104

105

106

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ

REGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISR

TPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVV

SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP

SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISR

TPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVV

SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP

SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTV
VHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLT
VVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:

107

108

109

110

111

EEELQUQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDESIRIGAITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTV
VHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLT
VVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLT
VVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDESIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE

VTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLT
VVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTV
VHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:

112

113

114

115

116

117

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLT
VVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVSVLTV
VHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVS
VLTVVHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVS
VLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:

118

119

120

121

122

123

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVS
VLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVVS
VLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS

VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:

124

125

126

127

128

129

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDESIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVV
SVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVV
SVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVV
SVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRVV
SVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos

NO:

130

131

132

133

134

135

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQ
KEGHFPRVTTVSESTKRENMDFSISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEF
KSGAGTELSVRAKPSESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSESKYGPPCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEF SIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSAAAPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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SEQ ID | Secuencia de aminoacidos
NO:

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISR

136 TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVV

SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISR
137 TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSERKSSVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI
214 SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFASTFRV
VSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
216 PEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos 85% de
identidad de secuencia (p. €j., al menos, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% identidad de secuencia) a cualquier variante en la Tabla 8.

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos un 85% de
identidad de secuencia (p. ej., al menos, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o0 100% o identidad de secuencia) a SEQ ID NOs: 98-104, 107-113, 116-122, 135-137 en la Tabla 8.

En algunos aspectos, el polipéptido comprende (a) una proteina reguladora de sefial a (SIRP-a) variante D1, en donde
la variante D1 de SIRP-a comprende la secuencia de aminoacidos,
EEX1X2QX31QPDKX4VX5sVAAGEXeX7XsLXoCTX10TSLX11PVGPIQWFRGAGPX12RX13LIYNQX14X15GX16FPRVTTVSX
17X18TX19RX20 NMDFX211X221X23X24I TX25ADAGTYY CX26KX27RKGSPDX28X29EX30KSGAGTELSVRX31KPS(SEQ ID
NO: 47),en donde X1esE,0G; Xz2esL,loV; XsesV,Lol;XaesS,0F; XsesL,0S; XsesS,0T; XresA,o0V; Xs
soyyo,0T; XoesH,RolL; XioesA,V,loL;X11es|, T,SoF; XizesA,0G; XisesE,Vol; XuuesK, oR; XisesE,
0Q; XieesH,PoR; Xi7esD,0E; XisesS,L, ToG; XigesK,o0R; Xaoes E,oN; X21es S,0P; X22es S, o R; X23
es S, o G; X24 es cualquier aminoacido; X2s es cualquier aminoacido; Xz2s es V, o |; X2z es F, L o V; X2s es D o esta
ausente; Xo9es T,0V; Xsoes F, 0 V; y X31 es A, 0 G; y donde la variante D1 de SIRP-a tiene al menos dos sustituciones
de aminoacidos con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje que tiene una secuencia segun cualquiera
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de SEQ ID NOs: 1 a 10; y (b) una variante de Fc que comprende un dominio Fc dimero que tiene dos mondémeros de
dominio Fc, en donde cada monémero de dominio Fc es independientemente (i) una regién Fc de IgG1 humana que
comprende una mutacion N297A,; (ii) una region Fc de IgG1 humana que comprende mutaciones L234A, L235A, y
G237A,; (iii) una region Fc de IgG1 humana que comprende mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (iv) una
region Fc de 1IgG2 humana que comprende una mutacion N297A; (v) una region Fc de IgG2 humana que comprende
mutaciones A330S y P331S; (vi) una region Fc de IgG2 humana que comprende mutaciones A330S, P331S y N297A;
(vii) una region Fc de IgG4 humana que comprende mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A y delG236; o (viii) una
region Fc de IgG4 humana que comprende mutaciones S228P, E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

En algunos aspectos, el polipéptido comprende una variante D1 de SIRP-a en donde la variante D1 de SIRP-a
comprende una secuencia de aminoacidos segun SEQ ID NO:47; una variante de Fc que comprende un dimero del
dominio Fc que tiene dos mondémeros del dominio Fc, en donde uno de los mondmeros del dominio Fc en el dominio
Fc dimero comprende una regién de Fc de IgG1 human que comprende las mutaciones de L234A, L235A, G237A y
N297A.

Dimerizacion de monémeros de dominio Fc

En algunos aspectos, un polipéptido variante de D1 de SIRP-a (p. €j., cualquiera de las variantes descritas en las
Tablas 2, 5y 6) se fusiona con un primer monémero de dominio Fc en el extremo N-terminal o en el C-terminal. En
algunos aspectos, el primer monémero del dominio Fc es incapaz de formar un dominio Fc o un dimero. En algunos
aspectos, el primer monémero de dominio Fc se combina con un segundo monémero de dominio Fc para formar un
dominio Fc o un dimero. En algunos aspectos, los monémeros del primer y segundo dominio Fc incluyen sustituciones
de aminoacidos que promueven la heterodimerizacion entre los mondmeros del primer y segundo dominio.

En algunos aspectos, cada uno de los dos mondmeros del dominio Fc en un dominio Fc incluye sustituciones de
aminoacidos que promueven la heterodimerizacion de los dos monémeros. En algunos aspectos, un constructo SIRP-
a se forma, por ejemplo, a partir de una primera subunidad que incluye un polipéptido variante de D1 de SIRP-a
fusionado a un primer monémero de dominio Fc y una segunda subunidad que incluye un segundo monémero de
dominio Fc (p. €j., sin un polipéptido variante de D1 de SIRP-a o cualquier otro polipéptido). En algunos aspectos, un
constructo tiene un unico polipéptido variante de D1 de SIRP-a unido a un dominio Fc (p. €j., brazo Unico). En algunos
aspectos, un constructo tiene dos polipéptidos variantes de D1de SIRP-a unido a un dominio Fc (p. €j., doble brazo).
En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a que tiene una Kp de aproximadamente 500 nM es particularmente
util en un constructo de doble brazo. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a que tiene una Ko de
aproximadamente 50 nM es particularmente Gtil en un constructo de doble brazo. En algunos aspectos, una variante
de D1 de SIRP-a que tiene una Kp de aproximadamente 5 nM es util en un constructo de brazo doble y un constructo
de brazo unico. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a que tiene una Kp de aproximadamente 500 pM
es util en un constructo de brazo doble y un constructo de brazo Unico. En algunos aspectos, una variante de D1 de
SIRP-a que tiene una Kp de aproximadamente 100 pM es util en un constructo de brazo doble y un constructo de
brazo Unico. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a que tiene una Kp de aproximadamente 50 pM es dtil
en un constructo de brazo doble y un constructo de brazo Unico. En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a
que tiene una Kpde aproximadamente 10 pM es util en un constructo de brazo doble y un constructo de brazo unico.

En algunos aspectos, la heterodimerizacién de los monémeros del dominio Fc se promueve introduciendo
sustituciones diferentes, pero compatibles, en los dos mondémeros del dominio Fc, tales como pares de residuos de
"botdn en ojal" y pares de residuos de carga. La interaccion boton y ojal favorece la formacion de heterodimeros,
mientras que la interaccion botdn-botén y ojal-ojal dificultan la formacién de homodimeros debido al choque estérico
y la eliminacién de interacciones favorables. Un ojal se refiere a un vacio que se crea cuando un aminoacido original
en una proteina se reemplaza con un aminoacido diferente que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio. Un
botén se refiere a una protuberancia que se crea cuando un aminoacido original en una proteina se reemplaza con un
aminoacido diferente que tiene un volumen de cadena lateral mayor. Por ejemplo, en algunos aspectos, un aminoacido
que se reemplaza esté en el CH3 dominio constante del anticuerpo de un monémero del dominio Fc y esta involucrado
en la dimerizacion de dos mondémeros del dominio Fc. En algunos aspectos, CH3 se crea un ojal en un dominio
constante de anticuerpo para acomodar un botén en otro CH3 dominio constante de anticuerpo, de manera que los
aminoacidos del boton y del ojal actian para promover o favorecer la heterodimerizacién de los dos monémeros del
dominio Fc. En algunos aspectos, CH3 se crea un ojal en un dominio constante de anticuerpo para acomodar mejor
un aminoacido original en otro CH3 dominio constante de anticuerpo. En algunos aspectos, CH3 se crea un botén en
un dominio constante de anticuerpo para formar interacciones adicionales con aminoacidos originales en otro CH3
dominio constante de anticuerpo.

En algunos aspectos, se construye un ojal reemplazando los aminoacidos que tienen cadenas laterales mas grandes,
como tirosina o triptéfano, con aminoacidos que tienen cadenas laterales mas pequefias, tales como alanina, valina o
treonina, por ejemplo, una mutacién Y407V en el dominio constante del anticuerpo CH3. De manera similar, en algunos
aspectos, se construye un botén reemplazando los aminoacidos que tienen cadenas laterales mas pequefias con
aminoacidos que tienen cadenas laterales mas grandes, por ejemplo, una mutacion T366W en el CH3 dominio
constante del anticuerpo. En algunos aspectos, un monémero de dominio Fc incluye la mutacién de boton T366W y
el otro monémero de dominio Fc incluye mutaciones de ojal T366S, L358A y Y407V. En algunos aspectos, un
polipéptido de la descripcion que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se fusiona con un monémero
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de dominio Fc que incluye la mutacion del botéon T366W para limitar la formacion de homodimero botén-botén no
deseado. En la Tabla 9 se incluyen ejemplos de pares de aminoacidos de botén en ojal, y en la Tabla 10se
proporcionan ejemplos de variantes de Fc de botdn en ojal y fusiones SIRP-a - Fc.

Tabla 9. Pares de aminoacidos botén en ojal

. T366S
Monémero 1 del T394W T394S T366W
dominio Fc Y407T | Y407A |F405A |T394S |L358A Y407T Y407A T394S
Y407V
Monomero 2 del T366Y T366W F405W
dominio Fc T366Y | T366W | T394W |F405W | T366W F405A FA05W Y407A

Tabla 10. Ejemplos de variantes de Fc y fusiones de SIRP-a - Fc

SEQ ID
NO:

Secuencia de aminoacidos
EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYN
QRQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDESIRIGAITPADAGTYYCIKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI

138 SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT

LPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK

139 EYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK SLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYN
QRQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTY Y CIKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
140 SRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
141 EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Secuencia de aminoacidos

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSEKTHTCPECPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCEVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELILY
NQRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPD
DVEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK SLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIY
NQRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPD
DVEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID

NO: Secuencia de aminoacidos

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
149 EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Ademas de la estrategia botén en ojal, en algunos aspectos, la direccion electrostatica también se usa para controlar
la dimerizacién de los monémeros del dominio Fc. La direccién electrostatica se refiere a la usacion de interacciones
electrostaticas favorables entre aminoacidos con carga opuesta en péptidos, dominios proteicos y proteinas para
controlar la formacién de moléculas proteicas de orden superior. En particular, para controlar la dimerizacion de los
monoémeros del dominio Fc usando direccion electrostatica, uno o mas residuos de aminoacidos que forman la interfaz
CH3-CH3 se reemplazan con residuos de aminoacidos cargados positiva o negativamente de modo que la interaccién
se vuelve electrostaticamente favorable o desfavorable dependiendo de los aminoacidos cargados especificos
introducidos. En algunos aspectos, un aminoacido cargado positivamente en la interfaz, tal como lisina, arginina o
histidina, se reemplaza con un aminoacido cargado negativamente tal como acido aspartico o acido glutamico. En
algunos aspectos, un aminoacido cargado negativamente en la interfaz se reemplaza por un aminoacido cargado
positivamente. En algunos aspectos, los aminoacidos cargados se introducen en uno de los dominios constantes del
anticuerpo que interactia, o en ambos. CH3 En algunos aspectos, la introduccion de aminoacidos cargados en los
dominios constantes del anticuerpo interactian de los dos mondémeros del dominio Fc promueve la formacioén selectiva
de heterodimeros de monémeros del dominio Fc controlados por los efectos de direccion electrostatica que resultan
de la interaccion entre los aminoacidos cargados. CH3 Ejemplos de pares de aminoacidos de direccion electrostatica
se incluyen, sin limitacion, en la Tabla 11.

Tabla 11. Pares de aminoacidos de direccion electrostatica

Monémero 1 del K409D K370E  K409D
dominio Fc K409D | K409D | K409E |K409E K392D |K392D K392E |K392E K392D K439E
Monomero 2  del D399K D356K E357K

dominio Fc D399K | D399R | D399K |D399R D399K |D399R |D399K |D399R D356K D399K

Estan disponibles otros métodos usados para controlar la heterodimerizacion de los monémeros del dominio Fc,
especialmente en el contexto del constructo de un anticuerpo biespecifico.

En algunos aspectos, un primer monémero de dominio Fc y un segundo monédmero de dominio Fc incluyen cada uno
una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos: T366W, T366S, L368A, Y407V, T366Y, T394W, F405W,
Y349T, Y349E, Y349V, L351T, L351H, L351N, L351K, P353S, S354D, D356K, D356R, D356S, E357K, E357R,
E357Q, S364A, T366E, L368T, L368Y, L368E, K370E, K370D, K370Q, K392E, K392D, T394N, P395N, P396T,
V397T, V397Q, L398T, D399K, D399R, D399N, F405T, F405H, F405R, Y407T, Y407H, Y4071, K409E, K409D, K409T
y K409l con respecto a la secuencia de IgG1 humana.

En algunos aspectos, un monémero de dominio Fc comprende: (a) una de las siguientes sustituciones de aminoacidos
con respecto a la IgG1 humana de tipo salvaje: T366W, T366S, L368A, Y407V, T366Y, T394W, F405W, Y349T,
Y349E, Y349V, L351T, L351H, L351N, L351K, P353S, S354D, D356K, D356R, D356S, E357K, E357R, E357Q,
S364A, T366E, L368T, L368Y, L368E, K370E, K370D, K370Q, K392E, K392D, T394N, P395N, P396T, V397T,
V397Q, L398T, D399K, D399R, D399N, F405T, F405H, F405R, Y407T, Y407H, Y407I, K409E, K409D, K409T o
K409I; o (b) (i) una mutacion N297A con respecto a una region Fc de IgG1 humanay; (ii) una mutacion L234A, L235A
y G237A con respecto a unaregion Fc de IgG1 humana; (i) una mutacion L234A, L235A, G237A y N297Acon respecto
a una region Fc de IgG1 humana; (iv) una mutacién N297A con respecto a una region Fc de IgG2 humana; (v) una
mutacion A330S y P331S con respecto a una region Fc IgG2 humana; (vi) una mutacion A330S, P331S y N297A con
respecto a una regién Fc IgG2 humana; (vii) mutacién S228P, E233P, F234V, L235A y delG236 con respecto a una
region Fc de IgG4 humana; o (viii) una mutacion S228P, E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A con respecto a una
region Fc de IgG4 humana. En algunos aspectos, un monémero de dominio Fc comprende: (a) una de las siguientes
sustituciones de aminoacidos con respecto a la IgG1 humana de tipo salvaje: T366W, T366S, L368A, Y407V, T366Y,
T394W, F405W, Y349T, Y349E, Y349V, L351T, L351H, L351N, L351K, P353S, S354D, D356K, D356R, D356S,
E357K, E357R, E357Q, S364A, T366E, L368T, L368Y, L368E, K370E, K370D, K370Q, K392E, K392D, T394N,
P395N, P396T, V397T, V397Q, L398T, D399K, D399R, D399N, F405T, F405H, F405R, Y407T, Y407H, Y4071, K409E,
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K409D, K409T o K409I; o (b) (i) una mutacién N297A con respecto a una region Fc de IgG1 humana; (ii) una mutacién
L234A, L235A,y G237A con respecto a una regiéon Fc de IgG1 humana; (iii) una mutacion L234A, L235A,G237A y
N297A con respecto a una regiéon Fc de IgG1 humana; (iv) una mutacion N297Acon respecto a una region Fc de IgG2
humana; (v) una mutacién A330S y P331Scon respecto a una region Fc 1IgG2 humana; (vi) una mutaciéon A330S,
P331S y N297A con respecto a una region Fc IgG2 humana; (vii) una mutacion S228P, E233P, F234V, L235A y
delG236 con respecto a una region Fc de IgG4 humana; o (viii) una mutacién S228P, E233P, F234V, L235A, delG236
y N297A con respecto a una region Fc de IgG4 humana., En algunos aspectos, el primer y segundo monémeros del
dominio Fc incluyen diferentes sustituciones de aminoacidos.

En algunos aspectos, el primer monémero de dominio Fc incluye T366W. En algunos aspectos, el segundo mondmero
del dominio Fc incluye T366S, L368A y Y407V. En algunos aspectos, el primer monémero de dominio Fc incluye
D399K. En algunos aspectos, el primer monémero de dominio Fc incluye K409D.

IV. Albumina sérica

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada mondmero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A, (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A; o (iii) una regién Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

La fusion con albuminas séricas puede mejorar la farmacocinética de los productos farmacéuticos proteicos y, en
algunos aspectos, los polipéptidos de la descripcion, que incluyen una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad
descrita en el presente documento, se unen con una albimina sérica.

La albumina sérica es una proteina globular que abunda en la sangre en mamiferos. La albumina sérica se produce
en el higado y puede constituir aproximadamente la mitad de las proteinas del suero sanguineo. Es monomeérico y
soluble en sangre. Algunas de las funciones mas importantes de la albumina sérica incluyen el transporte de
hormonas, acidos grasos y otras proteinas en el cuerpo, amortiguar el pH y mantener la presion osmética necesaria
para la distribucion adecuada de los fluidos corporales entre los vasos sanguineos y los tejidos corporales. En
aspectos preferidos, la albumina sérica es albumina de suero humano (HSA). En algunos aspectos, una HSA se une
al extremo C-terminal del polipéptido de la descripcion para aumentar la vida media en suero del polipéptido. En
algunos aspectos, el N-terminal de una HSA se une al C-terminal del polipéptido de la descripciéon. En algunos
aspectos, una HSA se une, ya sea directamente o mediante un enlazador, al extremo C-terminal del polipéptido. En
algunos aspectos, una HSA se une, ya sea directamente o mediante un enlazador, al extremo N-terminal del
polipéptido.

En algunos aspectos, una albumina de suero humano comprende la secuencia de aminoacidos (aa) 25-609 de UniProt
ID NO: P02768(SEQ ID NO: 12) como se muestra en laTabla 12. En algunos aspectos, la HSA se uni6 a una variante
de D1 de SIRP-a de alta afinidad (p. e€j., cualquier variante de D1 de SIRP-a descrita en las Tablas 2,5 y 6) incluye
aminoacidos 25-609(SEQ ID NO: 12) de la secuencia de UniProt ID NO: P02768. En algunos aspectos, la HSA incluye
sustituciones C34S o K573P con respecto a SEQ ID NO:12. En algunos aspectos, la HSA incluye sustituciones C34S
y K573P con respecto a SEQ ID NO:12.
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Tabla 12. Secuencias de HSA

SEQ ID
NO:

En algunos aspectos, una albumina sérica se fusiona genéticamente con un polipéptido de la descripcion o se une al
polipéptido a través de medios quimicos, p. €j., conjugacion quimica. En algunos aspectos, se inserta un espaciador
entre el polipéptido y la HSA. Algunos ejemplos de espaciadores se describen en detalle en otra parte de este
documento. En algunos aspectos, un espaciador es A o AAAL. En algunos aspectos, la fusién de una HSA en un
polipéptido de la descripcion conduce a una retencion prolongada del polipéptido asi como a aumentos en la vida

media.

Los polipéptidos que comprenden un polipéptido variante de D1 de SIRP-a y una HSA fusionada incluyen, pero no se

Descripcion Secuencia de aminoacidos

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQC
PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECF
LQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLK
KYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLT
KVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSK

UniProt ID NO: P02768, LKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADF

AA 25-609 VESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYS
VVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDE
FKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRY
TKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTE
SLVNRRPCFSALEVDETY VPKEFNAETFTFHADICT
LSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMD
DFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAAL
GL

limitan a, SEQ ID NOS: 150-159 proporcionada en la Tabla 13.

Tabla 13. Polipéptidos que comprenden variantes de SIRP-a fusionadas con HSA

SEQ ID
NO:

150

Secuencia de aminoacidos

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQS
PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET
FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLD
ELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVS
KLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFL

YEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPL

VEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNL
GKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTE
SLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADIC TLSEKERQIKKQTALV

ELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAA
SQAALGL
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Secuencia de aminoacidos

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQ
QSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDN
EETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLP
KLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFA
EVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEF
KPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS
RNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKC
CTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQT
ALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGL

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
RQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVE

FKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQS
PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET
FLKKYLYEIARRHPYFY APELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLD
ELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVS

KLVTDLTK VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFL

YEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPL

VEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNL

GKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTE
SLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADIC TLSEKERQIKKQTALV

ELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAA
SQAALGL

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQ
QSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDN
EETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLP
KLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFA
EVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEF
KPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS
RNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKC
CTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQT

ALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGL

56



SEQ ID
NO:

154

155

156

157

ES 2 881 771 T3

Secuencia de aminoacidos

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFESIRIGAITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQS
PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET
FLKKYLYEIARRHPYFY APELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLD
ELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVS
KLVTDLTK VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFL
YEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPL
VEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRY TKKVPQVSTPTLVEVSRNL
GKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTE
SLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADIC TLSEKERQIKKQTALV
ELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAA
SQAALGL

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQ
QSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDN
EETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLP
KLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFA
EVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADIPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEF
KPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS
RNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKC
CTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQT
ALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGL

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQ
QSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDN
EETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLP
KLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFA
EVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEF
KPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS
RNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKC
CTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQT
ALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGL

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
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SEQ ID
NO:

Secuencia de aminoacidos
REGPFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQS
PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET
FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLD
ELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVS
KLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFL
YEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPL
VEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNL
GKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTE
SLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALV
ELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAA
SQAALGL

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQ
QSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDN
EETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLP
KLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFA

158 EVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEF
KPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVS
RNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKC
CTESLVNRRPCFSALEVDETY VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQT
ALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGL

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQS
PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHK DDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET
FLKKYLYEIARRHPYFY APELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLD
ELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVS

159 KLVTDLTK VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFL
YEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPL
VEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNL
GKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTE
SLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADIC TLSEKERQIKKQTALV
ELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAA
SQAALGL

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos 85% de
identidad de secuencia (p. €j., al menos, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% de identidad de secuencia) a cualquier variante proporcionada en la Tabla 13.

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 881 771 T3

En algunos aspectos, el polipéptido tiene un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad que tiene al menos 85% de
identidad de secuencia (p. €j., al menos, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% de identidad de secuencia) a SEQ ID NO:154, 155 y 159 en Tabla 13.

V. Péptido de union a albumina

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada mondémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A; o (iii) una regién Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

La union a proteinas séricas puede mejorar la farmacocinética de los productos farmacéuticos proteicos y, en
particular, en algunos aspectos, los polipéptidos descritos en este documento se fusionan con péptidos o proteinas
que se unen a proteinas del suero.

Como se usa en el presente documento, el término "péptido de unién a albumina" se refiere a una secuencia de
aminoacidos de aproximadamente 12 a 16 aminoacidos que tiene afinidad y funciona para unirse a una proteina de
albumina sérica. En algunos aspectos, un péptido que se une a la albumina se origina en un ser humano, un ratén o
una rata.

En algunos aspectos, un polipéptido de la descripcion que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad (p.
€j., cualquier variante proporcionada en las Tablas 2, 5y 6) se fusiona con un péptido de unién a albumina que muestra
actividad de unién a la albumina sérica para aumentar la vida media. del polipéptido. Estan disponibles varios péptidos
de unioén a albumina que pueden usarse en los métodos y composiciones descritos aqui. En algunos aspectos, el
péptido de unién a la albamina incluye la secuencia DICLPRWGCLW (SEQ ID NO: 160). [IEn algunos aspectos, un
péptido de unidén a albumina se fusiona genéticamente con un polipéptido de la descripcién o se une al polipéptido a
través de medios quimicos, p. €j., conjugacion quimica.

