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DESCRIPCION
Tratamiento de células enfermas CD47+ con fusiones SIRP alfa-Fc
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a proteinas terapéuticas de fusidon de Fc utiles particularmente para el tratamiento de
sujetos que presentan células enfermas CD47+. Las proteinas de fusiéon se basan en un dominio dentro de la region
extracelular de SIRPa humana e incorporan una region Fc que mejora el efecto anticanceroso de la proteina de
fusion.

Antecedentes de la invencion

La proteina alfa reguladora de la sefial (SIRPa) es una proteina transmembrana que pertenece a la superfamilia de
inmunoglobulinas y es un receptor para CD47. La clonacion y expresion de una forma humana de SIRPa ha sido
descrita por Ullrich et al en el documento US 6541615. La participacion de SIRPa y CD47 en la etiologia del cancer y
otras enfermedades ha sido mencionada por Sarfati et al in WO1999/040940 y por Van den Berg et al en el
documento WO00/66159, quienes sugieren el uso terapéutico de un inhibidor de SIRPa. Mas recientemente, Jaiswal
et al han sugerido el uso de anticuerpos contra CD47 para el tratamiento de canceres hematopoyéticos, en el
documento W0O2009/091601. La interaccion entre SIRPa y CD47 juega un papel importante en la regulacion de la
fagocitosis de las células leucémicas y las células madre leucémicas (LSC) por los macrofagos. Se ha demostrado
que los anticuerpos de bloqueo contra CD47 promueven la fagocitosis de las LSC por los macréfagos. Ademas,
Wang et al han sugerido tratamientos contra el cancer basados en proteinas de fusién de SIRPa en el documento
WO 2010/130053. Para el tratamiento de los trastornos inmunitarios, Smith et al han sugerido el uso de fusiones de
Fc basadas en CD47, en el documento US2008/0131431. El tratamiento de los trastornos inflamatorios e
inmunitarios también es ilustrado por Raymond et al, en el documento W02010/070047.

Seria util proporcionar agentes que inhibieran la sefalizacion a través del eje SIRPa/CD47 para su uso en el
tratamiento del cancer y otras enfermedades.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona una proteina de fusiéon de SIRPa humana, composicién farmacéutica,
construccion de ADN, célula de produccién de proteinas, método y proteina de fusién dimérica tal como se define en
las reivindicaciones independientes adjuntas. Las caracteristicas preferidas se definen en las reivindicaciones
dependientes.

En la presente memoria describe SIRPa como una proteina de fusion de Fc en la que los componentes se
seleccionan para la inhibicién 6ptima del eje CD47/SIRPa. Los autores de la presente invencion han encontrado que
un dominio particular y singular dentro de la regiéon extracelular de SIRPa humana se une a CD47 con mayor
afinidad que la region extracelular intacta de SIRPa humana. Asimismo, en la presente memoria se demuestra que
la eficacia en vivo de las fusiones SIRPaFc mejora de manera sorprendente y drastica cuando la region constante
(Fc) tiene una funcion efectora, a pesar de que la inhibicion del eje CD47/SIRPa no deberia requerir tal actividad, y a
pesar de indicaciones in vitro de que deberia preferirse una region Fc no efectora.

Las presentes proteinas de fusién SIRPaFc también demuestran un agonismo de CD47 insignificante, lo que les
permite actuar como un inhibidor dedicado de la sefializacion mediada por SIRPa in vivo. Como un atributo
adicional, la proteina de fusion exhibe una unién insignificante a los gldbulos rojos. Esto esta en marcado contraste
con otros inhibidores de este eje, tales como los anticuerpos contra CD47, que se unen fuertemente a los globulos
rojos, en algunos casos causando hemaglutinacion. Con la presente proteina de fusion, la dosificacion no necesita
tener en cuenta el efecto de "hundimiento" en el que el farmaco administrado queda secuestrado e inactivo en forma
unida a los GR, o para tener en cuenta cualquier evento adverso causado por la interacciéon de los GR.

En la presente memoria se describe una proteina de fusion SIRPaFc util para la inhibiciéon de la estimulacion
mediada por SIRPa de CD47 unido a la célula, comprendiendo la proteina de fusién un componente de proteina
SIRPa vy, fusionada con el mismo, un componente de region constante de anticuerpo (Fc), en donde el componente
de proteina SIRPa consiste en o comprende el dominio V de SIRPa humana y el componente Fc es la region
constante de una IgG que tiene funcién efectora. El Fc se puede seleccionar de la regién constante de un anticuerpo
IgG1 o un anticuerpo IgG4.

En la presente memoria se describe un polinucleétido que codifica una forma secretable de la fusién SIRPaFc como
un polipéptido de cadena sencilla. En la presente memoria se describe un anfitrién Gtil para producir la proteina de
fusion SIRPaFc, teniendo el anfitrion el polinucleétido incorporado expresablemente en el mismo. En la presente
memoria se describe un método para obtener la proteina de fusién SIRPaFc, que comprende cultivar o hacer crecer
el anfitrién, y recuperar la fusion SIRPaFc como una proteina dimérica. El anfitrion puede ser un anfitrién eucariético
de cualquier especie que glicosila proteinas expresadas.
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En la presente memoria se describe una composicion farmacéutica util para el tratamiento de un sujeto que presenta
una célula enferma que es CD47+, comprendiendo la composicién un portador farmacéuticamente aceptable y una
cantidad de la proteina de fusiéon SIRPaFc eficaz para inhibir el crecimiento o la proliferacion de la célula enferma
CD47+.