En algunos aspectos, se inserta un enlazador (p. €j., un espaciador) entre el polipéptido y el péptido de unién a
albumina para permitir una flexibilidad espacial y estructural adicional de la proteina de fusién. Los enlazadores
especificos (p. €j., un espaciador) y sus secuencias de aminoacidos se describen con mas detalle en el presente
documento. En algunos aspectos, un péptido que se une a la albumina se fusiona con el extremo N- o C-terminal de
un polipéptido de la descripcion. En un ejemplo, el extremo N-terminal del péptido que se une a la albumina se fusiona
directamente con el extremo C-terminal de un polipéptido de la descripcién a través de un enlace peptidico. En un
ejemplo, el extremo C-terminal del péptido de unién a albumina se fusiona directamente con el extremo N-terminal de
un polipéptido de la descripcidn a través de un enlace peptidico. En algunos aspectos, la fusidon de un péptido de unién
a albumina con un polipéptido de la descripcion conduce a la retencidn prolongada del polipéptido a través de su union
a la albumina sérica.

VI. Polimero polietilenglicol (PEG)

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-qa, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

En algunos aspectos, un polipéptido que incluye un dominio D1 de SIRP-a de alta afinidad (p. €j., cualquier variante
proporcionada en las Tablas 2, 5 y 6) se fusiona con un polimero (p. €j., polietilenglicol, PEG). En algunos aspectos,
la unién de un polimero a una proteina farmacéutica "enmascara" la proteina farmacéutica del sistema inmunoldgico
del huésped. Ademas, en algunos aspectos, ciertos polimeros, tales como los polimeros hidréfilos, proporcionan
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solubilidad en agua a proteinas y farmacos hidréfobos. Por ejemplo, en algunos aspectos, tales polimeros incluyen
moléculas de PEG, cadena de acido polisalico y cadena PAS. En algunos aspectos, un polimero tal como PEG se
une covalentemente a una sustitucién o adicion de cisteina en el polipéptido. En algunos aspectos, la sustitucién de
cisteina en el polipéptido es I7C, A16C, S20C, T20C, A45C, G45C, G79C, S79C, o A84C, con respecto a la secuencia
de cualquiera de las secuencias proporcionadas en las Tablas 2, 5 y 6. En algunos aspectos, la adiciéon de un residuo
de cisteina en el polipéptido se introduce mediante sintesis de péptidos, modificacion genética, clonacién molecular,
o cualquier combinacién de los mismos. En algunos aspectos, el polimero, por ejemplo PEG, se une al residuo de
cisteina usando conjugacién de cisteina-maleimida. En algunos aspectos, un polimero tal como el PEG se une
covalentemente al polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad en el extremo N- o C- terminal
0 en una ubicacién interna, usando métodos quimicos convencionales tales como la conjugacion quimica.

VII. Constructo biespecifico

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada mondmero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

En algunos aspectos, un polipéptido que tiene una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad (p. €j., cualquiera de las
variantes proporcionadas en las Tablas 2, 5 y 6) comprende un constructo biespecifico. Un constructo biespecifico se
refiere a un constructo que tiene dos dominios que interactian con la diana. En algunos aspectos, un constructo
biespecifico incluye un dominio Fc y dos dominios que interactian con la diana: (1) un dominio D1 de SIRP-a o una
variante del mismo (p. ej., cualquiera de las variantes proporcionadas en las Tablas 2,5y 6) y (2)un dominio variable
de anticuerpo. En algunos aspectos, un constructo biespecifico incluye un primer polipéptido y un segundo polipéptido.
En algunos aspectos, el primer polipéptido tiene la férmula A-L-B, en donde A incluye un dominio D1 de SIRP-a o una
variante del mismo, L es un enlazador y B incluye un primer monémero de dominio Fc. En algunos aspectos, el
segundo polipéptido tiene la formula A'-L'-B', en donde A' incluye un dominio variable de anticuerpo, L 'es un enlazador;
y B' incluye un segundo mondémero de dominio Fc. En algunos aspectos, la orientacion del primer y segundo
polipéptidos es B-L-A y B'-L'-A ', respectivamente. En algunos aspectos, el primer y segundo mondémeros del dominio
Fc se combinan para formar el dominio Fc en el constructo biespecifico. En algunos aspectos, un constructo
biespecifico es de cualquier isotipo de anticuerpo de inmunoglobulina (p. €j., IgG, IgE, IgM, IgA e IgD). Una variante
de un dominio D1 de SIRP-a incluye el dominio D1 de un SIRP-a humano de tipo salvaje y una o mas sustituciones
de aminoacidos con respecto a los dominios D1 de tipo salvaje (p. €j., cualquier variante de D1 de SIRP-a como se
describe en las Tablas 2, 5 y 6). En algunos aspectos, una variante de D1 de SIRP-a se une con mayor afinidad de
union a CD47 que un dominio de D1 de SIRP-a humano de tipo salvaje. En algunos aspectos, el dominio variable del
anticuerpo en un constructo biespecifico se dirige a un antigeno celular (p. €j., un antigeno celular en una célula
cancerosa).

Un dominio variable de anticuerpo se refiere a las partes de la cadena ligera y pesada de las moléculas de anticuerpo
que incluyen secuencias de aminoacidos de regiones determinantes de la complementariedad (CDR; p. ej., CDR LI,
CDR L2, CDR L3, CDR HI, CDR H2, y CDR H3) y regiones marco (FR). El dominio variable del anticuerpo puede
conferir al anticuerpo la capacidad de unirse a antigenos especificos. Se pueden construir muchas moléculas de
dominio variable de anticuerpos diferentes. En algunos aspectos, las moléculas de dominio variable de anticuerpo
usadas incluyen, pero no se limitan a, Fv monocatenario.

En algunos aspectos, el dominio variable del anticuerpo en un constructo biespecifico se dirige a un antigeno celular
(p. €j., un antigeno celular en una célula cancerosa o una célula inmune). Algunas proteinas se expresan en niveles
mas altos en las células cancerosas que en las células no cancerosas. Por ejemplo, un antigeno canceroso es una
proteina que se expresa preferiblemente por células cancerosas (p. €j., se expresa a niveles mas altos en células
cancerosas que en células no cancerosas) y, en algunos casos, se expresa Unicamente por células cancerosas. En
algunos aspectos, las proteinas, p. €j., proteinas expresadas por células cancerosas, que estan dirigidas por un
dominio variable de anticuerpo que forma un dominio Fc con un dominio de SIRP-a de alta afinidad o una variante del
mismo incluyen, pero no se limitan a: 5T4, AGS-16, ALK1, ANG -2, B7-H3,B7-H4,c-fms, c-Met, CA6, CD123, CD19,
CD20, CD22, EpCAM, CD30, CD32b, CD33, CD37, CD38, CD40, CD52, CD70, CD74, CD79b, CD98,CEA,
CEACAMS5, CLDN18,2, CLDNG6, CS1, CXCR4, DLL-4, EGFR, EGP-1, ENPP3, EphA3, ETBR, FGFR2, fibronectina,
FR-alfa, GCC, GD2, glypican-3, GP NMB, HER-2, HER3, HLA-DR, ICAM-1, IGF-1R, IL-3R, LIV-1, mesotelina, MUC16,
MUCH1, NaPi2b, Nectin-4, Notch 2,Notch 1,PD- L1, PD-L2, PDGFR-a, PS, PSMA SLTRK6, STEAP1, TEM1, VEGFR,
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CD25, CD27L,DKK-1, o CSF-1R. En algunos aspectos, el dominio variable del anticuerpo en el constructo biespecifico
no esta disefiado para unirse a una proteina humana.

En algunos aspectos, cada uno de los monémeros del primer y segundo dominio Fc en el dominio Fc del constructo
biespecifica incluye una o mas sustituciones de aminoacidos que promueven la heterodimerizacién del primer y
segundo mondmeros del dominio Fc. Los métodos para promover la heterodimerizacion de los mondmeros del dominio
Fc se describen en detalle mas adelante en este documento, véase, p. €j., estrategia de boton en ojal y estrategia de
direccion electrostatica.

En algunos aspectos, el dominio Fc del constructo biespecifica se muta para carecer de una o mas funciones efectoras,
tipicas de un "dominio Fc muerto”. En algunos aspectos, el dominio Fc del constructo biespecifico es de un anticuerpo
IgG1 e incluye sustituciones de aminoacidos L14A, L15A y G17A, con respecto a la secuencia de SEQ ID
NO:161(Tabla 14) para reducir la interacciéon o unién entre el dominio Fc y un receptor Fcy. En algunos aspectos, un
mondmero de dominio Fc es de un anticuerpo IgG1 e incluye una o mas sustituciones de aminoacidos L234A, L235A,
G237A y N297A(como se designa segun el sistema de numeracién EU segun Kabat et al., 1991.En algunos aspectos,
las variantes de Fc descritas en este documento estdn minimamente glicosiladas o tienen glicosilacion reducida. En
algunos aspectos, la desglicosilacion se logra con una mutacién de N297A, o mutando N297 a cualquier aminoacido
que no sea N (como se designa segun el sistema de numeracién EU segun Kabat, et al. (1991)). En algunos aspectos,
el constructo biespecifico se disefia de manera que tenga una unién preferencial a proteinas (p. €j., receptores tales
como receptores Fc) expresados por diferentes tipos de células. Los estudios han demostrado que las sustituciones
de aminoacidos en la bisagra, los dominios constantes (p. ej., CH2 Y CH3 dominios constantes) o los dominios bisagra
y constantes de un anticuerpo pueden alterar eficazmente las afinidades de unién del anticuerpo hacia receptores
especificos (p. €j., receptores Fc) expresados en diferentes tipos de células (p. ej., células T reguladoras y células T
efectoras). La IgG2 que tiene sustituciones de aminoacidos A111Sy P112S (con respecto a la SEQ ID NO:162, Tabla
14) muestra una union significativamente reducida a FcyRllla 131H en comparacion con la IgG2 de tipo salvaje. En
algunos aspectos, las variantes de Fc de la presente estan minimamente glicosiladas o tienen una glicosilacion
reducida. En algunos aspectos, la desglicosilacion se logra con una mutacion de N297A, o mutando N297 a cualquier
aminoacido que no sea N (como se designa segun el sistema de numeraciéon EU segun Kabat, et al. (1991)). En
algunos aspectos, un constructo biespecifico incluye un dominio Fc de la subclase de 1gG2 o IgG4. En algunos
aspectos, un constructo biespecifico que incluye un dominio Fc de una subclase de IgG2 incluye sustituciones de
aminoacidos A111Sy P112S, con respecto a SEQ ID NO:162 (Tabla 14). En algunos aspectos, la variante de Fc
comprende una secuencia Fc de 1IgG2 humana que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos A330S,
P331S y N297A (como se designa segun el sistema de numeracién EU segun Kabat, et al (1991)).

Tabla 14. Secuencias de aminoacidos de IgG

SEQ ID
NO:

Secuencia de aminoacidos
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
161 YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

ERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHE
DPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNG
162 KEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Un ejemplo de un constructo de SIRP-a que comprende un dominio D1 de SIRP-a o una variante del mismo unido a
un primer monémero de dominio Fc por medio de un enlazador y un segundo monémero de dominio Fc, en donde el
primer y segundo mondémero de dominio Fc se combinan para formar un dominio Fc se muestra en la FIG. 1. En
algunos aspectos, no hay dominio variable de proteina o anticuerpo unido al segundo monémero Fc. En algunos
aspectos, un constructo de SIRP-a incluye un dominio D1 de SIRP-a o una variante del mismo unido a un primer
monoémero de dominio Fc por medio de un enlazador y un dominio variable de anticuerpo unido a un segundo
monoémero de dominio Fc por medio de un enlazador, en el que el primer y segundo mondémeros del dominio Fc se
combinan para formar un dominio Fc (como se muestra en la Figura 2). En algunos aspectos, un constructo SIRP-a
incluye un dominio de D1 de SIRP-a o una variante del mismo unido a un primer monémero de dominio Fc por medio
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de un enlazador y una proteina terapéutica (p. €j., una citocina, una interleucina, un antigeno, un esteroide, un agente
antiinflamatorio o un agente inmunomodulador) unido a un segundo monémero de dominio Fc por medio de un
enlazador, en donde el primer y segundo monémeros del dominio Fc se combinan para formar un dominio Fc (como
se muestra en la Figura 3). En algunos aspectos, cada uno de los dos monémeros del dominio Fc en el dominio Fc de
los constructos de SIRP-a descritas anteriormente (p. €j., los constructos de SIRP-a como se muestra en las Figuras
1-3), incluyen sustituciones de aminoacidos que promueven la heterodimerizacion de los dos mondémeros. En el
presente documento se describen en detalle diferentes estrategias (p. ej., estrategia de botoén en ojal, estrategia de
direcciodn electrostatica) y sustituciones de aminoacidos del dominio Fc que promueven la heterodimerizacion de dos
monoémeros del dominio Fc. Por ejemplo, la FIG. 4A ilustra un constructo de SIRP-a que tiene un dominio D1 de SIRP-
a o una variante del mismo unido a un monémero de dominio Fc que incluye una mutacién de botdn, p. ej., T366W,
para limitar la formaciéon de homodimero de botdn-botén no deseado. La FIG. 4B ilustra un constructo de SIRP-a que
tiene un dominio D1 de SIRP-a o una variante del mismo unido a un monémero de dominio Fc que incluye mutaciones
de ojal, p. €j., T366S, L358A y Y407V. En algunos aspectos, se aplican estrategias de heterodimerizacion de dominios
Fc similares a los dominios Fc en los constructos descritos en las Figs. 2 y 3. En algunos aspectos, un constructo de
SIRP-a incluye una proteina de fusion de un dominio D1 de SIRP-a o una variante del mismo unido a un monémero
de dominio Fc (como se muestra en la FIG. 5A). En algunos aspectos, esta proteina de fusion forma un homodimero
(como se muestra en la FIG. 5B).

Las variantes de Fc de la descripcién acopladas con un socio de fusion presentan preferiblemente uniéon reducida o
ablacionada a al menos uno de los receptores Fcy de CD16a, CD32a, CD32b, CD32c, y CD64 en comparacion con
un constructo polipeptidico similar que comprende la regidon Fc del anticuerpo (no mutado) nativo o de tipo salvaje (no
mutado). En algunos casos, la variante de Fc o la pareja de fusion descrita en el presente documento presenta una
union reducida o ablacionada a los receptores Fcy de CD16a, CD32a, CD32b, CD32¢c y CD64.

En algunos aspectos, las variantes de Fc de la descripcion acopladas con un socio de fusién presentan una union
reducida al componente del complemento C1q y CDC en comparacion con un constructo polipeptidico similar que
comprende la regién Fc nativa o de tipo salvaje (no mutado). En algunos casos, la variante de Fc presenta al menos
5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o una reducciéon mayor en la unién C1q en comparacion
con un constructo polipéptidico que comprende una region Fc de tipo salvaje. En algunos casos, la variante de Fc
presenta CDC reducida en comparacién con un constructo polipeptidica que comprende la regidon Fc nativa o de tipo
salvaje (no mutado). En algunos casos, la variante de Fc presenta al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% o una reduccidon mayor en la unién en comparacion con un constructo polipeptidico que
comprende una regién Fc de tipo salvaje.

VIII. Enlazadores

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

En la presente descripcion, se usa un enlazador para describir un enlace o conexién entre polipéptidos o dominios
proteicos o restos no proteicos asociados. En algunos aspectos, un enlazador es un enlace o conexién entre un
monoémero de dominio Fc, un péptido de unién a albumina o una HSA y una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad.
En algunos aspectos, el enlazador conecta el C-terminal de la variante de D1 de SIRP-a y el N-terminal del monémero
del dominio Fc, el péptido de unién a la albimina o la HSA, tal que los dos polipéptidos se unen entre si en serie en
tandem.

En algunos aspectos, un enlazador es un enlace covalente simple, p. €j., un enlace peptidico, un polimero sintético
tal como un polimero de polietilenglicol (PEG) o cualquier tipo de enlace creado a partir de una reacciéon quimica, p.
€j., conjugacion quimica. Cuando un enlazador es un enlace peptidico, en algunos aspectos, el grupo acido carboxilico
en el extremo C-terminal de un dominio proteico reacciona con el grupo amino en el extremo N-terminal de otro dominio
proteico en una reaccion de condensacion para formar un enlace peptidico. En algunos aspectos, el enlace peptidico
se forma a partir de medios sintéticos a través de una reacciéon de quimica organica convencional, o por produccion
natural a partir de una célula huésped, en donde una molécula de acido nucleico que codifica las secuencias de ADN
de ambas proteinas (p. €j., variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad) en serie en tandem se puede transcribir y
traducir directamente en un polipéptido contiguo que codifica ambas proteinas mediante las maquinarias moleculares
necesarias (p. ej., ADN polimerasa y ribosoma) en la célula huésped.
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Cuando un enlazador es un polimero sintético (p. ej., un polimero de PEG), en algunos aspectos, el polimero se
funcionaliza con grupos funcionales quimicos reactivos en cada extremo para reaccionar con los aminoacidos
terminales en los extremos de conexién de dos proteinas.

Cuando un enlazador (excepto el enlace peptidico mencionado anteriormente) se hace a partir de una reaccién
quimica, en algunos aspectos, los grupos funcionales quimicos (p. €j., amina, acido carboxilico, éster, azida u otros
grupos funcionales) se unen sintéticamente al C-terminal de una proteina y el N-terminal de otra proteina,
respectivamente. En algunos aspectos, los dos grupos funcionales luego reaccionan a través de medios quimicos
sintéticos para formar un enlace quimico, conectando asi las dos proteinas.

Espaciadores

En la presente descripcion, en algunos aspectos, un enlazador entre un monémero de dominio Fc, un péptido de union
a albumina o una HSA, y un polipéptido de la descripcion, es un espaciador de aminoacidos que incluye
aproximadamente aminoacidos 1-200. Los espaciadores de péptidos adecuados incluyen enlazadores de péptidos
que contienen residuos de aminoécidos flexibles tales como glicina y serina. En la Tabla se proporcionan ejemplos de
secuencias enlazadoras. 15.En algunos aspectos, un espaciador contiene motivos, p. ej., motivos multiples o
repetidos, de GS, GG, GGS, GGG, GGGGS (SEQ ID NO: 163) GGSG (SEQ ID NO: 164) 0 SGGG (SEQ ID NO: 165).
En algunos aspectos, un espaciador contiene de 2 a 12 aminoacidos que incluyen motivos de GS, p. gj., GS, GSGS
(SEQ ID NO: 166) GSGSGS (SEQ ID NO: 167) GSGSGSGS (SEQ ID NO: 168) GSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 169) o
GSGSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 170). En algunos aspectos, un espaciador contiene de 3 a 12 aminoacidos que
incluyen motivos de GGS, p. ej.,, GGS, GGSGGS (SEQ ID NO: 171) GGSGGSGGS (SEQ ID NO: 172) y
GGSGGSGGSGGS (SEQ ID NO: 173). En algunos aspectos, un espaciador contiene de 4 a 12 aminoacidos que
incluyen motivos de GGSG (SEQ ID NO: 164) p. ej., GGSG (SEQ ID NO: 164) GGSGGGSG (SEQ ID NO: 174) o
GGSGGGSGGGSG (SEQ ID NO: 175). En algunos aspectos, un espaciador contiene motivos de GGGGS (SEQ ID
NO: 163) p. ej., GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 176). En algunos aspectos, un espaciador contiene
aminoacidos distintos de glicina y serina, p. ej., (SEQ ID NO: 177)AAS,AAAL, (SEQ ID NO: 178)(SEQ ID NO: 179)
AAAK,AAAR, (SEQ ID NO: 180)(SEQ ID NO: 181)EGKSSGSGSESKST,GSAGSAAGSGEF, (SEQ ID NO: 182)(SEQ
ID NO: 183)KESGSVSSEQLAQFRSLD(SEQ ID NO: 184)AEAAAKEAAAKA, GGGGAGGGG, (SEQ ID NO: 185)(SEQ
ID NO: 186)GENLYFQSGG, (SEQ ID NO: 187)SACYCELS,RSIAT, (SEQ ID NO: 188)(SEQ ID NO:
189)RPACKIPNDLKQKVMNH,GGSAGGSGSGSSGGSSGASGTGTAGGTGSGSGTGSG, (SEQ ID NO: 190)(SEQ ID
NO: 191) AAANSSIDLISVPVDSR, 0 GGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGS. (SEQ ID NO: 192)

En algunos aspectos, un espaciador contiene motivos, p. ej., motivos multiples o repetidos, de EAAAK (SEQ ID NO:
193). En algunos aspectos, un espaciador contiene motivos, p. €j., motivos multiples o repetidos, de secuencias ricas
en prolina tales como (XP)n, en las que X es cualquier aminoacido (p. €., A, Ko E) y n es de 1-5 y PAPAP (SEQ ID
NO: 194).

Tabla 15. Secuencias de enlazadores

SEQ ID NO: Secuencia de aminoacidos
163 GGGGS

164 GGSG

165 SGGG

166 GSGS

167 GSGSGS

168 GSGSGSGS

169 GSGSGSGSGS
170 GSGSGSGSGSGS
171 GGSGGS

172 GGSGGSGGS
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SEQ ID NO: Secuencia de aminoacidos
173 GGSGGSGGSGGS

174 GGSGGGSG

175 GGSGGGSGGGSG

176 GGGGSGGGGSGGGGS
177 AAS

178 AAAL

179 AAAK

180 AAAR

181 EGKSSGSGSESKST

182 GSAGSAAGSGEF

183 AEAAAKEAAAKA

184 KESGSVSSEQLAQFRSLD
185 GGGGAGGGG

186 GENLYFQSGG

187 SACYCELS

188 RSIAT

189 RPACKIPNDLKQKVMNH
190 GGSAGGSGSGSSGGSSGASGTGTAGGTGSGSGTGSG
191 AAANSSIDLISVPVDSR

192 GGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGS
193 EAAAK

194 PAPAP

En algunos aspectos, la longitud del péptido espaciador y los aminoacidos usados se ajusta dependiendo de las dos
proteinas involucradas y el grado de flexibilidad deseado en el polipéptido de fusidon de proteinas final. En algunos
aspectos, la longitud del espaciador se ajusta para asegurar un plegamiento de proteinas adecuado y evitar la
formacion de agregados. En algunos aspectos, un espaciador, tal como un espaciador entre una HSA y un polipéptido
descrito en el presente documento, es A o AAAL (SEQ ID NO: 178).
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IX. Vectores, células huésped y produccién de proteinas

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-qa, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 54, residuo 53, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

En algunos aspectos, los polipéptidos de la descripcion se producen a partir de una célula huésped. Una célula
huésped se refiere a un vehiculo que incluye los componentes celulares necesarios, p. €j., organulos, necesarios para
expresar los polipéptidos y polipéptidos de fusion descritos en el presente documento a partir de sus correspondientes
acidos nucleicos. En algunos aspectos, los acidos nucleicos estan incluidos en los vectores de acidos nucleicos
introducidos en la célula huésped por transformacion, transfeccion, electroporacion, precipitacion con fosfato calcico,
microinyeccioén directa, infeccidn, etc. En algunos aspectos, la eleccion de los vectores de acidos nucleicos depende
del huésped. celda que se usara. En algunos aspectos, las células huésped son de origen procaridtico (p. €;j.,
bacteriano) o eucariético (p. ej., de mamifero).

En algunos aspectos, se produce un polipéptido, por ejemplo, un constructo polipeptidico que comprende una variante
de D1 de SIRP-a (p. €j., cualquier variante proporcionada en las Tablas 2, 5 y 6) y un socio de fusién como una
variante de Fc, HSA y un péptido de unién a albumina. cultivando una célula huésped transformada con un acido
nucleico, preferiblemente un vector de expresion, que contiene un acido nucleico que codifica el constructo
polipeptidico (p. €j., variante de Fc, enlazador y socio de fusidn) en las condiciones apropiadas para inducir o causar
la expresion del constructo polipeptidico. En algunos aspectos, las condiciones apropiadas para la expresion varian
con el vector de expresion y la célula huésped elegidos. En algunos aspectos, se usa una amplia variedad de células
huésped apropiadas, que incluyen, pero no se limitan a, células de mamiferos, bacterias, células de insectos y
levaduras. Por ejemplo, una variedad de lineas celulares que encuentran uso en la presente descripcion se describen
en el catalogo de lineas celulares ATCC®, disponible en American Type Culture Collection. En algunos aspectos, las
variantes de Fc de esta descripcion se expresan en una célula que esta optimizada para no glicosilar proteinas que
son expresadas por dicha célula, ya sea por ingenieria genética de la linea celular o modificaciones de las condiciones
del cultivo celular como la adiciéon de kifunensina o usando un huésped naturalmente no glicosilante tal como un
procariota (E. coli, etc.), y en algunos casos, no es necesaria la modificacion de la secuencia de glicosilacion en el Fc.

Construccion de vectores de acido nucleico y células huésped

Se puede preparar una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de la
descripcién mediante una variedad de métodos. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis mediada
por oligonucleétidos (o dirigida al sitio) y mutagénesis por PCR. En algunos aspectos, una molécula de acido nucleico
que codifica un polipéptido de la descripcidon se obtiene usando técnicas estandar, p. ej., sintesis de genes.
Alternativamente, una molécula de acido nucleico que codifica un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje se muta para
incluir sustituciones de aminoacidos especificas usando técnicas estandar, p. ej., mutagénesis QuikChange™. En
algunos casos, las moléculas de acido nucleico se sintetizan usando un sintetizador de nucleétidos o técnicas de PCR.

En algunos aspectos, los acidos nucleicos que codifican un constructo polipeptidico, por ejemplo, un constructo
polipeptidico que comprende una variante de D1 SIRP-a (p. €j., cualquier variante proporcionada en las Tablas 2, 5y
6) y un socio de fusién como una variante de Fc, HSA y un péptido de unién a albumina, se incorporan a un vector de
expresion para expresar la proteina. Puede usarse una variedad de vectores de expresion para la expresién de
proteinas. Los vectores de expresion pueden comprender vectores extracromosémicos autorreplicantes o vectores
que se integran en un genoma del huésped. Un vector también puede incluir varios componentes o elementos. Por
ejemplo, en algunos aspectos, los componentes del vector incluyen, pero no se limitan a, secuencias reguladoras
transcripcionales y traduccionales tales como una secuencia promotora, un sitio de unién ribosomal, una secuencia
sefial, secuencias de inicio y detencién de la transcripcidn, secuencias de inicio y detencién de traduccion, regiones
no traducidas (UTR) 3 'y 5' y secuencias potenciadoras o activadoras; un origen de replicacion; un gen marcador de
seleccion; y la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido de interés, y una secuencia de terminacion de
la transcripcion. En algunos aspectos, los vectores de expresion comprenden una proteina unida operativamente con
secuencias reguladoras o de control, marcadores seleccionables, cualquier pareja de fusion, elementos adicionales o
cualquier combinacion de los mismos. Un acido nucleico esta "unido operativamente" cuando esta en una relacion
funcional con otra secuencia de acido nucleico. Generalmente, estos vectores de expresion incluyen acido nucleico
regulador transcripcional y traduccional unido operativamente al acido nucleico que codifica la variante de Fc, y son
tipicamente apropiados para la célula huésped usada para expresar la proteina. Se puede usar un gen o marcador de
seleccion, tal como, pero no se limita a, un gen de resestencia a antibiéticos o un gen de proteina fluorescente, para
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seleccionar células huésped que contienen el vector de expresion, por ejemplo mediante expresion de antibidtico o
fluorescencia. Se encuentran disponibles varios genes de seleccion.

En algunos aspectos, los componentes o elementos de un vector se optimizan de manera que los vectores de
expresion sean compatibles con el tipo de célula huésped. Los vectores de expresion que encuentran uso en la
presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, aquellos que permiten la expresion de proteinas en células de
mamiferos, bacterias, células de insectos, levaduras y en sistemas in vitro.

En algunos aspectos, las células de mamifero se usan como células huésped para producir polipéptidos de la
descripcién. Los ejemplos de tipos de células de mamiferos incluyen, pero no se limitan a, rindn embrionario humano
(HEK) (p. €j., HEK293, HEK 293F), ovario de hamster chino (CHO), HeLa, COS, PC3, Vero, MC3T3, NSO, Sp2 /0,
VERY, BHK, MDCK, W138, BT483, Hs578T, HTB2, BT20, T47D, NSO(una linea celular de mieloma murino que no
produce endégenamente ninguna cadena de inmunoglobulina) CRL7030 y células HsS78Bst. En algunos aspectos,
las células E. coli se usan como células huésped para producir polipéptidos de la descripcion. Los ejemplos de cepas
de E. coli incluyen, pero no se limitan a, E. coli 294(ATCC® 31,446), E. coli A 1776(ATCC® 31,537, E. coli BL21
(DE3)(ATCC® BAA1025) y E. coli RV308 (ATCC® 31,608).

Las células huésped diferentes tienen caracteristicas y mecanismos especificos para el proceso y modificacion
postraduccional de proteinas y productos genéticos (p. €j., glicosilacién). Las lineas celulares o sistemas huésped
apropiadas se eligen para asegurar la modificacién correcta y procesamiento del polipéptido expresado. Una vez que
los vectores se introducen en las células huésped para la produccion de proteinas, las células huésped se cultivan en
un medio nutritivo convencional modificado segun sea apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes
o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

En algunos aspectos, un constructo polipeptidico, por ejemplo, un constructo polipeptidico que comprende una
variante de D1 de SIRP-a (p. €j., cualquier variante proporcionada en las Tablas 2, 5 y 6) y un socio de fusién como
una variante de Fc, HSA y un péptido de union a albumina, se expresan en sistemas de expresion de mamiferos,
incluyendo sistemas en los que los constructos de expresion se introducen en las células de mamiferos usando virus
tales como retrovirus o adenovirus. En algunos aspectos, se usan células de humanos, ratones, ratas, hamsteres o
primates. Las células adecuadas también incluyen células de investigacién conocidas, que incluyen pero no se limitan
a células T Jurkat, células NIH3T3, CHO, COS y 293. Alternativamente, en algunos aspectos, las proteinas se
expresan en células bacterianas. Los sistemas de expresion bacteriana son bien conocidos en la técnica e incluyen
Escherichia coli (E. coli), Bacillus subtiles, Streptococcus cremores y Streptococcus lividans. En algunos casos, los
constructos polipeptidicos que comprenden variantes de Fc se producen en células de insecto tales como, pero no se
limitan a, células Sf9 y Sf21 o células de levadura tales como, pero no se limitan a, organismos de los géneros
Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Hansenula y Yarrowia. En algunos casos, los constructos polipeptidicos que
comprenden variantes de Fc se expresanin vitrousando sistemas de traduccién libres de células.Los sistemas de
traduccion in vitro derivados de células procariotas (p. €j., E. coli) y eucariotas (p. €j., germen de trigo, reticulocitos de
conejo) estan disponibles y, en algunos aspectos, se eligen basandose en los niveles de expresion y propiedades
funcionales de la proteina de interés. Por ejemplo, como apreciaran los expertos en la técnica,se requiere traduccion
in vitro para algunas tecnologias de presentacion, por ejemplo, presentacion de ribosomas. Ademas, en algunos
aspectos, las variantes de Fc se producen mediante métodos de sintesis quimica tales como, pero no se limitan a,
sintesis de péptidos en fase liquida y sintesis de péptidos en fase soélida. En el caso de la transcripcién in vitro usando
un sistema no glicosilante, tales como extractos bacterianos, el Fc no se glicosilara incluso en presencia del sitio de
glicosilacion natural y, por lo tanto, se obtendra de manera equivalente la inactivacion del Fc.

En algunos aspectos, un constructo polipeptidico incluye aminoacidos no naturales, analogos de aminoacidos,
miméticos de aminodacidos o cualquier combinacion de los mismos que funcionen de una manera similar a los
aminoacidos naturales. Los aminoacidos codificados de forma natural generealmente se refiere a los 20 aminoacidos
comunes (alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutdmico, glicina, histidina,
esoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, pralina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, y valina) y pirrolesina y
selenocisteina. Analogos de aminoacidos hace referencia a compuestos que tienen la misma estructura quimica
basica que un aminoacido de origen natural, es decir, un carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo,
un grupo amino y un grupo R, tal como homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, sulfonio metilico de metionina.
En algunos aspectos, tales analogos tienen grupos R modificados (tales como, norleucina) o estructuras principales
peptidicas modificadas, pero conservan la misma estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural.

Produccién, recuperacién y purificacion de proteinas

En algunos aspectos, las células huésped usadas para producir polipéptidos de la descripcion se cultivan en medios
adecuados para el cultivo de las células huésped seleccionadas. Ejemplos de medios adecuados para células huésped
de mamiferos incluyen Medio Esencial Minimo (MEM), Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM), Medio de
Expresion Expi293™, DMEM con suero bovino fetal suplementado (FBS) y R PMI-1640. Ejemplos de medios
adecuados para bacterias las células huésped incluyen caldo Luria (LB) mas los suplementos necesarios, como un
agente de seleccion, p. ej., ampicilina. En algunos aspectos, las células huésped se cultivan a temperaturas
adecuadas, tales como de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C, por ejemplo, de aproximadamente 25
°C a aproximadamente 37 °C, preferiblemente 37 °C, y CO2 niveles, tales como aproximadamente 5% a 10%. En

66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 881 771 T3

algunos aspectos, el pH del medio es de aproximadamente pH 6,8 a pH 7,4, p. €j., el pH 7,0, depende principalmente
del organismo huésped. Si se usa un promotor inducible en el vector de expresion, la expresion de la proteina puede
inducirse en condiciones adecuadas para la activacién del promotor.

En algunos aspectos, la recuperacion de proteinas implica alterar la célula huésped, por ejemplo, mediante choque
osmotico, sonicacion o lisis. Una vez que las células se rompen, los restos celulares se eliminan mediante
centrifugacion o filtracion. A continuacion, las proteinas pueden purificarse mas. En algunos aspectos, un polipéptido
de la descripcion se purifica mediante diversos métodos de purificacion de proteinas, por ejemplo, mediante
cromatografia (p. €j., cromatografia de intercambio de iones, cromatografia de afinidad, cromatografia de liquidos de
alta presion, y similares), centrifugacion, solubilidad diferencial o0 mediante cualquier otra técnica estandar para la
purificacion de péptidos o proteinas. Por ejemplo, en algunos aspectos, la proteina se aisla y se purifica seleccionando
y combinando apropiadamente columnas de afinidad como la columna Proteina A (p. €j., Cromatografia de proteina
A POROS) con columnas de cromatografia (p. ej., cromatografia de intercambio catiénico POROS HS-50), filtracion,
procedimientos de ultrafiltracién, desalacion y dialisis. En algunos aspectos, un polipéptido se conjuga con secuencias
marcadoras, tales como un péptido, para facilitar la purificaciéon. Un ejemplo de una secuencia de aminoacidos
marcadora es un péptido de hexahistidina (etiqueta His6), que puede unirse a una columna de afinidad de agarosa
funcionalizada con niquel con afinidad micromolar. Como alternativa, se puede usar una etiqueta de hemaglutinina
"HA", que corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la influenza.

En algunos aspectos, los polipéptidos de la descripcidn, por ejemplo, un constructo polipeptidica que comprende una
variante de D1 de SIRP-a (p. €j., cualquier variante proporcionada en las Tablas 2, 5 y 6) y un socio de fusidbn como
una variante de Fc, HSA y un péptido de unién a albumina, son producidas por las células de un sujeto (p. €j., un ser
humano), p. €j., en el contexto de la terapia génica, mediante la administraciéon de un vector como un vector viral (p.
ej., un vector retroviral, vector adenoviral, vector poxviral (p. ej., vector viral vaccinia, tal como Vaccinia Ankara
Modificada (MVA)), vector viral adenoasociado y vector alfaviral) que contiene una molécula de acido nucleico que
cadifica un polipéptido de la descripcion. El vector, una vez dentro de una célula del sujeto (p. €j., por transformacion,
transfeccion, electroporacion, precipitacion con fosfato calcico, microinyeccion directa, infeccion, etc.) puede usarse
para la expresion de un polipéptido descrito en el presente documento. En algunos casos, el polipéptido se secreta
desde la célula. En algunos aspectos, si el resultado deseado es el tratamiento de una enfermedad o trastorno, no se
requiere ninguna accién adicional. En algunos aspectos, si se desea la recoleccién de la proteina, se recolecta sangre
del sujeto y la proteina se purifica de la sangre mediante varios métodos.

X. Composiciones y preparaciones farmacéuticas

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutaciéon de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6,residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A; o (iii) una regién Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

La descripcién presenta composiciones farmacéuticas que incluyen polipéptidos descritos en el presente documento,
tales como polipéptidos que tienen una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad. En algunos aspectos, una
composicion farmacéutica de la descripcion incluye un polipéptido de la descripcion como proteina terapéutica. En
algunos aspectos, una composicion farmacéutica de la descripcion que incluye un polipéptido descrito en este
documento se usa en combinacion con otros agentes o composiciones (p. €j., agentes terapéuticos, biolégicos,
moléculas pequefas o cualquier combinacion de los mismos) en una terapia. En algunos aspectos, uno o mas agentes
terapéuticamente activos adicionales, tales como por ejemplo una molécula pequefia, un compuesto quimico o un
compuesto biolégico como polinucledtidos y polipéptidos que incluyen, pero no se limitan a, ARNip, polipéptidos cortos
y anticuerpos con actividad terapéutica, son opcionalmente formulado en composiciones farmacéuticas de
polipéptidos descritos en el presente documento. En algunos aspectos, las formulaciones de constructos
polipeptidicos descritas en el presente documento se preparan para almacenamiento mezclando un constructo
polipeptidico descrito en el presente documento que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o
estabilizadores opcionales farmacéuticamente aceptables en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. En algunos aspectos, una composicion farmacéutica de la descripcion incluye una molécula de acido
nucleico (ADN o ARN, p. ej., AR nM) que codifica un polipéptido de la descripcidn, o un vector que contiene dicha
molécula de acido nucleico.

Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables en una composiciéon farmacéutica son preferiblemente no
téxicos para los receptores en las dosis y concentraciones administradas. En algunos aspectos, los vehiculos,
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excipientes y estabilizadores aceptables incluyen tampones tales como fosfato, citrato, HEPES, TAE y otros acidos
organicos; antioxidantes como acido ascoérbico y metionina; conservantes (p. ej., cloruro de hexametonio; cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil
parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos
de bajo peso molecular (p. €j., menos de aproximadamente 10residuos); proteinas tales como seroalbumina humana,
gelatina, dextrano e inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos como polivinilpirrolidona; aminoacidos como glicina,
glutamina, histidina y lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos como glucosa, manosa, sacarosa y
sorbitol; agentes quelantes tales como azucares EDTA tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; edulcorantes
y otros aromatizantes; cargas tales como celulosa microcristalina, lactosa, maiz y otros almidones; agentes
aglutinantes; aditivos; agentes colorantes; contraiones formadores de sal tales como sodio; complejos metalicos (p.
ej., complejos Zn-proteina); tensioactivos no iénicos tales como TWEEN ™, PLURONICS ™ y polietilenglicol (PEG);
o cualquier combinacién de los mismos.

En algunos aspectos, las composiciones farmacéuticas que comprenden polipéptidos descritos en el presente
documento estan en una forma soluble en agua, tal como estan presentes como sales farmacéuticamente aceptables,
lo que significa que incluye sales de adicion de acido y base. El término "sal de adicion de acido farmacéuticamente
aceptable" se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia biolégica de las bases libres y que no son indeseables
de otra manera, formadas con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico,
acido nitrico, acido fosférico y similares, y acidos organicos tales como acido acético, acido propidnico, acido glicélico,
acido piravico, acido oxalico, acido maleico, acido maldnico, acido succinico, acido fumarico, acido tartarico, acido
citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-
toluensulfénico, acido salicilico y similares. El término "sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables”
incluye las derivadas de bases inorganicas tales como sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio, magnesio, hierro,
zinc, cobre, manganeso, aluminio y similares. Las sales particularmente preferidas son sales de amonio, calcio,
magnesio, potasio y sodio. Las sales derivadas de bases organicas no toxicas farmacéuticamente aceptables incluyen
sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas de origen
natural, aminas ciclicas y resinas de intercambio idnico basicas, tales como isopropilamina, trimetilamina, dietilamina,
trietilamina, tripropilamina y etanolamina. Las formulaciones que pueden usarse para la administracion in vivo son
preferiblemente estériles. Esto se logra facilmente mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles u
otros métodos.

En algunos aspectos, las composiciones farmacéuticas de la descripcion se administran por via parenteral en forma
de formulacién inyectable. En algunos aspectos, las composiciones farmacéuticas para inyeccion se formulan usando
una solucion estérii o cualquier liquido farmacéuticamente aceptable como un vehiculo. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, agua estéril, solucién salina fesiolégica y medios de
cultivo celular (p. ej., medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), medio Eagles a-modificado (a-MEM) y medio F-
12). Se encuentran disponibles varios métodos de formulacion.

En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en el presente documento se formulan como inmunoliposomas. Un
liposoma es una pequeia vesicula que comprende varios tipos de lipidos, fosfolipidos o tensioactivos que es util para
la administraciéon de un agente terapéutico a un mamifero. Los liposomas que contienen el anticuerpo o la fusién Fc
pueden prepararse mediante varios métodos conocidos en la técnica. En algunos aspectos, los componentes del
liposoma estan dispuestos en una formacion de bicapa, similar a la disposicion lipidica de las membranas bioldgicas.
En algunos aspectos, los liposomas se generan mediante el método de evaporaciéon en fase inversa con una
composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). En algunos aspectos, los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para producir
liposomas con el didmetro deseado. En algunos aspectos, el liposoma contiene opcionalmente un agente
quimioterapéutico u otro agente terapéuticamente activo.

En algunos aspectos, las construcciones polipeptidicas descritas en el presente documento y otros agentes
terapéuticamente activos estan atrapados en microcapsulas preparadas mediante métodos que incluyen, entre otros,
técnicas de coacervacion, polimerizacion interfacial (por ejemplo, usando hidroximetilcelulosa o microcapsulas de
gelatina, o microcapsulas de poli (metilmetacrilato) , sistemas de administracion de farmacos coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) y macroemulsiones.

En algunos aspectos, se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de
preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos sélidos cuyas
matrices se encuentran en forma de articulos moldeados, p. €j., peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli (2-hidroxietilmetacrilato) o poli (alcohol vinilico)),
polilactidas, copolimeros de acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no degradable,
copolimeros de acido lactico-acido glicolico degradables como LUPRON DEPOT™ (que son microesferas inyectables
compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida), poli-D-(-)-acido 3-hidroxibutirico y
ProLease® (comercialmente disponible en Alkermes), que es un sistema de administracién basado en microesferas
compuesto por la molécula bioactiva deseada incorporada en una matriz de poli-DL-lactida-co-glicolido (PLG). Algunas
formulaciones de liberacion sostenida permiten la liberacion de moléculas durante unos pocos meses, p. €j., de uno a
seis meses, mientras que otras formulaciones liberan composiciones farmacéuticas de la descripcién durante periodos
de tiempo mas cortos, p. €j., de dias a semanas.
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En algunos aspectos, la concentracion del polipéptido descrito en el presente documento en una formulacion
farmacéutica varia de aproximadamente 0,1 a 100% en peso En algunos casos, la concentracion del polipéptido
descrito en el presente documento esta en el intervalo de 0,003 a 1,0 molar. En algunos casos, la concentracion del
polipéptido en una formulacién farmacéutica varia de aproximadamente 5 mg/mL a unos 50 mg/mL (p. ej., de
aproximadamente 10mg/mL a unos 40 mg/mL o de unos 20 mg/mL a unos 30 mg/mL). En algunos aspectos, para
tratar a un paciente, se administra una dosis terapéuticamente eficaz de un polipéptido descrito en el presente
documento. El término "dosis terapéuticamente eficaz" se refiere a una dosis que produce los efectos para los que se
administra. La dosis exacta dependera del propdsito del tratamiento. En algunos aspectos, las dosis varian entre 0,01
y 100 mg/kg de peso corporal o mas, por ejemplo, 0,1, 1,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 mg/kg de peso corporal.
En algunos aspectos, los ajustes para la degradacion del constructo polipeptidico, la administracion sistémica frente
a localizada y la tasa de sintesis de nuevas proteasas, asi como la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo,
la dieta, el momento de la administracion, la interaccion farmacologica y la gravedad de la afeccidn es necesaria.

En algunos aspectos, las composiciones y formulaciones descritas en el presente documento se administran a un
sujeto que las necesita. En algunos aspectos, dicha administracion se lleva a cabo in vivo. En algunos aspectos, dicha
administracion se lleva a cabo ex vivo. En algunos aspectos, la administracion de la composicion farmacéutica que
comprende un polipéptido descrito en el presente documento se realiza de diversas formas, que incluyen, pero no se
limitan a, por via oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intradtica, transdérmica, tépica (p. €j., geles, pomadas,
lociones, cremas, etc.), intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar (p. e€j., tecnologia inhalable AERx® desponible
comercialmente de Aradigm, o sistema de administracion pulmonar Inhance™ disponible comercialmente de Inhale
Therapeutics), vaginal, parenteral, rectal o intraocular. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica se formula
en consecuencia dependiendo de la forma de introduccion.

En algunos aspectos, la composicion farmacéutica para la terapia génica esta en un diluyente aceptable o incluye una
matriz de liberacién lenta en donde esta embebido el vehiculo de administracion del gen. En algunos aspectos, los
vectores usados como vehiculos de administracion de genes in vivo incluyen, pero no se limitan a, vectores
retrovirales, vectores adenovirales, vectores poxvirales (p. ej., vectores virales de vaccinia, como Vaccinia Ankara
modificada), vectores virales adenoasociados y vectores alfavirales.

XI. Vias, dosificaciéon y administracion

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de senal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada mondmero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

En algunos aspectos, las composiciones farmacéuticas que incluyen polipéptidos de la descripcion como proteinas
terapéuticas se formulan para, p. e€j., administracién intravenosa, administracion parenteral, administracion
subcutanea, administracion intramuscular, administracion intraarterial, administracion intratecal o administracion
intraperitoneal. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica se formula o se administra por via oral, nasal, spray,
aerosol, rectal o vaginal Para las formulaciones inyectables, se encuentran disponibles varios vehiculos farmacéuticos
eficaces.

En algunos aspectos, una composicion farmacéutica que incluye una molécula de acido nucleico que codifica un
polipéptido de la descripcidon o un vector que contiene dicha molécula de acido nucleico se administra mediante
administracion de genes. Se encuentran disponibles varios métodos de administracion de genes. En algunos aspectos,
los vectores usados como vehiculos de administracion de genes in vivo incluyen, pero no se limitan a, vectores
retrovirales, vectores adenovirales, vectores poxvirales (p. ej., vectores virales de vaccinia, como Vaccinia Ankara
modificada (VMA), vectores virales adenoasociados y vectores alfavirales. En algunos aspectos, las moléculas de AR
nM que codifican polipéptidos de la descripcion se administran directamente a un sujeto.

La dosis de las composiciones farmacéuticas de la descripcion depende de factores que incluyen la via de
administracion, la enfermedad a tratar y las caracteristicas fisicas, p. ej., edad, peso, salud general del sujeto. En
algunos aspectos, la cantidad de un polipéptido de la descripcidon contenida en una sola dosis es una cantidad que
previene, retrasa o trata eficazmente la enfermedad sin inducir una toxicidad significativa. En algunos aspectos, una
composicion farmacéutica de la descripcion incluye una dosis de un polipéptido de la descripcion que varia de 0,01 a
500 mg/kg (p. €j., 0,01, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, o 500 mg/kg) y, en un aspecto mas especifico, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 mg/kg vy,
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en un aspecto mas especifico, aproximadamente 1 a aproximadamente 30 mg/kg. En algunos aspectos, el médico
puede adaptar la dosificacion segun factores convencionales, tales como la extension de la enfermedad y distintos
parametros del sujeto.

En algunos aspectos, la toxicidad de los agentes terapéuticos y polipéptidos descritos en el presente documento se
determina mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales de experimentacion, p.
ej., determinando la LD50 (la dosis letal al 50% para la poblacién) o la LD1oo (la dosis letal al 100% para la poblacién).
En algunos aspectos, los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y los estudios en animales pueden
usarse para formular un intervalo de dosificacién a ser usado en seres humanos. La dosificacion de las proteinas
descritas en el presente documento estaran preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes
que incluyen una dosis eficaz con poca o ninguna toxicidad. En algunos aspectos, la dosificacion puede variar dentro
de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracién utilizada. En algunos
aspectos, la formulacion exacta, la via de administracion y la dosificacion son elegidas por un médico individual en
vista del estado del paciente.

En algunos aspectos, las composiciones farmacéuticas se administran de una manera compatible con la formulacion
de dosificacion y en una cantidad que sea terapéuticamente eficaz para dar como resultado una mejora o remediacion
de los sintomas de una enfermedad o trastorno. En algunos aspectos, las composiciones farmacéuticas se administran
en una variedad de formas de dosificacion, p. ej., formas de dosificacion intravenosa, formas de dosificacion
subcutanea y formas de dosificacion oral (p. €j., soluciones ingeribles, capsulas de liberaciéon de farmacos).
Generalmente, las proteinas terapéuticas se dosifican a 0,1-100mg/kg, p.ej, 1-50mg/kg. En algunos aspectos, las
composiciones farmacéuticas que incluyen un polipéptido de la descripcidon se administran a un sujeto que lo necesita,
por ejemplo, una o mas veces (p. €j., 1-10 veces o mas) diariamente, semanalmente, mensualmente, bianualmente,
anualmente o como médicamente necesario. Las dosificaciones se pueden proporcionar en un régimen de dosificacion
Unico o multiple. En algunos aspectos, el tiempo entre administraciones disminuye a medida que mejora la afeccion
médica o aumenta a medida que disminuye la salud del paciente.

XIl. Métodos de tratamiento

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-qa, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92.

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de 1gG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, métodos de tratamiento que comprende administrar
polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un
dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el residuo 80 con respecto
a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un
dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27,
residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92.

En algunos aspectos, la descripcion proporciona composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento que se usan
para tratar a pacientes que padecen enfermedades y trastornos asociados con SIRP-a o actividad de CD47, tales
como canceres Yy enfermedades inmunolégicas (por ejemplo, enfermedades autoinmunes y enfermedades
inflamatorias). En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en el presente documento se administran a un sujeto
en un método para aumentar la fagocitosis de una célula diana (p. €j., una célula cancerosa) en el sujeto. En algunos
aspectos, los polipéptidos se administran a un sujeto en un método para destruir células cancerosas en el sujeto. En
algunos aspectos, los polipéptidos se administran a un sujeto en un método para eliminar las células T reguladoras
en el sujeto. En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en el presente documento se administran a un sujeto en
un método para aumentar el injerto de células madre hematopoyéticas en el sujeto, en donde el método incluye
modular la interaccion entre SIRP-a y CD47 en el sujeto. En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en este
documento se administran a un sujeto en un método para alterar una respuesta inmune (p. ej., suprimiendo la
respuesta inmune) en el sujeto. En algunos aspectos, los métodos anteriores se combinan con otros métodos para
tratar una enfermedad. En algunos aspectos, se describen en el presente documento una combinacion de un
polipéptido (p. e€j., una variante de D1 de SIRP-a) y un segundo agente terapéutico. En algunos aspectos, la
combinacién comprende un polipéptido (p. €j., una variante de D1 de SIRP-a) y un segundo agente terapéutico, en
donde el segundo agente terapéutico es un anticuerpo. En el presente documento se describen, en algunos aspectos,
polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la proteina reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un
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dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto
a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un
dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27,
residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92. En algunos aspectos, la
combinacién comprende un polipéptido que tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104,
107-113, 116-122, 135-137, 0 152-159; y un anticuerpo.

En algunos aspectos, los métodos anteriores se emplean con estrategias para tratar una enfermedad en donde la
administracion de un polipéptido es una opcién terapéutica. Los ejemplos no limitantes de lo anterior incluyen el uso
de un anticuerpo o un fragmento de proteina. Por ejemplo, en algunos aspectos, se administra un anticuerpo o
fragmento de proteina en combinacion con los polipéptidos variantes de Fc descritos en el presente documento. En
algunos aspectos, los constructos polipeptidicos descritos en el presente documento se usan para mejorar la
fagocitosis de otros agentes.

Los métodos de tratamiento incluyen administrar a un sujeto que tiene una enfermedad (p. €j., cancer) (i) un polipéptido
que incluye una variante de D1 de SIRP-a y opcionalmente (ii) un anticuerpo. En algunos aspectos, antes de tratar
una enfermedad (p. €j., cancer) en un sujeto, la secuencia o secuencias de aminoacidos de SIRP-a en el sujeto se
determinan, por ejemplo, a partir de cada uno de los dos alelos que codifican el gen de SIRP-a. En este método de
tratamiento, primero se determinan las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos SIRP-a en una muestra
bioldgica del sujeto. A continuacion, se administra al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de
la descripcion. En algunos aspectos, la variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad administrada tiene la misma
secuencia de aminoacidos que la de los polipéptidos de SIRP-a en la muestra biolégica del sujeto, excepto por la
introduccion de cambios de aminoacidos que aumentan la afinidad del polipéptido SIRP-a a CD47. La variante de D1
de SIRP-a de alta afinidad en el polipéptido tiene preferiblemente una inmunogenicidad minima en el sujeto después
de la administracién del polipéptido.

En algunos aspectos, se administra un anticuerpo ademas de los polipéptidos descritos en el presebte documento. En
algunos aspectos, el anticuerpo se coadministra con el polipéptido. En algunos aspectos, el anticuerpo se administra
simultaneamente, por ejemplo, en una composicidon farmacéutica que tiene tanto el polipéptido como el anticuerpo.
Alternativamente, el anticuerpo se administra antes o después de la administracion del polipéptido. En algunos
aspectos, el polipéptido y el anticuerpo se administran sustancialmente de forma simultanea (p. €j., dentro de una
semana, 6, 5, 4, 3, 2, 1 dia, 12, 6, 3, 2, 1 hora entre si o sustancialmente simultaneamente), seguido de la
administracion del anticuerpo solo. En algunos aspectos, el polipéptido y el anticuerpo se administran sustancialmente
de forma simultanea (por ejemplo, dentro de una semana, 1 dia, 1 hora entre si o sustancialmente simultdneamente),
seguido de la administraciéon del anticuerpo solo 6, 5, 4, 3, 2, 1 dias, 12, 6, 3, 2, 1 hora entre si o0 sustancialmente
simultdneamente.

Un anticuerpo coadministra do o proporcionado en una composicion o método descrito en este documento, se refiere
a un anticuerpo que se dirige a una célula, como una célula cancerosa o una célula del sistema inmunolégico, como
una célula T (p. Ej., Un regulador Célula T). Un anticuerpo puede ser de cualquier isotipo de anticuerpo de
inmunoglobulina, por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgA o IgD. En algunos aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo de isotipo
IgG1 humano. En algunos aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo de isotipo IgG2 humano. En algunos aspectos, el
anticuerpo es un anticuerpo de isotipo IgG4 humano.

El término “anticuerpo” se usa en la presente en el sentido mas amplio y comprende varias estructuras de anticuerpo,
que incluyen de modo no taxativo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos
(por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpos, siempre que exhiban la actividad deseada de
unién al antigeno. Un "fragmento de anticuerpo” comprende una parte de un anticuerpo intacto, preferiblemente, la
region variable y/o de unidn al antigeno del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen los
fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpos de cadena sencilla y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos,2, El término "anticuerpo monoclonal" se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, p. €j., los anticuerpos
individuales que comprenden la poblacién son idénticos con la excepcion de posibles mutaciones de origen natural
que pueden estar presentes en cantidades minimas. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos y se
dirigen a un unico epitopo antigénico (p. €j., un epitopo en un antigeno canceroso). En contraste con las preparaciones
de anticuerpos policlonales, que incluyen tipicamente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes epitopos, cada
anticuerpo monoclonal se dirige contra un unico epitopo en el antigeno. El modificador "monoclonal” indica el caracter
del anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos considerablemente homogénea y no se debe
interpretar que requiere la produccién del anticuerpo a través de ningun método particular. En algunos aspectos, un
anticuerpo en una composicion de la presente descripcién causa fagocitosis celular dependiente de anticuerpos
(ADCP) o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Los ejemplos no limitantes de enfermedades que
se tratan usando tales estrategias incluyen canceres tales como canceres hematolégicos, por ejemplo leucemias (p.
ej., leucemia mieloide aguda); trastornos inmunes (p. ej., para mejorar la respuesta inmunitaria deteriorada o
disminuida de un sujeto, o alternativamente para limitar la respuesta inmunitaria hiperactiva de un sujeto); e infecciones
patégenas.
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En algunos aspectos, los métodos descritos en este documento comprenden administra r un polipéptido descrito en
este documento (p. €j., una variante de D1 de SIRP-a) y un anticuerpo que se dirige a un antigeno canceroso. En
algunos aspectos, un antigeno canceroso dirigido por un anticuerpo o una proteina similar a un anticuerpo son
péptidos expuestos derivados de antigenos asociados a tumores intracelulares (TAA) en complejo con moléculas de
clase | de antigeno leucocitario humano (HLA) en la superficie (también conocidas como complejo MHC/péptido). Los
ejemplos no limitantes de dichos antigenos cancerosos, p. €j., péptidos en complejo con moléculas de HLA expuestas
en la superficie de las células cancerosas, que son el objetivo de un anticuerpo o proteinas similares a los anticuerpos
en una composicion de la descripcion incluyen: NY-ESO-1/LAGE1, Familia SSX-2, MAGE (MAGE-A3), gp100/ pMel17,
Melan-A/MART-1, tirosinasa TRP2, gp75/TRP1,, CEA, PSA, TAG-72, Receptor de laminina inmaduro, MOK/RAGE-1,
WT-1,Her2/neu, EphA3, SAP-1, BING-4, Ep-CAM, MUC1, PRAME, survivina, mesotelina, BRCA1/2(mutado), CDK4,
CML66, MART-2, p53(mutado), Ras (mutado), B-catenina (mutado), TGF-BRII (mutado), HPV E6, E7. Los ejemplos
de tales anticuerpos incluyen ESK1 (WT-1), RL1B(Her2-E75), Pr20 (PRAME) y 3,2G1 (hCGB).

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de senal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92. En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden
administra r un polipéptido que comprende una variante de D1 de SIRP-a que comprende un dominio D1 de SIRP-q,
o un fragmento del mismo, que tiene una mutacion de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un D1 de SIRP-a
de tipo salvaje dominio; y al menos una mutacién de aminoéacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a
de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6,residuo 27,residuo 31,residuo
47 residuo 53,residuo 54,residuo 56,residuo 66,y residuo 92;y un anticuerpo que se dirige a NY-ESO-1/LAGE1, SSX
-2, Familia MAGE (MAGE-A3), gp100/ pMel17, Melan-A/MART-1, tirosinasa TRP2, gp75/TRP1,, CEA, PSA, TAG-72,
Receptor de laminina inmaduro-1,MOK/RAGE-1, WT-1, Her2/neu, EphA3, SAP-1, BING-4, Ep-CAM, MUC1, PRAME,
survivina, mesotelina, BRCA1/2(mutado), CDK4, CML66, MART-2, p53(mutado), Ras (mutado), B-catenina (mutado),
TGF-BRII (mutado), HPV EB6, E7. En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que
comprenden una variante de D1 de la proteina a reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de
SIRP-q, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio
D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de
SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6,residuo 27,residuo 31,residuo
47 residuo 53,residuo 54,residuo 56,residuo 66,y residuo 92; y un anticuerpo, en donde el anticuerpo es ESK1 (WT-
1). RL1B (Her2-E75), Pr20 (PRAME) y 3,2G1 (hCGp).

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun las SEQ ID NOs: 78-85,98-104,107-113,116-122,135-137,152-159 y un anticuerpo que se
dirige a un antigeno canceroso. En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden
administrar un polipéptido que tiene una secuencia segln cualquiera de SEQ ID NOs: 78%5,98194,107-13,116-122,
135-137,0 152-159;y un anticuerpo que se dirige a la/LAGE1, familia NY-ESO-1 SSX-2, MAGE (MAGE-A3), gp100/
pMel17, Melan-A/IMART-1, tirosinasa TRP2, gp75/TRP1, TRP2, CEA, PSA, TAG-72, Receptor de laminina
inmaduro,1,MOK/RAGE- PESO1,Her2/neu, EphA3, SAP-1, BING-4, Ep-CAM, MUC1, PRAME, survivina, mesotelina,
BRCA1/2(mutado), CDK4, CML66, MART-2, p53(mutado), Ras (mutado), B-catenina (mutado), TGF-BRII (mutado),
HPV E6, E7. En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un
polipéptido que tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs:SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-
122,135-137,0 152-159;y un anticuerpo, en donde el anticuerpo es ESK1 (WT-1), RL1B(Her2-E75), Pr20 (PRAME) y
3,2G1 (hCGpB) .

En algunos aspectos, un anticuerpo se dirige a las células cancerosas, por ejemplo, uniéndose a proteinas expresadas
por las células cancerosas. Algunas proteinas se expresan en niveles mas altos en las células cancerosas que en las
células no cancerosas. Por ejemplo, un antigeno canceroso es una proteina que se expresa preferiblemente por
células cancerosas (p. €j., se expresa a niveles mas altos en células cancerosas que en células no cancerosas) y, en
algunos casos, se expresa unicamente por células cancerosas. Los ejemplos no limitantes de proteinas, p. €j.,
proteinas expresadas por células cancerosas, que son dirigidas por un anticuerpo en una composicién de la
descripcion incluyen: 4-1BB,5T4, AGS-16, ALK1, ANG-2, B7-H3, B7-H4, c-fms, c-Met, CA6, CCR4, CD123, CD19,
CD20, CD22, CD27, EpCAM, CD30, CD32b, CD33, CD37, CD38, CD40, CD52, CD70, CD74, CD79b, CD98, CEA,
CEACAMS, CLDN182, CLDN6, CS1, CTLA-4, CXCR4, DLL-4, EGFR, EGP-1, ENPP3, EphA3, ETBR, FGFR2,
fibronectina, FR-alfa, receptor Frizzled, GCC, GD2, glypican-3, GP NMB, HER-2, HER3, HLA-DR, ICAM-1, IGF-1 R,
IL-3R, LAG-3, LIV-1, mesotelina, MUC16, MUC1, NaPi2b, Nectin-4, Notch 2,Notch 1, OX40,PD-1, PD-L1, PD-L2,
PDGFR-a, PS, PSMA, SLTRK6, STEAP1, TEM1, VEGFR, CD25, CD27L,DKK-1, CSF-1 R, o cualquiera de sus
combinaciones. En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en el presente documento se administran en
combinacién con un inhibidor de punto de control, como un inhibidor de anticuerpos de CTLA-4 (p. €j., ipilimumab,
tremelimumab), PD-1 (p. €j., nivolumab, Pidilizumab, MK3475 también conocido como pembrolizumab, BMS936559,
y MPDL3280A) y LAG-3 (p. €j., BMS986016).

En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de la
proteina reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-q, o un fragmento del mismo, que tiene
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una mutacion de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos
una mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo que dirige una proteina expresada por una célula cancerosa. En algunos
aspectos, los polipéptidos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de la proteina
reguladora de sefial (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-qa, o un fragmento del mismo, que tiene una
mutacion de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una
mutacion de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado
del grupo que consiste en: residuo 6,residuo 27,residuo 31,residuo 47,residuo 53,residuo 54,residuo 56,residuo 66,y
residuo 92; y un anticuerpo que dirige 4-1BB, 5T4, AGS-16, ALK1, ANG-2, B7-H3, B7-H4, c-fms, c-Met, CA6, CCR4,
CD123, CD19, CD20, CD22, CD27, EpCAM, CD30, CD32b, CD33, CD37, CD38, CD40, CD52, CD70, CD74, CD79Db,
CD98, CEA, CEACAMS5, CLDN18,2, CLDN6, CS1, CTLA-4, CXCR4, DLL-4, EGFR, EGP-1, ENPP3, EphA3, ETBR,
FGFR2, fibronectina, FR-alfa, receptor Frizzled, GCC, GD2, glypican-3, GP NMB, HER-2, HER3, HLA-DR, ICAM-1,
IGF-1 R, IL-3R, LIV-1, mesotelina, MUC16, MUC1, NaPi2b, Nectin-4, Notch 2, Notch 1, OX40, PD-1, PD-L1, PD-L2,
PDGFR-a, PS, PSMA, SLTRK6, STEAP1, TEM1, VEGFR, CD25, CD27L, DKK-1, CSF-1 R o cualquier combinacién
de los mismos. En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un
polipéptido que comprende una variante de D1 de SIRP-a que comprende un dominio D1 de SIRP-q, o un fragmento
del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un D1 de SIRP-a de tipo salvaje
dominio; y al menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje
en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53,
residuo 54, residuo 56, residuo 66, y residuo 92;y un anticuerpo, donde el anticuerpo es un inhibidor de anticuerpo de
CTLA-4 (p. €j., ipilimumab, tremelimumab), PD-1 (p. €j., nivolumab, pidilizumab, MK3475también conocido como
pembrolizumab y MPDL3280A), BMS936559,0 LAG-3 (p. €j., BMS986016).

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun SEQ ID NOs: 78-85,98-104,107-113,116-122,135-137,152-159; y un anticuerpo que se
dirige a una proteina expresada por una célula cancerosa. En algunos aspectos, los métodos descritos en este
documento comprenden administrar un polipéptido que tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs:SEQ
ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122,135-137,0 152-159;y un anticuerpo que se dirige a 4-1BB, 5T4, AGS-16,
ALK1, ANG-2, B7-H3, B7-H4, c-fms, c-Met, CA6, CCR4, CD123, CD19, CD20, CD22, CD27, EpCAM, CD30, CD32b,
CD33, CD37, CD38, CD40, CD52, CD70, CD74, CD79b, CD98, CEA, CEACAMS5, CLDN18,2, CLDN6, CS1, CTLA-4,
CXCR4, DLL-4, EGFR, EGP-1, ENPP3, EphA3, ETBR, FGFR2, fibronectin, FR-alpha, Frizzled receptor, GCC, GD2,
glypican-3, GP NMB, HER-2, HER3, HLA-DR, ICAM-1, IGF-1 R, IL-3R, LAG-3, LIV-1, mesothelin, MUC16, MUC1,
NaPi2b, Nectin-4, Notch 2, Notch 1, OX40, PD-1, PD-L1, PD-L2, PDGFR-a, PS, PSMA, SLTRK6, STEAP1, TEM1,
VEGFR, CD25, CD27L, DKK-1, CSF-1 R, o cualquiera de sus combinaciones. En algunos aspectos, los métodos
descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que tiene una secuencia segun cualquiera
de SEQ ID NOs:SEQ ID NOs: 78%5,98104,107-"3, 116-122,135-137,0 152-159;y un anticuerpo, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo inhibidor de CTLA-4 (p. ej., ipilimumab, tremelimumab), PD-1 (p. ej., nivolumab,
pidilizumab, MK3475 también conocido como pembrolizumab, BMS936559, y MPDL3280A) o LAG-3 (p €],
BMS986016)

En algunos aspectos, los métodos descritos en este documento comprenden administrar un polipéptido descrito en el
presente documento (p. €j., una variante de D1 de SIRP-a) y un anticuerpo inmuno-oncolégico. En algunos aspectos,
los anticuerpos que se usan en las composiciones de la descripcion incluyen, pero no se limitan a: cetuximab,
necitumumab, pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab, MEDIO680, MED 16469, atezolizumab, avelumab, durvalumab,
MEDI6383, RG7888, ipilimumab, enomelimumab, urelumab, PF-05082566, vablituzumab, varlilumab,
mogamalizumab, SAR650984, daratumumab, trastuzumab, trastuzumab emtansina, pertuzumab, elotuzumab,
rituximab, ofatumumab, obinutuzumab, RG7155, FPAQ008, panitumumab, brentuximab brentuximab,
MSB0010718C,belimumab, bevacizumab, denosumab, panitumumab, ramucirumab, necitumumab, nivolumab,
pembrolizumab, avelumab, atezolizumab, durvalumab, MEDIO680, pidilizumab, o BMS-93659, anticuerpo anti-HER2,
anticuerpo anti-CD20, anticuerpo anti-CD19, anticuerpo anti-CS1, anticuerpo anti-CD38, anticuerpo anti-EGFR,
anticuerpo anti-PD1, anticuerpo anti-RANKL, anticuerpo anti-OX40, anti-PD -1 anticuerpo, anticuerpo anti-PD-L1,
anticuerpo anti-CD274, anticuerpo anti-CTLA-4, anticuerpo anti-CD137,B7-H3 anticuerpo anti-4-1BB, anti-anticuerpo,
anticuerpo anti-FZD7, anticuerpo anti-CD27, anti -Anticuerpo CCR4, antibiético anti-CD38 ody, anticuerpo anti-CSFIR,
anticuerpo anti-CSF, anticuerpo anti-CD30, anticuerpo anti-BAFF, anticuerpo anti-VEGF o anticuerpo anti-VEGFR2.
En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
comprende una variante de D1 de SIRP-a que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un D1 de SIRP-a de tipo salvaje dominio; y al
menos una mutacién adicional de aminoacidos con relacién a una de tipo salvaje SIRP-a dominio D1 en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: el residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54,
residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en donde el anticuerpo es, un anti -HER2 anticuerpo, anticuerpo
anti-CD20, anticuerpo anti-CD 19, anticuerpo anti-CS1, anticuerpo anti-CD38, anticuerpo anti-EGFR, anticuerpo anti-
PD1, anticuerpo anti-RANKL, anticuerpo anti-OX40, anti-PD-1 anticuerpo, anticuerpo anti-PD-L1, anticuerpo anti-
CD274, anticuerpo anti-CTLA-4, anticuerpo anti-CD137, anticuerpo anti-4-1BB, anticuerpo anti-B7-H3, anticuerpo anti-
FZD7, anticuerpo anti-CD27, anti-CCR4 anticuerpo, anticuerpo anti-CD38, anti-anticuerpo,CSF1R anticuerpo anti-
CSF, anticuerpo anti-CD30, anticuerpo anti-BAFF, anticuerpo anti-VEGF o anticuerpo anti-VEGFR2. En algunos
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aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que comprende
una variante de D1 de SIRP-a que comprende un dominio D1 de SIRP-qa, o un fragmento del mismo, que tiene una
mutacion de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un D1 de SIRP-a de tipo salvaje dominio; y al menos una
mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado
del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo
66 y residuo 92; y un anticuerpo, en donde el anticuerpo es cetuximab, necitumumab, pembrolizumab, nivolumab,
pidilizumab, MEDIO680, MED16469, atezolizumab, avelumab, durvalumab, MEDI6383, RG7888, ipilimumab,
tremelimumab, urelumab, PF-05082566, enoblituzumab, vantictumab, varlilumab, mogamalizumab, SAR650984,
daratuzumumab, RG7155, FPA008, trastumabumabumabuma, pertumin de panutuz, MSB0010718C,belimumab,
bevacizumab, denosumab, panitumumab, ramucirumab, necitumumab, nivolumab, pembrolizumab, avelumab,
atezolizumab, durvalumab, MEDI0680, pidilizumab o BMS-93659.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacion de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es trastuzumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27 ,residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es rituximab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es cetuximab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es daratumumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es belimumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es bevacimumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es denosumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacion de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo espantimumab.
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En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 SIRP-a que
comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el residuo
80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacién de aminoacido adicional con
respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6,
residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es ramucirumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es necitumumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es nivolumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es pembrolizumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 SIRP-a que
comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de aminoacido en el residuo
80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacién de aminoacido adicional con
respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6,
residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es avelumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es atezolizumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es durvalumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutacién de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es MEDI0680.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutacion de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es pidilizumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden una variante de D1 de SIRP-a
que comprende un dominio D1 de SIRP-a, o un fragmento del mismo, que tiene una mutaciéon de aminoacido en el
residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al menos una mutaciéon de aminoacido adicional
con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo seleccionado del grupo que consiste en: residuo
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6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo 56, residuo 66 y residuo 92; y un anticuerpo, en
donde el anticuerpo es BMS-93659.

En algunos aspectos, los métodos descritos en este documento comprenden administra r un polipéptido que tiene una
secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un anticuerpo,
en donde el anticuerpo es un anticuerpo anti-HERZ2, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo
anti-CS1, anticuerpo anti-CD38, anticuerpo anti-EGFR, anticuerpo anti-PD1, anticuerpo anti-RANKL, anticuerpo anti-
0X40, anticuerpo anti-PD-1, anticuerpo anti-PD-L1, anticuerpo anti-CD274, anti-CTLA-4 anticuerpo, anticuerpo anti-
CD137, anticuerpo anti-4-1BB, anticuerpo anti- B7-H3, anticuerpo anti-FZD7, anticuerpo anti-CD27, anticuerpo anti-
CCR4, anticuerpo anti-CD38, anticuerpo anti-CSFIR, anticuerpo anti-CSF, anti- Anticuerpo CD30, anticuerpo anti-
BAFF, anticuerpo anti-VEGF o anticuerpo anti-VEGFR2.En algunos aspectos, los métodos descritos en este
documento comprenden administra r un polipéptido que tiene una secuencia segun SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-
113, 116-122, 135-137, 152-159; y un anticuerpo, en donde el anticuerpo es cetuximab, necitumumab, pembrolizumab,
nivolumab, pidilizumab, MEDI0O680, MED16469, atezolizumab, avelumab, durvalumab, MEDI6383, RG7888,
ipilimumab, tremelimumab, urea, PF-05082566, enoblituzumab, vantictumab, varlilumab, mogamalizumab,
SAR650984, daratumumab, trastuzumab, trastuzumab emtansina, pertuzumab, elotuzumab, rituximab, ofatumumab,
obinutuzumab, RG7155, FPAO08, panitumumab, brentuximab brentuximab, MSB0010718C,belimumab,
bevacizumab, denosumab, panitumumab, ramucirumab, necitumumab, nivolumab, pembrolizumab, avelumab,
atezolizumab, durvalumab, MEDI0680, pidilizumab o BMS-93659.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104,107-113,116-122,135-137,152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es trastuzumab

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 7SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137,
152-159; y un anticuerpo, en donde el anticuerpo es rituximab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es cetuximab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es daratumumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es belimumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85,98-104,107-113,116-122,135-137,152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es bevacizumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es denosumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es pantimumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es ramucirumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es necitumumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es nivolumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es pembrolizumab.
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En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es pantimumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es atezolizumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es durvalumab,

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es MEDI0680.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es pidilizumab.

En algunos aspectos, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar un polipéptido que
tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID NOs: 78-85, 98-104, 107-113, 116-122, 135-137, 152-159; y un
anticuerpo, en donde el anticuerpo es BMS- 93659.

En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en este documento mejoran la actividad antitumoral de rituximab. En
algunos aspectos, los polipéptidos descritos en el presente documento mejoran la actividad antitumoral de rituximab
en el modelo de xenoinjerto Raji-NSG. En algunos aspectos, los polipéptidos descritos en este documento mejoran el
agotamiento de células B mediado por rituximab en primates no humanos (NHP).

En algunos aspectos, los polipéptidos y las composiciones farmacéuticas de la descripcidon se usan en diversas
terapias contra el cancer. Los canceres susceptibles de tratamiento segun la invencion incluyen, pero no se limitan a,
cancer de tumor sélido, cancer hematolégico, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide
cronica, leucemia linfoblastica aguda, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, mieloma multiple, cancer de vejiga,
cancer de pancreas, cancer de cuello de utero, cancer de endometrio, cancer de pulmén, cancer de bronquios, cancer
de higado, cancer de ovarios, cancer de colon y recto, cancer de estbmago, cancer gastrico, cancer de vesicula biliar,
cancer de tumor del estroma gastrointestinal, cancer de tiroides, cancer de cabeza y cuello, cancer de orofaringe,
cancer de esofago, melanoma, cancer no melanoma de piel, carcinoma de células de Merkel, cancer inducido por
virus, neuroblastoma, cancer de mama, cancer de préstata, cancer renal, cancer de células renales, cancer de pelvis
renal, leucemia, linfoma, sarcoma, glioma, tumor cerebral, y carcinoma. En algunos aspectos, las condiciones
cancerosas susceptibles de tratamiento segun la descripcion incluyen canceres metastasicos. En algunos aspectos,
el cancer susceptible de tratamiento segun la descripcién es un tumor sélido o cancer hematolégico.

En algunos aspectos, un anticuerpo se dirige a células del sistema inmunoldgico, tales como células T, p. €j., células
T reguladoras, uniéndose a proteinas expresadas por células del sistema inmunolégico. En algunos aspectos, los
métodos descritos en este documento comprenden administrar un polipéptido descrito en el presente documento (p.
ej., una variante de D1 de SIRP-a) y un anticuerpo que se dirige a células del sistema inmunoldgico. Ejemplos de
proteinas expresadas por células del sistema inmunolégico incluyen, pero no se limitan a, 41BB, CD40, CD40L,
CD163, CD206, CTLA4, PD1, TIM-3, BTLA, VISTA, LAG-3, CD28, OX40, GITR, CD137, CD27, HVEM, CCR4, CD25,
CD103, Kirg1, Nrp1, CD278, Gpr83, TIGIT CD154, CD160, y PD1H. En algunos aspectos, un anticuerpo se disefia de
manera que tenga una union preferencial a proteinas (p. €j., receptores) expresadas por células T (p. €j., células T
reguladoras) en comparacion con otras células del sistema inmunolégico. En algunos aspectos, un anticuerpo en una
composicion de la descripcidn incluye un dominio Fc de la subclase I1gG1, 1gG2 o IgG4.

En algunos aspectos, los métodos de la descripcion incluyen alterar una respuesta inmune en un sujeto. Los métodos
incluyen administrar al sujeto un polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad y un anticuerpo,
alterando asi la respuesta inmune en el sujeto. En algunos aspectos, alterar la respuesta inmune incluye suprimir la
respuesta inmune.

En algunos aspectos, los polipéptidos y las composiciones farmacéuticas de la descripcion se usan en diversas
terapias para tratar enfermedades inmunolégicas. Enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias para el
tratamiento segun la descripcidon incluyen, pero no se limitan a, esclerosis mudltiple, artritis reumatoide, una
espondiloartropatia, lupus eritematoso sistémico, una enfermedad inflamatoria o autoinmunemediada por anticuerpos,
enfermedad de injerto contra huésped, sepsis, diabetes, psoriasis, aterosclerosis, sindrome de Sjogren, esclerosis
sistémica progresiva, esclerodermia, sindrome coronario agudo, reperfusién isquémica, enfermedad de Crohn,
endometriosis, glomerulonefritis, miastenia grave, fibrosis pulmonar idiopatica, asma, sindrome de dificultad
respiratoria aguda (ARDS), vasculitis 0 miositis inflamatoria autoinmune.
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En algunos aspectos, administrar un polipéptido a una célula implica poner en contacto la célula con una o mas de las
composiciones descritas en el presente documento.

Las dosis eficaces para tales opciones de tratamiento varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo
medios de administracion, sitio objetivo, estado fisioldgico del sujeto, si el sujeto es humano o un animal, otros
medicamentos administra dos vy si el tratamiento es profilactico o terapéutico. En algunos aspectos, el paciente es un
ser humano, pero también se tratan mamiferos no humanos, p. ej., animales de compafila como perros, gatos,
caballos, etc., mamiferos de laboratorio como conejos, ratones, ratas, etc., y similares. En algunos aspectos, las dosis
de tratamiento se titulan para optimizar la seguridad y la eficacia.

En algunos aspectos, la dosificacion terapéutica varia de aproximadamente a 0,0001 a 100 mg/kg, y mas
habitualmente de 0,01 a 30 mg/kg, del peso corporal del huésped. En algunos aspectos, por ejemplo, las
dosificaciones son 1 mg/kg peso corporal o 30 mg/kg peso corporal o dentro del intervalo de 1-30mg/kg. En algunos
aspectos, los regimenes de tratamiento ejemplares adicionales comprenden la administracién una vez cada dos
semanas o una vez al mes o una vez cada 3 a 6 meses. En algunos aspectos, los agentes terapéuticos y los
constructos polipeptidicos descritos en el presente documento se administran en multiples ocasiones. En algunos
aspectos, los intervalos entre dosis Unicas son semanales, mensuales o anuales. En algunos aspectos, los intervalos
también son irregulares como se indica midiendo los niveles sanguineos de la entidad terapéutica en el paciente.
Alternativamente, los agentes terapéuticos o los constructos polipeptidicos descritos en el presente documento se
administran como una formulaciéon de liberacién sostenida, en cuyo caso es posible una administracion menos
frecuente. En algunos aspectos, la dosificacién y frecuencia puede variar dependiendo de la semivida de los
anticuerpos en el paciente.

En aplicaciones profilacticas, en algunos aspectos, se administra una dosis relativamente baja a intervalos
relativamente infrecuentes durante un largo periodo de tiempo. En algunos aspectos, los pacientes contindan
recibiendo tratamiento por el resto de sus vidas. En otras aplicaciones terapéuticas, se requiere una dosis
relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta que se reduce o termina la progresion de la enfermedad, y
preferiblemente hasta que el paciente muestra una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad.
Posteriormente, en algunos aspectos, a la patente se le administra un régimen profilactico.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar" y similares, se refieren a la administracion
de un agente, o la realizacion de un procedimiento, con el propdsito de obtener un efecto. En algunos aspectos, el
efecto es profilactico en términos de prevenir total o parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma. En algunos
aspectos, el efecto es terapéutico en términos de afectar una cura parcial o completa de una enfermedad o sintomas
de la enfermedad.

XIll. Kits

En el presente documento se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de D1 de la
proteina a reguladora de sefal (SIRP-a) que comprende un dominio D1 de SIRP-qa, o un fragmento del mismo, que
tiene una mutacién de aminoacido en el residuo 80 con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje; y al
menos una mutacién de aminoacido adicional con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje en un residuo
seleccionado del grupo que consiste en: residuo 6, residuo 27, residuo 31, residuo 47, residuo 53, residuo 54, residuo
56, residuo 66 y residuo 92;

En el presente documento también se describen, en algunos aspectos, polipéptidos que comprenden una variante de
Fc, en donde la variante de Fc comprende un dimero de dominio Fc que tiene dos mondmeros de dominio Fc, en
donde cada monémero de dominio Fc se selecciona independientemente de (i) una regién Fc de IgG1 humana que
consiste en mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A; (ii) una region Fc de IgG2 humana que consiste en
mutaciones A330S, P331S y N297A,; o (iii) una region Fc de IgG4 humana que comprende las mutaciones S228P,
E233P, F234V, L235A, delG236 y N297A.

También se proporcionan kits que incluyen polipéptidos descritos en este documento e instrucciones para el uso de
los mismos. Opcionalmente, los kits pueden incluir ademas al menos un reactivo adicional. Como ejemplo no limitante,
un agente quimioterapéutico o un anticuerpo antitumoral podria servir como al menos un agente adicional. En algunos
aspectos, los kits incluyen una etiqueta que indica el uso previsto del contenido del kit. El término etiqueta incluye
cualquier escritura o material grabado suministrado en o con el kit, 0 que de otro modo acompaiie al kit.

En algunos aspectos, un kit incluye (i) un polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad;
opcionalmente (ii) un anticuerpo; e (iii) instrucciones para administrar (i) y (ii) (si se proporcionan) a un sujeto que
padece una enfermedad. En algunos aspectos, los kits incluyen (i) un polipéptido que incluye una variante de D1 de
SIRP-a de alta afinidad; e (ii) instrucciones para administrar (i) un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo que no se
proporciona en el kit, a un sujeto que padece una enfermedad. En algunos aspectos, los kits incluyen (i) un anticuerpo;
e (ii) instrucciones para administrar (i) un polipéptido que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad a un
sujeto que padece una enfermedad.

En algunos aspectos, los kits se usan para tratar un sujeto que tiene cancer, tal como cancer de tumor sélido, cancer
hematoldgico, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica
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aguda, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, mieloma, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de cuello
uterino, cancer de endometrio, cancer de pulmon, cancer de bronquios, cancer de higado, cancer de ovario, cancer
de colon y recto, cancer de estdmago, cancer gastrico, cancer de vesicula biliar, cancer de tumor del estroma
gastrointestinal, cancer de tiroides, cancer de cabeza y cancer de cuello, cancer de orofaringe, cancer de eséfago,
melanoma, cancer de piel no melanoma, carcinoma de células de Merkel, cancer inducido por virus, neuroblastoma,
cancer de mama, cancer de prostata, cancer renal, cancer de células renales, cancer de pelvis renal, leucemia,
linfoma, sarcoma, glioma, tumor cerebral, carcinoma o cualquier combinacion de los mismos.

En algunos aspectos, los kits se usan para tratar a un sujeto que tiene un cancer de tumor sélido o un cancer
hematoldgico.

En algunos aspectos, los kits se usan para tratar a un sujeto que padece enfermedades inmunoldgicas. En algunos
aspectos, la enfermedad inmunoldégica es una enfermedad autoinmuneo una enfermedad inflamatoria, tal como la
esclerosis multiple, artritis reumatoide, una espondiloartropatia, lupus eritematoso sistémico, una enfermedad
inflamatoria o autoinmunemediada por anticuerpos, enfermedad de injerto contra huésped, sepsis, diabetes, psoriasis,
aterosclerosis, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica progresiva, esclerodermia, sindrome coronario agudo,
reperfusion isquémica, enfermedad de Crohn, endometriosis, glomerulonefritis, miastenia grave, fibrosis pulmonar
idiopatica, asma, sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), vasculitis, miositis inflamatoria autoinmune, o
cualquier combinacion de los mismos.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 - Polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a
Generacion de polipéptidos de la descripcién

Un polipéptido de la descripcion que incluye una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se genera usando técnicas
convencionales de clonacidon molecular y expresion de proteinas. Las posibles sustituciones de aminoacidos en una
variante de D1 de SIRP-a con respecto a un dominio D1 de SIRP-a de tipo salvaje se enumeran en las Tablas 2 y 5.
Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de la descripcion se clona en un vector optimizado para la
expresion en bacterias o células de mamifero que usan técnicas de biologia molecular bien conocidas. Después de la
induccién de la expresion de la proteina, las células se recogen y los polipéptidos expresados se purifican del
sobrenadante del cultivo celular usando cromatografia en columna de afinidad. Los polipéptidos purificados se
analizan luego mediante SDS-PAGE, seguido de tincién con azul de Coomassie para confirmar la presencia de bandas
de proteinas del tamafo esperado.

Los polipéptidos purificados se criban para determinar su unién a CD47 usando técnicas disponibles en la técnica,
tales como presentacion de fagos, presentacion de levadura, resonancia de plasmon superficial (SPR), ensayos de
centelleo de proximidad, ELISA, inmunoensayo ORIGEN (IGEN), extincion de fluorescencia, transferencia de
fluorescencia o cualquier bioensayo. Los polipéptidos deseados se unen a CD47 con mayor afinidad, por ejemplo,
CDA47, a un ser humano que a un SIRP-a de tipo salvaje.

Afinidad de union de polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a

En una serie de experimentos, los polipéptidos de dominios D1 SIRP-a de tipo salvaje y variantes de D1 de SIRP-a
de alta afinidad se generaron usando técnicas de clonacién y de expresion de proteinas moleculares convencionales.
La unién a CD47 humano se determiné usando SPR de la siguiente manera: brevemente, union de CD47 humano (R
y D Systems, nimero de catalogo 4670-CD o producido internamente como dominio extracelular monomérico, ECD)
a SIRP de tipo salvaje-a y SIRP-variantes de polipéptidos variantes a D1 se analizaron en un T100 instrumento Biacore
(GE Healthcare) o Proteon XPR36 (Bio-rad, Hercules, CA) usando solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH
7,4) complementado con 0,01%Tween -20 (PBST) como bufer de ejecucion. 200a 1000RU de ligando se inmovilizaron
en tampon de acetato de sodio 10mM (pH 4,5) en un chip Biacore CM4 sensor o chip Proteon GLC mediante
acoplamiento de amina estandar siguiendo las recomendaciones del fabricante. Varias concentraciones de analito (o
polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a), p. €j., variando desde al menos 0,1x a 10xvalor KD, se inyectaron durante
dos minutos con una velocidad de flujo 100uL/min, seguido de diez minutos de tiempo de disociacion. Después de
cada inyeccion de analito, la superficie se regener6 usando una mezcla 2:1 de tampdn de elucion Pierce 1gG (Life
Technologies, numero de catalogo 21004) y 4M NaCl inyectado durante 30 segundos. La regeneracion completa de
la superficie se confirmé mediante analisis de linea base e inyectando el mismo analito al comienzo y al final del
experimento. Todos los sensogramas se referenciaron doble usando una superficie de referencia y una inyeccion de
tampodn y se ajustaron a 1:1 Langmuir. El analito fue principalmente monomeérico, ya sea CD47 ECD o SIRP-a sin Fc.
El ligando del chip puede ser monomérico o una fusién Fc. Los datos de unién se proporcionan en la Tabla 16. Todos
los ensayos de SPR se realizaron a 25 °C.

79



ES 2881771 T3

Tabla 16. Polipéptido variante de SIRP-a y valores de KD asociados

SEQ ID NO: Humano CD47 Ko(M)
2 0,5x 10
53 4,5x 1010
54 2,7 x 10
55 6,2 x 10°10
56 2,0 x 10°10
57 3,6 x 1010
58 1,6 x 1010
59 1,4x10°®
60 3,8 x 10710
61 3,8 x 10710
62 1,3x 1070
63 8,9 x 10"
64 5,45 x 109
65 8,00 x 1010
66 4,70 x 1010
67 2,06 x 10710
68 2,51 x 1010
69 2,40 x 10
71 4,94 x 10
72 7,38 x 10°10
73 4,48 x 1010
74 2,76 x 1010
75 1,33 x 109
76 7,41 x10°
77 1,14 x 1010
78 1,44 x 10"
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SEQID NO: Humano CD47 Kpo(M)
79 2,17 x 10710
80 4,72 x 10
85 1,19 x 1010

También se ha determinado que tener un residuo de glutamato o aspartato en la posicion 54 mejora la union de los
polipéptidos variantes de D1 de SIRP - a al raténCD47. Como ejemplo no limitante, los polipéptidos variantes de D1
de SIRP-a identificados en la Tabla 17 a continuacion demuestran una unién de alta afinidad al CD47 de ratén. La
afinidad de unién al CD47 humano de varios polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a se comparé con la afinidad de
union al CD47 de ratén usando SPR como se describié anteriormente, con la proteina CD47 de ratén en lugar del
CD47 humano cuando fuera apropiado. Los resultados se muestran en la tabla 18.

Tabla 17. Secuencias polipeptidicas variantes de SIRP-a con unién mejorada al raton CD47

SEQ ID
NO:

Secuencia de aminoacidos
EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTMTSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
195 QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPS

196 EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLKPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLRPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
197 REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLYPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
198 REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
199 RDGPFPRVTTVSDTTKRNNMDESIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDV
EFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
200 REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGIPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
201 REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGMPDDV
EFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ

202 REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDVEF
KSGAGTELSVRAKPS
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Secuencia de aminoacidos

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSSEPDV
EFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLRPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
RDGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDV
EFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLRPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGIPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLRPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
RDGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGIPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLYPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
RDGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDDV
EFKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLYPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
REGPFPRVTTVSDTTKRNNMDESIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGIPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLYPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
RDGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTY YCVKFRKGIPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQ
RDGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGIPDDVE
FKSGAGTELSVRAKPS

Tabla 18. Unién de polipéptidos variantes de SIRP-a a humanos y ratones CD47

SEQ ID NO: Ko(M) - Humano Kb(M) - Raton
96 1,04 x 10" 3,32 x10®

97 1,55 x 10°° >100 nM

100 2,69 x 10° 6,32 x 108
104 9,19 x 10" 8,04 x 10°°

86 1,44 x 10" 4,30 x 108

85

8,23 x 10" 1,14 x 108
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SEQ ID NO: Kp(M) - Humano Kp(M) - Raton
204 3,49 x 10°0° 5,21 x 10°
206 5,26 x 10°%° 3,33x10°
209 4,46 x 10°° 4,11 x10°
210 6,79 x 1000 6,01 x 10°°

También se ha determinado que la mutacion N80A, que puede minimizar o anular la glicosilacion parcial presente en
ciertos polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a, confiere un beneficio funcional de aumentar la homogeneidad
asociada con polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a que contienen tal mutacién. Cuando los polipéptidos variantes
de SIRP-a se expresan en E. coli, no N80 se producira la glicosilaciéon de debido a la falta de sistema de glicosilacion
en E. coli en comparacion con un sistema de mamiferos. La Tabla 19 muestra que la unién eficaz entre un polipéptido
variante de D1 de SIRP-a producido en E. coli y CD47 humano todavia puede ocurrir, lo que demuestra que la
desglicosilacion no afecta la afinidad de union con la que las variantes de D1 de SIRP-a aun pueden unirse a CD47.
Ademas de la mutacion N80A, la desglicosilacion se puede lograr mutando N80 a cualquier aminoacido que no sea N
o interrumpiendo el motivo N-Xaa1-Xaa2 en donde N = asparagina; Xaa1 = cualquier aminoacido excepto P (prolina);
Xaa2 =T (treonina), S (serina) o C (cisteina), en donde el motivo se refiere a residuos 80-82de un polipéptido variante
de D1 de SIRP-a. Al mutar P83 a valina u otro residuo que no sea P, N80 puede producirse un aumento de la
glicosilacion en y se pueden generar polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a glicosilados de forma homogénea.

El aminoacido P83 también puede afectar el grado de glicosilacion. Cambiar P83 a cualquier aminoacido puede
aumentar la eficacia de la glicosilacion en N80. Una variante de D1 de SIRP-a que tiene una valina (V) en la posicién
83 (SEQ ID NO: 213) se expreso en células de mamifero HEK293FS. El tamafio de la proteina expresada se comparé
con una variante de D1 de SIRP-a que tenia el residuo de aminoacido de tipo salvaje (p. €j., prolina, P) en la posicién
83 (SEQ ID NO: 71). El analisis del peso molecular de la proteina expresada en un gel de proteina (Fig. 18) muestra
que la variante que tiene una P83Vmutacién (SEQ ID NO: 213, Carril 2) tiene un peso molecular mas alto (p. ej., ~22
KDa) en comparacioén con la variante que es no mutada en la posicién 83 (carril 1). Como se muestra en la FIG,18,
cuando el residuo 83 se muta a Val, el polipéptido variante SIRP -a expresado en una célula huésped de mamifero es
principalmente una molécula de mayor peso molecular (~ 22 KDa), lo que indica que se puede aumentar la eficiencia
de la glicosilacion en N80.

Tabla 19. Datos de unidn representativos para Secuencias de polipéptidos variantes de SIRP-a que tienen varios
perfiles de glicosilacion

SEQ ID NO: Kb (M) sistema de expresion
53 4,5x 1010 E. coli
58 1,6 x 1010 E. coli
60 3,8 x 101° E. coli
63 8,9 x 10" E. coli
55 6,2 x 10-1° E. coli
62 1,3x 1010 E. coli
57 3,6 x 1010 E. coli
56 2,0 x 1010 E. coli
61 3,8x10° E. coli
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SEQID NO: Ko (M) sistema de expresion
54 2,7x10° E. coli

59 1,4x108 E. coli

2 0,5x 10 E.coli

53 5,2x 10710 células de mamiferos
77 1,14 x 10710 células de mamiferos
74 2,76 x 1010 células de mamiferos
73 4,48 x 1010 células de mamiferos
72 7,38 X40°10 células de mamiferos
75 1,33 x 107 células de mamiferos
71 4,94 x 10° células de mamiferos
76 7,41 x10° células de mamiferos

Ejemplo 2 - generacion de polipéptidos SIRP-a biespecificos y de un solo brazo

La capacidad de los constructos que comprenden heterodimeros de (i) una proteina de fusion SIRP - a - Fc y (ii) un
monoémero de dominio Fc fusionado a un polipéptido, como un dominio de unién a antigeno, para unirse tanto a CD47
como un antigeno, p. ej., EGFR, se determin6 mediante SPR como se describié previamente en este ejemplo. Las
proteinas de fusién Fc para formar heterodimeros se proporcionan en la Tabla 20. Se probaron tres fusiones SIRP -a
- Fc monofuncionales (p. €j., que se unen a una diana). Estas proteinas de fusion se representan como A, B, C en la
FIG. 6A. Una primera fusién monofuncional SIRP-a - Fc ("A") era un homodimero de SEQ ID NO:136. La segunda y
tercera fusion monofuncional SIRP-a - Fc eran heterodimeros de (i) una fusién SIRP-a - Fc y (ii) un dominio Fc
monomero sin un polipéptido adicional fusionado a él. Estos fueron generados usando las estrategias de ingenieria
de mutaciones ojal & botdn representadas en las Figs. 4A y 4B. Se formé una fusién monofuncional de SIRP-a - Fc
("B") a partir de la heterodimerizacion de SEQ ID NO:139(una variante de Fc) y SEQ ID NO:142(una fusion de SIRP-
a - Fc). Se formd una fusién monofuncional de SIRP-a - Fc ("C") a partir de la heterodimerizacion de SEQ ID
NO:139(una variante de Fc) y SEQ ID NO:138(una fusién de SIRP-a - Fc). La fusion bifuncional (p. €j., Unién de dos
dianas) SIRP-a - Fc ("D") se formé a partir de la heterodimerizacion de SEQ ID NO:127(una fusion SIRP-a Fc) y SEQ
ID NO:144(una region de union al antigeno de Erbitux unida a una variante de Fc). SEQ ID NO:220representa la
cadena ligera del anticuerpo Erbitux.

Tabla 20. Secuencias de aminoacidos de proteinas de fusion Fc para formar heterodimeros

SEQ ID
NO:

Secuencia de aminoacidos
EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYN
QRQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTY YCIKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI

138 SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT

LPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD

SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID
NO:

139

142

144

220

217

Brevemente, CD47 se inmovilizé en un chip Proteon GLC mediante quimica de amina como se describid
anteriormente. En una primera inyeccion, se inyectaron analitos (p. €j., A, B, C, D y Erbitux) a 30 uL/min en PBST
durante 60 s a 100 nM y la unién a la CD47 superficie se determind mediante SPR. En una segunda inyeccion, se
inyecté 100 nM EGFR-ECD (dominio extracelular del receptor del factor de crecimiento epidérmico producido en las
células HEK293) y se midi6 la union de EGFR-ECD a los analitos unidos a CD47. Erbitux no unié CD47 en el chip y
por lo tanto no pudo unir EGFR en la segunda inyeccién como se muestra por la curva etiquetada "Erbitux" en la FIG.
6B e ilustrado en la FIG. 6A. Las fusiones SIRP-a-Fc (p. ej., A, B 'y C) se unieron a CD47 pero no se unieron a EGFR
en la segunda inyeccién, como se muestra en las curvas etiquetadas como "A", "B" y "C" que se muestran en la FIG.
6B e ilustrado en la FIG. 6A. Las proteinas monoméricas, o proteinas con un dominio D1 de SIRP-a (p. €j., By C)
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Secuencia de aminoacidos

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQK SLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHW VRQSPGKGLEWLG
VIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCARAL
TYYDYEFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKK VEPKSCRKTHTCPRCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYAS
ESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQOQNNNWPTTFGAGTKL
ELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDEFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSEKTHTCPECPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCEVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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unidades de resonancia mas altas que la proteina dimérica (p. ej., A) debido a una mayor cantidad de moléculas
unidas a los mismos CDA47 sitios disponibles en el chip como se muestra por las curvas etiquetadas "B" y "C", que
indican unién a CD47 inmovilizado y union insignificante a EGFR-ECD (p. ej., monofuncionalidad). El SIRP -a - Erbitux-
Fc heterodimérico se unié a CD47 en el chip y también fue capaz de unirse a EGFR-ECD en la segunda inyeccion
como se muestra por la curva marcada con "D" en la FIG. 6B, que indica unién a CD47 inmovilizado y uniéon de EGFR-
ECD (p. €j., bifuncionalidad).

Ejemplo 3 - prueba de polipéptidos con alta afinidad de unién a CD47 en ratones

Para probar la union a CD47 de los polipéptidos de la descripcion a se usan modelos de ratdon modificados
genéticamente de varios canceres, p. €j., tumor solido y cancer hematolégico. Se inyecta un polipéptido de la
descripcién en un ratén, que se deseca en el momento posterior para detectar la presencia del complejo del polipéptido
y CD47. En la deteccién se usan anticuerpos especificos de SIRP-a o CDA47.

Ejemplo 4 - prueba de polipéptidos para determinar su inmunogenicidad

Los polipéptidos que incluyen una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se prueban en ensayos de
inmunogenicidad. Los polipéptidos se prueban tanto in silico como in vitro en ensayos de proliferacion de células T,
algunos de los cuales estan disponibles comercialmente. Los polipéptidos que provocan una reaccion de
inmunogenicidad minima en un ensayo de proliferacion de células T in vitro y muestran una mayor afinidad de unién
a CDA47 a SIRP- a de tipo salvaje se seleccionan para un desarrollo posterior.

Ejemplo 5 - prueba de polipéptidos para determinar la toxicidad in vivo

Se inyectan diferentes polipéptidos que incluyen diferentes variantes de D1 de SIRP - a de alta afinidad que muestran
varios grados de afinidades de unién a CD47 aumentadas a que el SIRP - a de tipo salvaje en un modelo de cancer
animal (p. ej., un modelo de cancer de ratén) para analizar el efecto de diferentes afinidades de union sobre la toxicidad
en el organismo. Los primates no humanos (NHP) también se pueden usar para probar variantes de D1 de SIRP -a
de alta afinidad, ya que el nivel de reactividad cruzada para primates no humanos (NHP) CD47 y ratén CD47 puede
ser diferente.

Ejemplo 6 - Unién de receptores Fcy de variantes de Fc

Ademas de su capacidad para modular la funcion diana, los anticuerpos monoclonales terapéuticos y las proteinas de
fusidon que contienen Fc también son capaces de provocar dos mecanismos efectores inmunitarios primarios:
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). La
ADCC esta mediada por la union de la region Fc a los receptores Fcy activadores y los constructos polipeptidicos que
comprenden las variantes de Fc descritas en el presente documento se ensayaron para determinar la unién al receptor
Fcy. Como se muestra en la Tabla 21 a continuacion, los constructos polipeptidicos demostraron una unién disminuida
a uno o mas receptores Fcy en comparacion con una IgG Fc de tipo salvaje correspondiente. Con respecto a IgG1,
las mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A de un Fc de IgG1 dieron como resultado una pérdida severa de unién
a los receptores Fcy CD16a, CD32a, CD32b, CD32c, y CD64 en comparacién con una IgG1 de tipo salvaje, o un
constructo que carece de una o mas de estas mutaciones. En consecuencia, las mutaciones L234A, L235A, G237A
(p. €j., IgG1 AAA), junto con la glicosilacion o la mutacion desglicosilante, N297Adan como resultado la pérdida
completa de la union a los receptores Fcy estudiados. Desde receptor Fcy se conoce la union a ser importante a la
fagocitosis, las mutaciones L234A, L235A, G237A y N297A pueden resultar en la reduccion de la fagocitosis del
constructo que comprende la variante de Fc.

Los siguientes métodos y materiales se usaron en los Ejemplos mas adelante: Unién de receptores Fcy humanos RI,
(CD64) RIIA (CD32a), RIIB/C (CD32b/c) y RIIIA (CD16a) (R & D Systems, los numeros de catalogo 1257-FC-050,
1330-CD-050, 1875-CD-050 y 4325-FC-050 respectivamente) a constructos variantes de Fc se analizaron en un
XPR36 instrumento ProteOn (Bio-Rad, Hercules, CA) usando solucion salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4)
suplementada con 0,01%Tween-20 como tampdn de ejecucion. Se inmovilizaron aproximadamente 400 unidades de
resonancia (RU) de constructos de Fc minimamente biotiniladas en celdas de flujo de un chip sensor de NLC (Bio-rad,
Hercules, CA) mediante interacciéon avidina-neutravidina. La biotinilacién se realizé segun las instrucciones del
fabricante usando Pierce EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin y una relacion equimolar de enlazador:proteina. Los
analitos (hFcyR) se inyectaron en un modo cinético de "un solo disparo" a concentraciones nominales de 0,61, 185,
555, 1666 y 5000 nM. Los tiempos de asociacién y disociacion se controlaron para 90s y 600s respectivamente.
Después de cada inyeccion, la superficie se regeneré usando una mezcla 2:1 v/v de tampén de elucién Pierce I1gG
(Life Technologies, nimero de catalogo 21004) y NaCl 4 M. La regeneracién completa de la superficie se confirmo
inyectando las variantes de Fc al comienzo y al final del experimento. Los datos del biosensor fueron doblemente
referenciados sustrayendo los datos entre puntos (que no contenian proteina inmovilizada) de los datos del punto de
reaccion (proteina inmovilizada) y luego sustrayendo la respuesta de una inyeccion de analito "en blanco" de tampdn
de la de una inyeccion de analito. Los datos de doble referencia se ajustaron a un analisis de equilibrio usando una
isoterma de unién simple. Kb, app. Para las moléculas de Fc con fuerte unién a hFcyRI, los datos también se ajustaron

86



10

15

20

25

ES 2 881 771 T3

globalmente a un modelo de Langmuir simple y el valor de Kp,app Se calcul6 a partir de la relacion de las constantes de
velocidad cinética aparente (Kd app = Kb, app/Ka, app)

Como se muestra en la Tabla 21, las mutaciones A330S, P331S y N297A de una region Fc de IgG2 dieron como
resultado una pérdida severa de union a los receptores Fcy de CD16a, CD32a, CD32b, CD32¢c, y CD64 en
comparacién con una IgG de tipo salvaje o un constructo que carece de estas mutaciones. En consecuencia, las
mutaciones A330S, P331S y N297A dan como resultado la pérdida completa de la unién a los receptores Fcy
estudiados. Dado que se sabe que la unién al receptor Fcy es importante para la fagocitosis, A330S, P331S, se prevé
que las mutaciones y N297A resulten en una reduccion de la fagocitosis de la variante de Fc. También se proporcionan
datos de union para IgG4 y diversas mutaciones.

Tabla 21. Datos de union (Ko) para la unién del receptor Fcy a las variantes de Fc.

Descripciéon de FC CD16a CD32a CD32b/c |CD64
IgG1 nM370 nM400 nM2000 | nMO0,004
IgG1_AAA - nM2300 |- nM8000
IgG1_N297A - - - nM150

IgG1_AAA_N297A - - - -

19G2 - nM420 |- nM700
IgG2_A330S, P331S - nM390 |- nM900
IgG2_N297A - - - -

IgG2_A330S, P331S,N297A - - - -

IgG4 nM4100 | nM720 nM710 |1 nM
IgG4_S228P nM3000 | nM810 nM850 |1 nM
IgG4_S228P, L235E nM2400 | nM1200 | nM1100 |60 nM
IgG4_S228P, E233P, F234V,L235A,delG236 - nM1600 |- nM2100

La ausencia de enlace esta representada por "-"

Ejemplo 7 - Determinacién de union de C1q de variantes de Fc

La citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) esta mediada por la proteina C1q del complemento y la
activacion de la cascada del complemento. La unién de diversas concentraciones de C1qcomplemento a diversos
constructos de SIRP-a Fc se determind mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Se
prepararon fusiones SIRP-a Fc a 5 pyg/mL en PBS pH 7,4 y se usa para recubrir pocillos duplicados de placas de 96
pocillos Nunc Immulon 4HBX ELISA (usando 50 uL/pocillo) durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las placas se
lavaron cinco veces con tampon de lavado (PBS y 0,05%Tween-20) y se incubaron con 200uL/pocillo de tampdn de
bloqueo (PBS y 0,5%BSA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron cinco veces y se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente con 0, 0,13, 0,41, 1,23, 3,7, 11,1, 33,3, 100 pg/mL C1gen tampén de ensayo
(PBS, 0,5% BSA, 0,05% Tween-20, 0,25%CHAPS, EDTA 5 mM y 0,35% NaCl). Las placas se lavaron e incubaron
durante 1 hora con 50pl/pocillo HRP conjugado de oveja-anti-C1g-humano en 2,0 pg/mL en tampoén de ensayo. Las
placas se lavaron cinco veces y se incubaron durante ~10minutos con TMB (1-Step Ultra TMB-ELISA, Thermo Sci.
Cat. # 34028). Finalmente, se afadieron 50uL/pocillo Pierce/Thermo Sci. Solucion de parada (0,16M acido sulfarico,
cat. # N600) y las placas se leyeron a una absorbancia de 450 nM con una referencia de 570 nM. Los pocillos que
carecian de la fusiéon SIRP-a - Fc se corrieron para controlar la unién no especifica de C1qo del anticuerpo de deteccion
conjugado con HRP a la placa. Los pocillos que carecian de la fusidon SIRP-a - Fc se corrieron para controlar la unién
no especifica de C1qo del anticuerpo de deteccién conjugado con HRP a la placa.
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Como se muestra en la FIG. 14, tanto la IgG1 de tipo salvaje (SEQ ID NO: 123) como la IgG2 de tipo salvaje (SEQ ID
NO: 126) se unieron a C1qg de una manera dependiente de la dosis. Por el contrario, variantes de IgG1 IgG1_AAA;
(SEQ ID NO: 124) IgG1_N297A (SEQ ID NO: 125); y (SEQ ID NO: 96) IgG1_AAA_N297A demostr6 una actividad de
unién a C1q significativamente reducida y minimamente detectable. Asimismo, las variantes de 19G2 IgG2_; A330S,
P331S(SEQ ID NO: 127)IgG2_N297A (SEQ ID NO: 128);e IgG2 N297A, A330S, P331S(SEQ ID NO: 129)_ también
demostré una actividad de union a C1q significativamente reducida y minimamente detectable. Esta actividad de union
reducida y minimamente detectable C1qde las variantes de IgG1 e IgG2 fue comparable a la IgG4 de tipo salvaje
(SEQ ID NO: 130) que no se une C1q.

Ejemplo 8 - Produccion de variantes de Fc y Fc de tipo salvaje

Usando los métodos descritos en el presente documento y segun aspectos de la descripcién, se han producido los
polipéptidos Fc de tipo salvaje y las variantes de Fc de la Tabla 7.

Ejemplo 9 - Produccion de polipéptidos variante SIRP-a y variante de Fc

Usando los métodos descritos en el presente documento y segun aspectos de la descripcion, se produjeron los
siguientes polipéptidos de variante de SIRP -a D1-variante de Fc como se muestra en la Tabla 22 a continuacién. La
unién a humanos CD47 se determind mediante las metodologias descritas en el Ejemplo 1.

Tabla 22. Afinidad de uniéon a CD47 de polipéptidos variantes de Fc variante de SIRP-a.

SEQID NO: Ko(M)

96 3,51 x 107"
97 1,09 x 10
98 8,73 x 10"
99 8,95 x 10710
100 1,79 x 10°
101 8,90 x 10710
102 3,79 x 10°10
103 2,56 x 10710
104 9,19 x 10"
105 3,16 x 101"
106 8,11 x 10710
107 2,19 x 10"
108 4,78 x 10710
109 2,15x 107
110 6,53 x 10710
111 3,15 X101
112 2,22 x 10710
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SEQ ID NO: Ko(M)

113 1,32 x 10710
114 3,43 X101
115 4,98 x 10710
135 3,46 x 107
136 1,19 x 10°1°

Ejemplo 10- fagocitosis de variantes de Fc de SIRP-a

Para obtener medidas cuantitativas de la fagocitosis, se utilizé un ensayo de fagocitosis en donde se cocultivaron
macréfagos humanos primarios y células tumorales marcadas con GFP+ o CFSE- con los constructos de polipéptidos
variantes de Fc descritas en el presente documento. Se emplearon los siguientes materiales y métodos:

Cultivo de lineas de células tumorales

Las células DLD-1-GFP-Luciferasa, MM1R y N87 se mantuvieron en medio de crecimiento que comprendia R PMI
(Gibco) suplementado con Suero bovino fetal inactivado por calor (Gibco) 10%, penicilina/streptomicina (Gibco) 1 % y
Glutamax (Gibco) 1 %. Se cultivaron DLD-1-GFP-Luciferasa y las células N87 como monocapas adherentes y las
células MM1R se cultivaron en suspension.

Derivacién y cultivo de macréfagos derivados de monocitos humanos

Las capas leucociticas de sangre completa se diluyeron 1:2 con solucién salina tamponada con fosfato (PBS, Gibco).
La sangre diluida se dividié en dos tubos y se cubrié con 20 ml de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Los tubos se
centrifugaron durante 30 minutos a 400 x g. Se recogieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de la
interfaz, se lavaron dos veces mediante la adicion de 40 ml de PBS, se centrifugaron durante 10minutos a 100 x g y
se resuspendieron en tampon FACS (PBS con Albumina de suero bovino (Gibco) 0,5%). los monocitos CD14+se
purificaron mediante seleccidon negativa usando el kit de aislamiento de monocitos Il (Miltenyi Biotec) y columnas LS
(Miltenyi Biotec) segun el protocolo del fabricante. Los monocitos CD14+ se sembraron en placas de cultivo de tejidos
de 15 cm (Corning) a 10millones de células por placa en 25 ml de medio de diferenciacién compuesto de IMDM (Gibco)
10% suplementado con suero AB humano (Corning) 1%, penicilina/streptomicina 1%, y Glutamax. Las células se
cultivaron durante siete a diez dias.

Ensayos de fagocitosis in vitro

Se separaron DLD-1-GFP-Luciferasa y las células N87 de las placas de cultivo lavando dos veces con 20 ml de PBS
e incubando en 10ml de TrypLE Select (Gibco) durante 10minutos a 37°C. Las células se eliminaron con un raspador
de células (Corning), se centrifugaron, se lavaron en PBS y se resuspendieron en IMDM. Las células MM1R y N87 se
marcaron con el kit Celltrace CFSE Cell Proliferation (Thermo Fesher) segun las instrucciones del fabricante y se
resuspendieron en IMDM. Los macroéfagos se separaron de las placas de cultivo lavando dos veces con 20 ml de PBS
e incubando en 10ml de TrypLE Select durante 20 minutos a 37°C. Las células se eliminaron con un raspador de
células (Corning), se lavaron en PBS y se resuspendieron en IMDM.

Los ensayos de fagocitosis se ensamblaron en placas de 96 pocillos con fondo en U de union ultrabaja (Corning) que
contenian células 100,000 DLD-1 GFP Luciferasa, MM1R o N87, diluciones en serie de cinco veces de variantes de
SIRP - a - Fc de 1000 nM a 64 pM, y cetuximab (anticuerpo absoluto), daratumumab o anticuerpo de control del mismo
isotipo (Southern Biotech) a 1 yg/ml. Las placas se preincubaron durante 30 minutos a 37 °C en una incubadora
humidificada con diéxido de carbono al 5 por ciento, luego se afiadieron 50,000macréfagos. Las placas se incubaron
durante dos horas a 37 °C en una incubadora humidificada con diéxido de carbono al 5 por ciento. Las células se
sedimentaron mediante centrifugacion durante cinco minutos a 400x g y se lavaron en 250ul de tampén FACS. Los
macrdéfagos se tifieron en hielo durante 15 minutos en 50 pl de tampdn FACS que contenia 10ul de reactivo de bloqueo
de FcR humano (Miltenyi Biotec), 0,5 pl de anti-CD33 BV421 (Biolegend) y 0,5 pl de anti-CD206 APC-Cy7 (Biolegend).
Las células se lavaron en 200ul de tampon FACS, se lavaron en 250ul de PBS vy se tifieron sobre hielo durante 30
minutos en 50 ul de tinte de viabilidad fijable eFluor 506 (ebioscience) diluido 1:1000 en PBS. Las células se lavaron
dos veces en 250ul de tampdn FACS vy se fijaron durante 30 minutos en hielo en 75 pl de Cytofix (BD Biosciences).
Las células se lavaron en 175ul de tampdn FACS y se resuspendieron en 75 ul de tampdn FACS. Las células se
analizaron en un FACS Canto Il (BD Biosciences), con el posterior analisis de datos por Flowjo 10,7 (Treestar). Las
células muertas se excluyeron mediante la activacion de la poblacion e506-negativa. Los macréfagos que tenian
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células tumorales fagocitadas se identificaron como células positivas para CD33, CD206, y GFP o CFSE. Se probaron
cinco constructos polipeptidicos que comprenden variantes del dominio D1 de SIRP-a fusionadas con las respectivas
variantes de Fc para determinar la fagocitosis in vitro:

1) (SEQ ID NO: 105)

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGR VLIYNQRQGPFPRVTTV
SDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVEFK SGAGTELSVRAKPSVECPPC
PAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTK
PREEQFASTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTV

5 DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
2) (SEQ ID NO: 127)

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQRQGPFPRVTTV
SDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSERKCCV
ECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK TISK TK GQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPMLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

3) (SEQ ID NO: 96)

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQRQGPFPRVTTV
SDTTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTC
PPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY

SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
10 4) (SEQ ID NO: 124)

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGR VLIYNQRQGPFPRVTTV
SDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTY Y CIKFRK GSPDDVEFK SGAGTELSVRAKPSDKTHTC
PPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISK AK GQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
5) (SEQ ID NO: 134)

EEELQIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQRQGPFPRVTTV
SDTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTY YCIKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAAAPPC
PPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSR
LTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Resultados

FIG. 7 muestra la fagocitosis de células tumorales DLD-1-GFP-Luciferasa por macréfagos humanos derivados de
monocitos en presencia de SEQ ID NO:105 (IgG2_A330S,P331S,N297A variante de Fc) y SEQ ID NO:127
(lgG2_A330S, P331S variante de Fc). En particular, la FIG. 7 muestra que SEQ ID NO:105 (IgG2_A330S, P331S,
N297A variante de Fc) (en presencia o ausencia de un anticuerpo de control IgG1, k) tiene fagocitosis ablacionada en
el ensayo de fagocitosis como agente Unico mientras que es capaz de aumentar la fagocitosis de cetuximab (CTX)
(SEQ ID NO: 105+CTX). Por el contrario, un polipéptido con IgG2_ variante de FcA330S, P331S (SEQ ID NO:
127+1gG1, k) tiene actividad de fagocitosis medible como agente unico. El porcentaje de macrofagos que fagocitaron
células tumorales y son GFP+ se indica en el eje y (Figura 7). La concentracién de CDA47 sitios de unién a partir de la
adicion de SEQ ID NO:105y SEQ ID NO:127se indica en el eje x. Se incubaron células DLD-1-GFP-Luciferasa y
macrofagos con las concentraciones indicadas de SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:107 y CTX (1ug/mL) y anticuerpo de
control (IgG1, k). Las células también se incubaron con PBS mas cetuximab (linea marcada con PBS +CTX) o un PBS
mas un anticuerpo de control del mismo isotipo (linea marcada con PBS +IgG1k).

La FIG. 8 muestra la fagocitosis de células tumorales DLD-1-GFP-Luciferasa por macréfagos humanos derivados de
monocitos en presencia de SEQ ID NO: 96 (IgG1_L234A, L235A, G237A, N297A variante de Fc y SEQ ID NO:124
(IlgG1_L234A, L235A, G237A variante de Fc). En particular, la FIG. La Fig. 8 muestra que IgG1 variante de Fc L234A,
L235A, G237A, N297A (SEQ ID NO: 96) y L234A, L235A, G237A (SEQ ID NO: 124) IgG1 variante de Fc tienen
fagocitosis ablacionada en el ensayo de fagocitosis como agentes Unicos. Estos estan representados por lineas
etiqguetadas como SEQ ID NO 96 +IgG1, k y SEQ ID NO:124+IgG1, k respectivamente. Curiosamente, ambos
polipéptidos SEQ ID NO:96 y SEQ ID NO:124aumentaron la fagocitosis de un anticuerpo especifico de tumor, CTX.
Como se muestra en la FIG. 8, el porcentaje de macréfagos que fagocitaron células tumorales y son GFP se indica
en el eje y.+ La concentracién de sitios de union a CD47 partir de la adicién de 96 y se indica en el eje x. Las células
DLD-1-GFP-Luciferasa y los macréfagos se incubaron con CTX a 1 yg/mL y las concentraciones indicadas de SEQ
ID NO:96 (linea etiquetada SEQ ID NO:96 +CTX) o SEQ ID NO:124(linea etiquetada SEQ ID NO:124+CTX). Para
identificar los efectos inespecificos de cetuximab sobre la fagocitosis, las células se incubaron con un anticuerpo de
control del mismo isotipo que cetuximab y las concentraciones indicadas de SEQ ID NO:96 (linea marcada SEQ ID
NO:96 +IgG1, k) o SEQ ID NO:124(linea marcada SEQ ID NO:124+IgG1, k). Las células también se incubaron con
PBS mas cetuximab (linea marcada con PBS +CTX) o un PBS mas un anticuerpo de control del mismo isotipo (linea
marcada con PBS +IgG1k).

La FIG. 9 muestra la fagocitosis de células tumorales DLD-1-GFP-Luciferasa por macréfagos humanos derivados de
monocitos en presencia de SEQ ID NO:134 (IgG4_S228P variante de Fc). En particular, la FIG. 9 muestra que el
constructo de SEQ ID NO:134 tiene una actividad de fagocitosis considerable como agente Unico en la fagocitosis in
vitro. Como se muestra en la FIG. 9, el porcentaje de macréfagos que fagocitaron células tumorales y son GFP se
indica en el eje y.+ La concentracion de sitios de unién a partir de la adicién de se indica en el eje x. CD47SEQ ID
NO:134 Se incubaron células y macrofagos de DLD-1-GFP-Luciferasa con las concentraciones indicadas de SEQ ID
NO:134(linea marcada SEQ ID NO:134+Medio). Las células también se incubaron con anticuerpo de control (IgG1, k;
cuadrado negro).

Ejemplo 11 - Produccion de la variante SIRP-a y polipéptidos HSA

Ademas, usando los métodos descritos en el presente documento y de acuerdo con aspectos de la descripcion, el
polipéptido variante de D1 de SIRP -a se expres6 mediante fusidn con polipéptidos HSA, como se muestra en la Tabla
23 a continuacioén. La unién a humanos CD47 se determiné mediante las metodologias descritas en el Ejemplo 1.

Tabla 23. Afinidad de uniéon a CD47 de variantes de SIRP-a fusionadas con polipéptidos HSA

SEQ D NO: Ko(M)

150 4,53 x 10710
151 5,54 x 10
152 2,78 x 10710
153 4,24 x 10
154 2,35 x 10710
155 1,11 x 108
157 2,15 x 10
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SEQ ID NO: Ko(M)
158 1,09 x 10
159 7,6 x 10710

Ejemplo 12 - Vida media extendida asociada con polipéptidos variantes de SIRP-a

Como se muestra en la Tabla 24 y la FIG. 10, Los polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a que comprenden fusiones
Fc y HSA pueden tener una vida media prolongada en comparaciéon con una variante de D1 de SIRP-a Unica. Por
ejemplo, el polipéptido variante de D1 de SIRP-a fusionado a Fc representado por SEQ ID NO:104 y el polipéptido
variante de D1 de SIRP-a fusionado a HSA representado por SEQ ID NO:159 tienen una vida media aumentada con
respecto a un polipéptido variante de D1 de SIRP-a que no esta fusionado a un Fc o HSA representado por SEQ ID
NO:85.La extension de la vida media se puede atribuir a la capacidad de los polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a
que se fusionan con Fc y HSA para unirse a FcRn, que puede estar asociado con ciclos prolongados.

Tabla 24. Mediciones de vida media para tratamientos de dosis Unica con polipéptidos variantes de SIRP-a

SEQ ID NO: Cantidad de dosificacion Semivida (h)
104 10mg/kg 41,10

159 10mg/kg 24,54

85 10mg/kg 8,20

Las metodologias usadas para este ejemplo son las siguientes.Brevemente, se obtuvieron ratones machos CD-1 que
pesaban aproximadamente 25 gramos de Harlan Labs, y se usaron para el estudio PK e dosis Unica de los compuestos
representados por SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:159 y SEQ ID NO:85. Cada compuesto se formulé a una dosis de
trabajo de 5 mg/mL. El volumen de la dosis se ajusté en funcion del peso de cada ratén, asegurandose de que cada
raton recibié una dosis de 1, 3 y 10mg/kg. Los compuestos se administra ron por via intravenosa a través de la vena
de la cola del ratéon. Se dosificaron tres ratones para cada punto de tiempo en cada nivel de dosis para cada
compuesto. Después de la dosificacion, se extrajo sangre a los ratones en los siguientes 8 puntos de tiempo: 0,25, 1,
4,8, 24,48, 72 y 120h. Se recogieron 500ul de sangre completa en tubos microtainer mediante sangrado orbital. Las
muestras de sangre completa se dejaron en reposo durante 30 minutos para permitir la separacion del suero. Las
muestras se centrifugaron durante 10min a 4 °C a un RCF de 1000.suero y luego se transfirieron a tubos de 0,5 ml
dentro de los 40 min de procesamiento y se mantuvieron congeladas hasta el analisis.

Los datos se obtuvieron usando un protocolo de ELISA Fc humano.SEQ ID NO:104 Brevemente, se recubrieron placas
de 96 pocillos Immulon 4HBX ELISA (Thermo Scientific cat. #3855) con 2 pg/ml, 100ul/pocillo de purificado CD47
durante la noche a temperatura ambiente en tampdn de recubrimiento de antigeno 1x (ImmunoChemestry
Technologies, cat. 6248#). Los pocillos se lavaron 5 veces con 200- 300pL/pocillo 1x TBST (solucion salina tamponada
con Tres +0,05%Tween-20) (Thermo Scientific,20x cat. 28360#). Los pocillos fueron bloqueados con 200uL/pocillo
BSA 7,5% en PBS (GIBCO, cat. -# 15260-037) durante 1-2 horas. Los pocillos se lavaron 5 veces con 200-
300pL/pocillo 1x TBST. Se afiadieron 50 pL/pocillo de curva estandar, controles de calidad (QC) y muestras
desconocidas diluidas 1:4 en suero de raton CD1 normal en TBS. La curva estandar, los QC y las muestras
desconocidas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las concentraciones para la curva estandar fueron
las siguientes: 0,2500 pg/mL; 0,1250 pg/mL, 0,0625 pg/mL; 0,0313 pg/mL; 0,0156 pg/mL; 0,0078ug/mL; 0,0039
pg/mL; 0,0020 pg/mL; 0,0010ug/mL; 0,0005 pg/mL; 0,00025 ug/mL; 0,00000 pg/mL. Los controles de calidad (QC) se
congelaron y se dividieron en alicuotas, y la proteina de la curva estdndar en concentraciones "alta", "media" y "baja"
en la curva lineal de la curva estdndar que sirvi6 como controles para asegurar que el ensayo estaba funcionando
bien, fueron de la siguiente manera: QC alto = 0,125ug/ml; QC medio =0,016 pg/ml; y QC bajo =0,004 pg/ml.

Luego, los pocillos se lavaron 5 veces con 200-300uL/pocillo 1x TBST. Se afadieron 50 pL/pocillo de 0,25 ug/mL
Anticuerpo policlonal Fc IgG antihumano de cabra Abbexa 0,25 ug/mL (11,6 mg/mL stock, Abbexa cat. # abx023511)
diluido en 1x TBST BSA 1% y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.Las placas se lavaron 5 veces con
200-300puL/pocillo 1x TBST. Se afadieron 50 pL/pocillo de pg/mL ZyMaX81-1620/ Invitrogen conejo anti-lgG de cabra
- conjugado con HRP (Thermo Scientific, cat. #), se diluyé en TBST y se afiadié BSA 1% y se incubd durante 1 hora
a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron 6 veces con 200-300uL/pocillo 1x TBST. Las siguientes etapas y
reactivos se llevaron a cabo a temperatura ambiente: 0 pL/pocillo temperatura ambiente 1-Step Ultra TMB - ELISA
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(Thermo Scientific cat. # 34028) y se incubd 2-5minutos a temperatura ambiente hasta que el desarrollo de color fue
suficiente. Se afiadieron 50 pL/pocillo de solucion de parada a temperatura ambiente (acido sulfurico 0,16M, Thermo
Scientific cat. N600#) inmediatamente y se mezcld bien. Las placas se leyeron inmediatamente en un
espectrofotometro a OD 450 y a OD 570. La lectura 570de DO fue una lectura de fondo que se resto de la lectura 450
de DO. Usando un programa de software como Molecular Devices SoftMax Pro o Graph Pad Presm, los valores de la
curva estandar se trazaron usando una curva de ajuste de 4 parametros y las concentraciones de las muestras
desconocidas se interpolaron a partir de la curva estandar usando el software.

Los datos de SEQ ID NO: 85 se obtuvieron usando un protocolo de ELISA His Tag.Se recubrieron placas de 96 pocillos
Immulon 4HBX ELISA (Thermo Scientific cat. #3855) con 2 ug/ml, 100ul/pocillo de purificado CD47 durante la noche
a temperatura ambiente en tampdén de recubrimiento de antigeno 1x (ImmunoChemestry Technologies, cat. #6248).
Los pocillos se lavaron 5 veces con 200- 300uL/pocillo 1x TBST (solucién salina tamponada con Tris + 0,05%Tween-
20) (Thermo Scientific,20x cat. 28360#). Los pocillos fueron bloqueados con200 uL/pocillo BSA en PBS 7,5% (GIBCO,
cat. #15260-037) durante 1-2horas. Los pocillos se lavaron 5 veces con 200-300uL/pocillo 1x TBST. Se afiadieron
50uL/pocillo de curva estandar, controles de calidad (QC) y muestras desconocidas diluidas en CD1 normal suero de
raton 1:4 diluido en TBS. La curva estandar, los QC y las muestras desconocidas se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Las concentraciones para la curva estandar fueron las siguientes: 0,12500ug/mL; 0,06250ug/mL;
0,03125ug/mL; 0,015630 ug/mL; 0,00781ug/mL; 0,00391ug/mL; 0,00195ug/mL; 0,00098ug/mL; y 0,00000 ug/mL. Los
controles de calidad (QC) se congelaron y se dividieron en alicuotas, y la proteina de la curva estandar en
concentraciones "alta", "media" y "baja" en la curva lineal de la curva estandar que sirvié como controles para asegurar
que el ensayo estaba funcionando bien, fueron de la siguiente manera: QC alto = 0,02 pg/ml; QC medio =0,01 pg/mi;
y QC bajo =0,005 pg/ml.

Posteriormente, los pocillos se lavaron 5 veces con 200-300 pL/pocillo 1x TBST. Se afadieron 50 pL/pocillo de 0,2
pg/mL de anticuerpo policlonal conjugado anti-6x His Tag -HRP de conejo Abcam (1mg/mL stock, abcam cat. #
ab1187) diluido en TBST+BSA 1% y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6 veces
con 200-300 ul/pocillo 1xTBST. Las siguientes etapas y reactivos se llevaron a cabo a temperatura ambiente: 50
ML/pocillo temperatura ambiente 1-Step Ultra TMB - ELISA (Thermo Scientific cat. # 34028) y se incubd 3-5minutos a
temperatura ambiente hasta que el desarrollo de color fue suficiente. SE afiadieron 50uL/pocillo de solucién de parada
a temperatura ambiente (0,16M acido sulfurico, Thermo Scientific cat. N600#) inmediatamente y se mezclé bien. Las
placas se leyeron inmediatamente en un espectrofotémetro a OD 450y a OD 570. La 570lectura de DO fue una lectura
de fondo que se sustrajo de la lectura 450 de OD. Usando un programa de software como Molecular Devices SoftMax
Pro o Graph Pad Presm, los valores de la curva estandar se trazaron usando una curva de ajuste de 4 parametros y
las concentraciones de las muestras desconocidas se interpolaron a partir de la curva estandar usando el software.

Los datos de SEQ ID NO:159 se obtuvieron usando un protocolo HSA ELISA. Se recubrieron placas de 96 pocillos
Immulon 4HBX ELISA (Thermo Scientific cat. #3855) con 2 ug/ml, 100ul/pocillo de purificado), CD47 Los pocillos se
lavaron 5 veces con 200- 300uL/pocillo 1x TBST (solucion salina tamponada con Tris +0,05%Tween-20) (Thermo
Scientific,20x cat. 28360#). Los pocillos fueron bloqueados con pL/pocillo 200Tampén de bloqueo Li-Cor Odyssey
(TBS) (Li-Cor, cat. 927-50000#) durante 2 horas y no se usaron tampones de bloqueo que contenian albumina. Los
pocillos se lavaron 5 veces con 200-300uL/pocillo 1x TBST. Se afiadieron 50 pL/pocillo de curva estandar, controles
de calidad (QC) y muestras desconocidas diluidas en suero de ratén normal 1:4 diluido en TBS. La curva estandar,
los QC y las muestras desconocidas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora.

Las concentraciones de la curva estandar fueron las siguientes: 3,20 ug/ml; 1,60 ug/ml; 0,80 ug/ml; 0,40 ug/ml; 0,20
pg/ml; 0,10ug/ml; 0,05 pg/ml; 0,025 pg/mly 0,00 pyg/ml.Los controles de calidad (QC) se congelaron y se dividieron en
alicuotas, y la proteina de la curva estandar en concentraciones "alta", "media" y "baja" en la curva lineal de la curva
estandar que sirvi6 como controles para asegurar que el ensayo estaba funcionando bien, fueron de la siguiente

manera: QC alto = 0,6 yg/ml; QC medio = 0,3 pg/ml; y QC bajo = 0,15 pg/ml y QC bajo = 0,01 ug/ml.

Posteriormente, los pocillos se lavaron 5 veces con 200-300 pL/pocillo 1x TBST. Se afadieron 50 pL/pocillo de 1 pg/ml
Thermo Scientific/Pierce conejo conjugado anti-HSA-HRP (Thermo Scientific cat. # - PA1-26887) diluido en 1x TBST
y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6 veces con 200-300 uL/pocillo 1xTBST.
Posteriormente, las siguientes etapas y reactivos se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Se afadieron 50
ML/pocillo a temperatura ambiente 1-Step Ultra TMB - ELISA (Thermo Scientific cat. # 34028) y se incubaron 3-
S5minutos a temperatura ambiente hasta que el desarrollo de color fue suficiente. Se afiadieron 50uL/pocillo de solucion
de parada a temperatura ambiente (0,16 acido sulfurico, Thermo Scientific cat. #N600) y se mezcld bien. Las placas
se leyeron inmediatamente en un espectrofotémetro a O.D. 450 y a O.D. 570. La 570lectura de O.D. fue una lectura
de fondo que se sustrajo de la 450lectura de O.D. Usando un programa de software como Molecular Devices SoftMax
Pro o Graph Pad Presm, los valores de la curva estandar se trazaron usando una curva de ajuste de 4 parametros y
las concentraciones de las muestras desconocidas se interpolaron a partir de la curva estandar usando el software.

Ejemplo 13 - Hemaglutinaciéon reducida demostrada por polipéptidos variantes de SIRP-a

Como se muestra en la FIG. 11, los polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a demostraron hemaglutinacion reducida o
ablacionada. Especificamente, cuando ocurre la hemaglutinacién, esta presente una coloracion roja difusa en lugar
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de un punto rojo, como se muestra para el control positivo B6H12. Para los polipéptidos variantes de D1 de SIRP-a
ensayados en la FIG. 11, hubo una reduccion o ablacion de la hemaglutinacién.

Las metodologias usadas para este Ejemplo fueron las siguientes: se recibieron capas leucociticas de sangre
completa humana del Centro de Sangre de la Universidad de Stanford y se diluyeron con solucién salina tamponada
con fosfato 1:2 (PBS, Gibco). La sangre diluida se dividié en dos tubos y se cubrié con 20 ml de Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare). Los tubos se centrifugaron durante 30 minutos a 400x g. Se eliminaron los sobrenadantes y los
sedimentos de eritrocitos se lavaron dos veces mediante la adicion de 30 ml de PBS y centrifugacion a 3500R PM. A
continuacion, se llevé a cabo un ensayo de hemaglutinacion como sigue: se diluyeron eritrocitos humanos en PBS y
se transfirieron a placas de poliestireno de 96 pocillos (Corning) a 4 millones de células por pocillo en un volumen de
75 pl. Se afadieron diluciones seriadas de cinco veces de las proteinas indicadas a los pocillos en un volumen de 75
pl de PBS, con una concentracion final de 1000 nM a 0,488 nM. Como control negativo, se afiadié PBS solo a una fila
de pocillos. Los eritrocitos se depositaron en el fondo del pozo, formando un sedimento pequefio y bien definido. Como
control positivo, las células se trataron con el anticuerpo anti-CD47 B6H12 (ebioscience). Este anticuerpo provocé
hemaglutinacién a concentraciones entre 8 y 63 nM, indicado por la formacién de un sedimento celular grande y difuso.
Entre los constructos probadas, los polipéptidos basados en IgG2 (SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO:113) causaron una
ligera hemaglutinacion a 4 y 8 nM. No se observé hemaglutinacion para todos los demas constructos polipeptidicos
(basados en IgG1 y basados en HSA).

Ejemplo 14 - Actividad antitumoral de SEQ ID NO:211 en un modelo de tumor singénico de raton

Se usaron C57BL/6 ratones (hembras de 7 a 10semanas de edad) obtenidos del Laboratorio Charles River. La linea
celular de adenocarcinoma de colon de ratén MC38 se recupero de las reservas congeladas y se cultivé en RPMI que
1640 contenia 10%suero bovino fetal, penicilina-estreptomicina y L-glutamina. Las células se centrifugaron y se
resuspendieron a una concentracion de 2E+07 células/mL en medio sin suero sin aditivos. El dia -7 (es decir, 7 dias
antes del dia de estadificacion proyectado), los ratones se implantaron mediante inyeccion subcutanea en el flanco
izquierdo con 100yl (2,0 X108células) por raton de la recién preparada MC38 en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS). Cuando los tumores alcanzaron un volumen medio de aproximadamente 50 mm?3, se aleatorizaron cincuenta
animales con tumores establecidos y pesos corporales moderados en 5 grupos de tratamiento (Grupo 1-5,
n=10ratones cada uno). A partir del dia 1, los ratones de los grupos 1 a 5 se trataron con vehiculo (PBS), anti-mPD-
L1 (clon 10F,9G2, 200ug), SEQ ID NO: 211(200 ug), anti-mPD-L1 (200 pg) +SEQ ID NO:211(100 ug) o anti-mPD-L1
(200 pg) +SEQ ID NO: 211(200 pg), respectivamente. Las dosis se administraron mediante inyeccién intraperitoneal
(IP) de 0,05 mL/ratén los dias 1,4y 7.

SEQ ID NO: 211 se gener6 fusionando genéticamente SEQ ID NO:206 a un monémero de dominio Fc. SEQ ID NO:206
contiene mutaciones que se ha demostrado que mejoran la unién al ratén CD47. Los datos vinculantes se presentan
en la Tabla 18.

SEQ ID NO: 211

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLRPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQRDGPFPRVTTV
SDTTKRNNMDESIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGIPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHT
CPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Las observaciones clinicas y los pesos corporales se controlaron durante todo el estudio hasta el dia 42. Los tamafios
de los tumores se midieron dos veces por semana vy, al finalizar el estudio, se midieron las dimensiones
perpendiculares menores (anchura, W, y altura, H) y mayores (longitud, L) usando microcaliper (Mitutoyo, Aurora,
lllinois). El volumen del tumor (mm?) se calculé usando la formula para el volumen de una esfera elipsoide (L x W*H /
2). Los animales del estudio se sometieron a un sacrificio humanitario durante el estudio cuando los volimenes
tumorales en animales individuales excedieron (o se acercaron) 2,500mm?. El nimero de animales que permanecieron
en el estudio hasta el dia 42 se us6 para un analisis de supervivencia.

Los tumores crecieron en diversos grados en los cinco grupos. Entre los ratones dosificados con vehiculo o con SEQ
ID NO:211 (200 (Grupos 1 y,3, respectivamente), los sacrificios comenzo6 durante la 4° semana (desde el dia 25) y
todos los animales en estos grupos estaban muertos al final de la 5° semana (Dia 35). Entre los ratones a los que se
les administré anti-mPD-L1 (solo o en combinacion con SEQ ID NO:211; Grupos 2, 4 y 5), los sacrificios comenzaron
durante la¥semana (desde el dia 29 o 32) pero un subconjunto (40-70%) de estos animales sobrevivié hasta el final
del estudio programado (dia 42). La FIG. 12 muestra las curvas de supervivencia para cada grupo de tratamiento
durante el periodo de estudio. Numéricamente, el grupo de tratamiento anti-mPD-L1 mas 200ug SEQ ID NO:211 tuvo
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el mayor nimero de animales supervivientes, seguido por el grupo de tratamiento anti-mPD-L1 mas 100ug SEQ ID
NO:211y el grupo de anti-mPD-L1 solo, con 7 de cada 10(70%), 5 de cada 10(50%) y 4 de cada 10(40%) ratones
restantes en el dia 42, respectivamente (Tabla 25). La mediana de supervivencia fue de 29 y 30,5 dias respectivamente
para los tratamientos con vehiculo (Grupo 1) y SEQ ID NO:211 solo (Grupo 3). La mediana de supervivencia aumento
a 42 dias para el tratamiento con anti-mPD-L1 solo (Grupo 2) y anti-PD-L1 mas 100ug SEQ ID NO:211 (Grupo 4). La
mediana de supervivencia para el tratamiento con anti-mPD-L1 mas 200ug SEQ ID NO:211(Grupo 5) no se determiné
ya que mas de 50% de los animales permanecieron al final del estudio (Dia 42).

Tabla 25. Datos de supervivencia animal

Numero de animales vivos en el dia indicado
7 T
Tratamiento 3 : ’ I ' ' ! ‘
Grupo f;ﬂsendias 1 14 |7 11 14 18 1 22 | 25 29_32 3 39 42‘
1,4and 7) L . : o -
1 PBS 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 6 1
anti-mPD-L1
2 10 (1010 10|10 | 10| 10| 10| 9
(200 pg)
SEQ ID NO:
3 211 (200 pg) 10110 {10 |10 |10 | 10| 10| 9 5
anti-mPD-L1
200
4 ( he) 10 (10101010 1010|1010 ]| 9 7 6 5
+ SEQ ID NO:
211 (100ug)
anti-mPD-L1
(200ug)
5 10|10 {10 | 10 | 10 | 10| 10| 10 | 9 9 8 717
+ SEQ ID NO:
211 (200 pg)

Los tumores presentaron un crecimiento rapido en el grupo tratado con vehiculo, lo que indica un crecimiento tumoral
en curso en ausencia de un tratamiento eficaz. La dosificacion con 200ug SEQ ID NO:211(Grupo 3) produjo una
atenuacion significativa del crecimiento tumoral solo en puntos de tiempo intermitentes (Dia 7 y 14, para el volumen
tumoral tanto crudo como normalizado) en comparacion con la dosificacion con vehiculo. La dosificacion con 200ug
de anti-mPD-L1, solo o en combinacién con SEQ ID NO:211(Grupos 2, 4 y 5), proporciond una atenuacion significativa
del crecimiento tumoral desde el Dia 4 o 7 (para el volumen tumoral sin procesar o normalizado, respectivamente) en
comparacion con la dosificacion con vehiculo (Figura 13). y Tabla 26). La adicion de SEQ ID NO:211 al régimen anti-
mPD-L1 (Grupo 2 frente a 4 o Grupo 2 frente a 5) produjo una inhibiciéon adicional del crecimiento tumoral sobre el
tratamiento anti-mPD-L1 solo. Los volimenes de tumor el dia 22, incluyendo la inhibicién del crecimiento tumoral (%
TGI), se proporcionan en la Tabla 26. El dia 22 se usa para la comparacion porque este dia es el tltimo momento en
el que todos los animales estaban todavia vivos. Inhibicion del crecimiento tumoral (% TGI) el dia 22 frente al dia 1
fueron 83%, 81% y 77% para el grupo anti-mPD-L1 mas 200pg SEQ ID NO: 211 el grupo anti-mPD-L1 mas 100ug
SEQ ID NO:211 y el grupo anti-mPD-L1 solo, respectivamente (Tabla 26).

Tabla 26. Andlisis del volumen tumoral

Volumen del | Volumen del Dia22*vs.Dia1 Volumen medio
tumor dia 1 (B, |tumor Dia- normalizado del
mm3 22T, mm?® - 3) o dia-22 A
Grupo Agente (tres dosis el ) ( ) T-B (mm’) |%TGl
PO dia 1,4y 7, IP)
A volumen %
Media * DE Media * DE Grupo 1 |% Dia 1
tumoral A
1 Vehiculo 52 +13 2126 + 599 2074,2 0% 4380%
2 anti-mPD-L1 (200 ug) |52+ 12 537 + 464 484,6 77% 1062%
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Volumen del | Volumen del Dia22*vs.Dia1 Volumen medio
tumor dia 1 (B, |tumor Dia- normalizado del
mm? 22T, mm?3 X 3) |9 dia-22 A
Grupo Agente (tres dosis el ) ( ) T-B (mm’) | %TGl
PO dia1,4y 7,1P)
A volumen %
Media * DE Media * DE Grupo 1 |% Dia 1
tumoral A
3 ﬁgE)Q ID NO: 211(200 51+12 1697 + 679 1645,4 21% 3384%
anti-mPD-L1 ( pg) 200
4 Mg +SEQ ID NO:211 |52 +13 456 + 368 404,3 81% 959%
(100 pg)
anti-mPD-L1
5 Hg)200+SEQ ID |52 + 11 399 + 497 347,9 83% 728%

NO:211 (200 pg)

* El dia 22 es el ultimo dia en donde todos los animales de todos los grupos permanecieron vivos.

Ejemplo 15 - optimizacion de la terapia combinada para tratar el cancer

Los polipéptidos que incluyen una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad se coadministran con inhibidores de
puntos de control para tratar modelos de ratdén de varios canceres, p. €j., tumor sdlido y cancer hematoldgico. Los
canceres pueden ser reconocidos por el sistema inmunoldgico y, bajo algunas circunstancias, el sistema inmunoldgico
puede estar implicado en la eliminaciéon de tumores. El bloqueo de moléculas co-inhibidoras, como CTLA-4, PD-1, y
LAG-3, puede estar implicado en la amplificacion de las respuestas de las células T contra los tumores. Los
polipéptidos descritos en el presente documento se administran en combinacion con un inhibidor de punto de control,
tal como un inhibidor de anticuerpos de CTLA-4 (p. €j., ipilimumab, tremelimumab), PD-1 (p. €j., nivolumab,
Pidilizumab, MK3475 también conocido como pembrolizumab, BMS936559, y MPDL3280A) y LAG-3 (p. €j.,
BMS986016).

Los tumores A20 establecidos en ratones BALB/c (p. €j., modelos de linfoma) se tratan con un anticuerpo inhibidor de
CTLA-4 y una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad fusionada con una variante de I9G Fc proporcionada en el
presente documento (p. €j., un constructo de SIRP-a). A partir del dia 1, los ratones se tratan con vehiculo (PBS),
tremelimumab (200 +constructo de SIRP-a (100 ug) o tremelimumab (200 +constructo de SIRP-a (200 ug). Las dosis
se administran mediante inyeccion intraperitoneal (IP) a 0,05 mL/ratén los dias 1, 4 y la 7. La respuesta del tumor a la
terapia de combinacion se determina diariamente midiendo el volumen del tumor. Si el dia 4, el volumen tumoral de
los ratones tratados con terapia combinada no muestra una mejoria significativa, tremelimumab se reemplaza por
ipilimumab. De forma similar, si el dia 7, el volumen tumoral de los ratones tratados con terapia combinada no muestra
una mejoria significativa, tremelimumab se reemplaza por ipilimumab. Se espera que, si bien tremelimumab e
ipilimumab se dirigen a la misma proteina de punto de control, tienen diferentes eficacias terapéuticas y efectos
sinérgicos con el constructo SIRP-a debido a sus diferentes regiones Fc. Tremelimumab es un anticuerpo IgG2 que
puede ser mas eficaz para fijar el complemento, mientras que ipilimumab es un anticuerpo IgG1 que puede ser util
para prevenir la eliminacién de células T activadas.

Ejemplo 16 - Método de tratamiento de un cancer que expresa un marcador epitelial

Los constructos polipeptidicos de SIRP-q, tales como una variante de D1 de SIRP-a de alta afinidad (p. €j., cualquier
variante proporcionada en las Tablas 2, 5 y 6) fusionada con una variante de IgG Fc, se administran para tratar un
cancer que expresa un marcador de células epiteliales. EI aumento de la fagocitosis resultante del bloqueo de
sefializacion de CD47, por ejemplo, mediante un constructo de D1 de SIRP-a, puede depender de la presencia de
macréfagos. Por lo tanto, la administracion de un constructo de polipéptido D1 de SIRP-a en combinacién con un
anticuerpo dirigido a un marcador epitelial que se expresa en o sobre una célula cancerosa se usa para tratar el cancer
y reducir el riesgo de efectos secundarios, p. €j., fagocitosis de células epiteliales, debido a a una baja abundancia de
macroéfagos en la periferia de la piel.

A los modelos de ratén de un cancer que expresa un marcador epitelial, por ejemplo EGFR o EpCAM, se les administra
un constructo de SIRP-a en combinacién con un anticuerpo que se dirige al marcador epitelial, p. €j., un anticuerpo
anti-EGFR o un anticuerpo anti-EpCAM. Los anticuerpos que se dirigen a marcadores epiteliales pueden reconocer
tanto células cancerosas como células no cancerosas, por ejemplo, células no cancerosas en la periferia de la piel.
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Sin embargo, se espera que las células no cancerosas en la periferia de la piel no sean susceptibles a la fagocitosis
debido a una baja abundancia de macréfagos cerca de la piel.

Ejemplo 17 - Fagocitosis mediante fusiones de SIRP-a - Fc de un solo brazo

Para obtener mediciones cuantitativas de la fagocitosis inducida por fusiones de SIRP-a-Fc que tienen una sola
molécula de SIRP-a (p. ej., una molécula de un solo brazo) (representada en las FIGs 1,4A y 4B), se realizd un ensayo
de fagocitosis con diferentes tipos de células MM1R y N87 usando métodos como se describe en el Ejemplo 8.

Se probaron seis constructos de un solo brazo para determinar la fagocitosis in vitro. Estos constructos de un solo
brazo se generan usando estrategias ojal & botdn. Se uso6 la fusion de homodimero SIRP-a Fc de SEQ ID NO:136
como comparacion de dos brazos (control). Se formé una primera fusion de SIRP-a Fc de un solo brazo (p. €j., A) a
partir de un heterodimero de SEQ ID NO:139 (una variante de Fc) y SEQ ID NO:138 (una fusién de SIRP-a Fc). Se
formo una segunda fusion de SIRP-a Fc de un solo brazo (p. €j., B) a partir de un heterodimero de SEQ ID NO:141(una
variante de Fc) y SEQ ID NO:140(una fusion de SIRP-a Fc). Se formd una tercera fusion de SIRP-a Fc de un solo
brazo (p. ej., C) a partir de un heterodimero de SEQ ID NO:139(una variante de Fc) y SEQ ID NO:142(una fusion de
SIRP-a Fc). Se formé una cuarta fusion de SIRP-a Fc de un solo brazo (p. €j., D) a partir de un heterodimero de SEQ
ID NO:141(una variante de Fc) y SEQ ID NO:143(una fusion de SIRP-a Fc). Se formé una quinta fusion de SIRP-a Fc
de un solo brazo (p. €j., E) a partir de un heterodimero de SEQ ID NO:147(una variante de Fc) y SEQ ID NO:146(una
fusion de SIRP-a Fc). Se formd una sexta fusion de SIRP-a Fc de un solo brazo (p. €j., F) a partir de un heterodimero
de SEQ ID NO:149(una variante de Fc) y SEQ ID NO:148(una fusion de SIRP-a Fc). Las afinidades de unién CD47(Kp)
de SIRP-a de un solo brazo cuando se prueba como mondmero son las siguientes: ~ 10 pM (A, B), ~100 pM (C, D) y
~5nM (E, F). Las secuencias se proporcionan en la Tabla 27 a continuacion.

Tabla 27. Secuencias de aminoacidos de las fusiones SIRPa-Fc para el constructo de heterodimeros

SEQ ID

NO: Secuencia de aminoacidos

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYN
QRQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCIKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDK THTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
138 SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
139 EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYN
QRQGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTY YCIKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
140 SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
141 EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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142

143

146

147

148

149

Las Figs. 15-17 muestran la fagocitosis de la linea 1R de mieloma multiple (MM1R) y la linea de carcinoma gastrico
por macrofagos no polarizados N87 derivados de monocitos humanos. "+" y "-" denota la adicion o ausencia de
Daratumumab (Dara) respectivamente en las FIGs. 15-16. En la Fig. 17,"+" y "-" denota adicion y ausencia de
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Secuencia de aminoacidos

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIYN
QREGPFPRVTTVSDTTKRNNMDFSIRIGAITPADAGTYYCVKFRKGSPDD
VEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIY
NQRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPD
DVEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSR

WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLFPVGPIQWFRGAGPGRELIY
NQRQGPFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPD
DVEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

DKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Herceptin/trastuzumab (Her) respectivamente.
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La FIG. 15 muestra el constructo A en presencia de un anticuerpo de control (IgG1, k), p. €j., "A-" tiene fagocitosis
ablacionada como agente Unico mientras que es capaz de aumentar la fagocitosis de Daratumumab (Dara), p. €j.,
"A+". De forma similar, el constructo B en presencia de un anticuerpo de control (IgG1, k), p. €j., "B-" tiene fagocitosis
ablacionada como agente Unico mientras que es capaz de aumentar la fagocitosis de Daratumumab (Dara), p. €j.,
"B+". El porcentaje de macrofagos que fagocitaron MM1R y son CFSE+ se indica en el eje y. La concentracién de los
sitios de union de CD47a partir de la adicion del constructo A, B o el constructo de control se indica en el eje x. Los
niveles de fagocitosis son comparables a los del constructo de control (que es un SIRP-a de doble brazo). El nivel de
fagocitosis resultante de la incubacién con un anticuerpo anti-CD47, p. ej. B6H12 (100 nM), es en comparacion con la
incubacién con Dara, p. €., PBS+. Como se muestra, las fusiones de SIRP-a-Fc de un solo brazo pueden aumentar
la fagocitosis de Dara de forma en comparacion con las fusiones de SIRP-a-Fc de dos brazos.

La FIG. 16 muestra el constructo C en presencia de un anticuerpo de control (IgG1, k), p. €j., "C-" tiene fagocitosis
ablacionada en el ensayo de fagocitosis como agente Unico mientras que es capaz de aumentar la fagocitosis de
Daratumumab (Dara), p. ej., "C+". De forma similar, el constructo D en presencia de un anticuerpo de control (IgG1,
k), p- €j., "D-" tiene fagocitosis ablacionada en el ensayo de fagocitosis como agente Unico mientras que es capaz de
aumentar la fagocitosis de Daratumumab (Dara), p. €j., "D+ ". El porcentaje de macréfagos que fagocitaron MM1R y
son CFSE+ se indica en el eje y. La concentracion de los sitios de union de CD47a partir de la adicion del constructo
C, D o el constructo de control se indica en el eje x. Los niveles de fagocitosis son comparables a los del constructo
de control (que es un SIRP-a de doble brazo). El nivel de fagocitosis resultante de la incubacién con un anticuerpo
anti-CD47, p. ej. B6H12 (100 nM), es comparable al de la incubacion con Dara, p. ej., PBS+. Como se muestra, las
fusiones de SIRP-a-Fc de un solo brazo pueden aumentar la fagocitosis de Dara de forma en comparacién con las
fusiones de SIRP-a-Fc de dos brazos. Como se muestra, las fusiones SIRP-a-Fc de un solo brazo pueden aumentar
la fagocitosis de Dara de forma en comparacion con las fusiones SIRP-a-Fc de dos brazos.

La FIG. 17 muestra fagocitosis en presencia de constructos SIRP-a de un solo brazo de baja afinidad (E, F) realizadas
de manera similar a los ejemplos anteriores. Como se muestra, estos constructos de SIRP-a de un solo brazo de baja
afinidad (E, F) en combinacién con Herceptin mostraron una fagocitosis de N87 células en comparacion con a la de
Herceptin solo (PBS+). Por lo tanto, la afinidad 5 nM por CD47 no es suficiente para la fusién SIRP-a-Fc de un solo
brazo para mejorar ain mas lafagocitosis in vitro en combinacién con Herceptin.

Ejemplo 17 - Reactividad cruzada de variantes de D1 de SIRP-a de alta afinidad

Se generaron polipéptidos de variantes de D1 de SIRP-a de alta afinidad como se describié previamente.La unién a
humanos, ratones y ratas CD47 se determin6 usando SPR medido por un T100 instrumento Biacore (GE Healthcare)
y Proteon XPR36 (Bio-rad, Hercules, CA) como se describe en el Ejemplo 1.SEQ ID NO:215 es una variante de D1
de SIRP-a disefiada que no se une a humano, raton o rata CD47 y se utilizd6 como control negativo.

Tabla 28. Afinidad de unidn de especies cruzadas representativa CD47 para variantes de SIRP-a de alta afinidad

Ko(M)

SEQ ID NO: Humano Ratén Rata

85 2,03 x 10710 2,16 x 10° 1,96 x 108
198 1,55 x 1010 1,41 x10° 9,88 x 10°°
199 1,26 x 10°° 1,25 x 10°° 1,07 x 108
200 3,04 x 1010 1,17 x 10°° 1,42 x 108
204 6,53 x 1010 4,48 x 10710 3,42 x10°
205 2,48 x 10710 5,69 x 1010 4,28 x 10°°
206 9,67 x 10710 2,88 x 10710 1,49 x 10°°
207 1,04 x 10°° 8,80 x 10710 5,90 x 10°°
208 2,19 x 10710 8,32 x 1010 5,17 x 10°°
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Ko(M)
SEQ ID NO: Humano Ratén Rata
209 1,01 x 10°° 3,71 x 1010 2,26 x 10°°
210 1,65 x 10° 6,12 x 10710 4,59 x 10°°
136 1,3904 x 1010 1,1407 x 108 6,43 x 10°
214 2,00 x 10°° 6,30 x 108 8,00 x 108
215 No se une No se une No se une
SEQ ID NO: 215:

EEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPRGPIQWFRGAGPGRELIYNRKEGHFPRVTT

VSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSDKTH
TCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL

YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Ejemplo 18 - Actividad antitumoral de constructos de SIRP-a de alta afinidad en un modelo de tumor de
xenoinjerto de ratéon

Ratones inmunodeficientes NOD scid gamma (NSG) (NOD.Cg-Prkdcscdl|2rg™Wil /SzJ; 50 hembras, mas repuestos)
se compraron como animales de 6 a 10semanas de edad. Se cultivaron células de la linea celular de linfoma humano
GFP-Luc-Raiji en R PMI 1640que contenia 10%suero fetal bovino, penicilina, estreptomicina y L-glutamina. Luego, las
células se centrifugaron y se resuspendieron a una concentracién de 1,0 x 107células/mL en medio libre de suero sin
aditivos y combinado 1:1 con Matrigel™ (Trevigen, Gaithersburg, MD). El dia -11 (es decir, 11 dias antes del dia de
estadificacion proyectado), los ratones se implantaron mediante inyeccion subcutanea en el flanco izquierdo con
200pL (1,0 X10% células) por raton de la mezcla recién preparada GFP-Luc-Raji:Matrigel. Cuando los tumores
alcanzaron un volumen medio de aproximadamente 55 mm3, se aleatorizaron cincuenta animales con tumores
establecidos y pesos corporales moderados en 5 grupos de tratamiento (Grupo 1-5, n=10ratones cada uno), A partir
del dia 1,Los grupos 1 a 5 se trataron con (1) SEQ ID NO:215 [10mg/kg (mpk), 3x/semana]; (2) SEQ ID NO:104
(10mpk, 3x/semana); (3) rituximab (5 mpk, 2x/semana) + SEQ ID NO:100 (10mpk, 3x/semana); (4) rituximab (5 mpk,
2x/semana) + SEQ ID NO:104(10mpk, 3x/semana); o (5) rituximab (5 mpk, 2x/semana) +SEQ ID NO:215 (10mpk,
3x/semana), respectivamente. Las dosis se administraron mediante inyeccion intraperitoneal (IP) a 0,05 mL/raton.
Para todos los animales, las dosis se administraron comenzando el dia de estadificacion y continuando durante un
total de 31 dias (Dias 1-31).

Las observaciones clinicas se registraron dos veces al dia (mafiana y tarde). Los hallazgos adicionales se registraron
como se observaron. Los pesos corporales se midieron tres veces por semana usando una balanza electrénica (Ohaus
SCOUT® PRO). Los tamarios de los tumores se midieron tres veces por semana, y al finalizar el estudio, usando
microcalibradores (Mitutoyo, Aurora, lllinoes) para medir las dimensiones perpendiculares menores (anchura, W,
altura, H) y mayores (longitud, L). El volumen del tumor (mm?) se calcul6 usando la formula para el volumen de una
esfera elipsoide (L x W*H / 2). Se extrajeron muestras de sangre de 20 animales el dia 1 (linea de base; antes de la
asignacion del grupo) y de todos los animales el Dia 8 (semana 1) y el Dia 31 (al finalizar). Las muestras de sangre
se enviaron para el recuento sanguineo completo (CBC) el dia respectivo de la extraccion.

El constructo de SIRP-a de la SEQ ID NO:215 no presenta unidon medible a CD47 (véase Tabla 28). Los tumores en
el SEQ ID NO:215-grupo de dosificacion (Grupo 1) crecieron linealmente hasta el Dia 31 (FIG. 19A), similar a los
tumores observados en el grupo de vehiculo de PBS del mismo modelo (datos no mostrados). Esta observacion
demuestra un crecimiento tumoral continuo en ausencia de un tratamiento eficaz.

Las comparaciones entre los grupos 1 y 5 (SEQ ID NO:215 con o sin rituximab) y entre los grupos 2 y 4 (SEQ ID
NO:104 con o sin rituximab) revelan que los tratamientos combinados produjeron una atenuacioén significativa del
volumen tumoral, tanto como valores brutos (desde el Dia 9) como valores normalizados (desde Dia 7). Al dia 16, la
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mayoria de los ratones del Grupo 3 (SEQ ID NO: 100+rituximab) y del Grupo 4 (SEQ ID NO: 104 + rituximab) ya no
albergaban tumores detectables; estos dos tratamientos combinados mostraron una eficacia similar. Por el contrario,
el crecimiento tumoral parecio recuperarse en los animales del Grupo 5 (SEQ ID NO: 215 + rituximab) a partir del dia
18. Los volumenes tumorales de los cinco grupos durante el periodo de estudio (media +/- SEM y graficos de
dispersion individuales) se presentan en la FIG. 19A y FIG 19B respectivamente.

Valores de hemograma completo (CBC) (globulos rojos, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, etc.) medidos antes de
la dosis (Dia 1), 1 semana después de la dosis (Dia 9) y 4 semanas después de la dosis (Dia 31). Los parametros no
difirieron significativamente en la Semana 1 o la Semana 4 entre los cinco grupos. Los valores de hemoglobina (HGB)
se muestran en la FIG. 19C. Estos resultados demuestran que los constructos de SIRP-a de alta afinidad pueden
atenuar eficazmente el crecimiento tumoral y sinergizar con rituximab en un modelo de cancer de ratén in vivo.
Ademas, a diferencia de los tratamientos con anticuerpos basados en anti-CD47, no se observaron episodios agudos
de anemia en ninguno de los grupos de prueba tratados con los constructos de SIRP-a de alta afinidad.

Ejemplo 19: Los constructos variantes de SIRP-a Fc muestran una disminucion de la toxicidad de los gldbulos rojos

La pérdida de gldbulos rojos es una preocupacion se dirige a CD47. Para examinar los efectos de un constructo
variante de SIRP-a Fc sobre la toxicidad de los glébulos rojos, se trataron ratones con un constructo variante de SIRP-
a de alta afinidad que contenia un constructo IgG1 Fc de tipo salvaje (SEQ ID NO: 216) o un constructo variante Fc
de IgG1 (SEQ ID NO:96) con mutaciones de IgG1L234A, L235A, G237A y N297A (IgG1_AAA_ N297A). Los ratones
se asignaron a cinco grupos de seis y se trataron los dias 1y 7 (véanse flechas continuas en la FIG. 20) con: (1) PBS;
(2)10mg/kg SEQ ID NO:216 (IgG1 Fc de tipo salvaje); (3) 30 mg/kg SEQ ID NO:216; (4) 10mg/kg SEQ ID NO: 96
(IgG1_AAA_N297A); o (5) 30 mg/kg SEQ ID NO: 96. Se tomaron mediciones de recuento sanguineo completo (CBC)
de referencia de todos los animales el dia -7 y de tres de seis animales el dia 1. Las extracciones de sangre (véase la
FIG. 20) rotaron entre tres ratones de cada grupo para no exceder la cantidad de extraccion de sangre permitida por
semana. Como se demuestra en la FIG. 20, el tratamiento con una IgG1 de tipo salvaje que contiene la variante de
D1 de SIRP-a dio como resultado una disminucion dependiente de la dosis en los recuentos de glébulos rojos. Por el
contrario, el tratamiento con un IgG1_AAA_N297A que contenia el constructo variante de D1 de SIRP-a dio como
resultado recuentos de glébulos rojos similares al grupo de control tratado con PBS.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido, que comprende una variante de proteina reguladora de sefal a (SIRP-a) D1 y una variante de Fc,
en donde el polipéptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NOs: 98-104,107-
113,116-122 y 135-136.

2. Un dimero que consiste en dos copias del polipéptido de la reivindicacion 1.

3. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de cualquiera de la reivindicacion 1.

4. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 3.

5. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 3 o el vector de la reivindicacion 4.

6. Un método para producir un polipéptido de la reivindicacién 1 que comprende cultivar la célula huésped de la
reivindicaciéon 5 en condiciones apropiadas para provocar la expresion del polipéptido y recuperar el polipéptido.

7. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la reivindicacion 1, o el dimero de la reivindicacion
2, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7 para su uso en un método para tratar el cancer.

9. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, el cancer se selecciona entre cancer de
tumor solido, cancer hematoldgico, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide cronica,
leucemia linfoblastica aguda, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, mieloma mdiltiple, cancer de vejiga, cancer de
pancreas, cancer de cuello de Utero, cancer de endometrio, cancer de pulmén, cancer de bronquios, cancer de higado,
cancer de ovarios, cancer de colon y recto, cancer de estbmago, cancer gastrico, cancer de vesicula biliar, cancer de
tumor del estroma gastrointestinal, cancer de tiroides, cancer de cabeza y cuello, cancer de orofaringe, cancer de
esofago, melanoma, cancer no melanoma de piel, carcinoma de células de Merkel, cancer inducido por virus,
neuroblastoma, cancer de mama, cancer de préstata, cancer renal, cancer de células renales, cancer de pelvis renal,
leucemia, linfoma, sarcoma, glioma, tumor cerebral, o carcinoma.

10. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 8 o 9, en donde el método comprende administrar
la composicién farmacéutica y un anticuerpo terapéutico.

11. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 10, en donde el anticuerpo terapéutico se une a
4-1BB, 5T4, ALK1, ANG-2, B7-H3, B7-H4, c-Met, CA6, CCR4, CD123, CD19, CD20, CD22, CD27, EpCAM, CD30,
CD32b, CD33, CD37, CD38, CD40, CD52, CD70, CD74, CD79b, CD98, CEA, CEACAM5, CLDN18,2, CLDNS6, CS1,
CTLA-4, CXCR4, DLL-4, EGFR, EGP-1, ENPP3, EphA3, ETBR, FGFR2, fibronectina, FR-alfa, receptor Frizzled, GCC,
GD2, glypican-3, GP NMB , HER2, HER3, HLA-DR, ICAM-1, IGF-1R, IL-3R, LIV-1, mesotelina, MUC16, MUC1,
NaPi2b, Nectin-4, Notch 2, Notch 1, OX-40, PD-1, PD-L1, PD-L2, PDGFR-a, PS, PSMA, SLTRK6, STEAP1, TEM1,
VEGFR, CD25, DKK-1, o CSF-1R.

12. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 10, en donde el anticuerpo terapéutico es
cetuximab, necitumumab, pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab, MEDI0680,atezolizumab, avelumab, durvalumab,
MEDI6383, MEDI6469, RG7888, ipilimumab, tremelimumab, urelumab, PF-05082566, enoblituzumab, vantictumab,
varlilumab, mogamulizumab, SAR650984,daratumumab, trastuzumab, trastuzumab emtansine, pertuzumab,
elotuzumab, rituximab, ofatumumab, obinutuzumab, RG7155, FPA008, panitumumab, o brentuximab vedotin.
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