En la presente memoria se describe un método para el tratamiento de un sujeto que presenta células enfermas
CD47+, comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusidon SIRPaFc eficaz para
inhibir el crecimiento y/o la proliferacion de las células enfermas. En la presente memoria se describe el uso de la
proteina SIRPaFc para el tratamiento del cancer o cualquier otra enfermedad en la que estén presentes las células
enfermas CD47+. En la presente memoria se describe la proteina SIRPaFc para la fabricacién de un farmaco para el
tratamiento del cancer u otra enfermedad en la que estan presentes las células enfermas CD47+. De forma similar,
se describe en la presente memoria una composiciéon farmacéutica para su uso en el tratamiento de una célula
enferma CD47+, que comprende la proteina SIRPa-Fc y un portador farmacéuticamente aceptable. Las células
enfermas pueden ser células cancerosas CD47+, incluyendo concretamente células de leucemia CD47+, tal como la
AML.

Estos y otros aspectos de la presente invencion se describen ahora con mayor detalle con referencia a los dibujos
adjuntos, en los que:

Referencia a las figuras

La Figura 1 compara la union de las fusiones SIRPa denominadas TTI-602 y TTI-616 a CD47 humano utilizando un
ensayo de unién directa (Figura IA) y un ensayo de competicion indirecta (Figura 1B). Mas concretamente, se
comparé la union de SIRPaFc con un solo dominio V de SIRPa N-terminal (TTI-616) con una fusion que constaba de
los tres dominios SIRPa extracelulares (V-C-C) (TTI-602). A) Ensayo de unién directa. Se incubaron células T Jurkat
CD47+ humanas con cantidades tituladas de TTI-602 o TTI-616 y la unién se analizé por citometria de flujo
utilizando un anticuerpo policlonal anti-lgG. B) Ensayo de inhibicion competitiva. Se incubaron células Jurkat con
SIRPaFc biotinilada (TTI-601) en presencia de cantidades tituladas de competidor frio TTI-602 o TTI-616. La unién
se midi6 por citometria de flujo, y los resultados se convirtieron en porcentaje de inhibicion, definiéndose 0% como
unién en ausencia de competidor.

La Figura 2 muestra los perfiles de unién (Kd) para tres proteinas de fusién de SIRPa diferentes. Se revelan perfiles
de unién muy similares, que producen valores de unién por afinidad (Kd) casi idénticos (2,3-2,4 nM). Esto era de
esperar, ya que las tres proteinas contienen la misma region de SIRPa y no se predijo que la region Fc afectaria a la
union del ligando. Mas concretamente, las células T Jurkat CD47+ humanas se incubaron con cantidades tituladas
de proteinas de fusion y la unién se analizé por citometria de flujo utilizando un anticuerpo policlonal anti-lgG. A
continuacién se normalizaron las medias geométricas y generaron las curvas de union y los valores de Kd mediante
Prism (Graphpad) utilizando una regresion no lineal que ajusta los datos a un modelo de unién de un sitio.

La Figura 3 (véase también la Figura 6) muestra que TTI-621 y TTI-622 exhiben una actividad de fagocitosis similar,
mientras que TTI-616 es claramente mas débil (esto es particularmente evidente a la dosis 10 nM). Esto indica que
se requiere una region Fc de IgG4 o IgG1 de tipo salvaje para la destruccion maxima por los macréfagos de células
tumorales activada por SIRPaFc. Mas concretamente, los macréfagos se generaron cultivando monocitos CD14+ de
sangre periférica humana durante al menos 1 semana en presencia de factor estimulante de colonias de monocitos,
y a continuacion se activaron con interferon gamma (durante la noche) y LPS (1 hora). Las células OCI/AML-2 se
marcaron con CFSE y se incubaron durante 30 minutos con fusiones SIRPaFc a las concentraciones indicadas o
proteinas de control Fc (Fc de higG4 (TTI-401) o Fc higG1 (TTI-402) mutados) a 1 mM o no se trataron (UT). Las
células AML-2 y los macréfagos se cultivaron conjuntamente durante 2 horas, y los macréfagos se tifieron con
producto conjugado de aglutinina de germen de trigo y Alexa Fluor® 555 y se analizaron por microscopia confocal.
El indice de fagocitosis se define como el numero de células de AML englobadas por 100 macrofagos, contando al
menos 200 macréfagos por muestra. Las proteinas de fusiéon con una region Fc de higG4 mutada se muestran como
barras de color blanco, la higG4 de tipo salvaje como barras de color gris y la IgG1 de tipo salvaje como barras de
color negro. **p <0,05, *p <0,01 vs. control de isotipo (ANOVA de una via y prueba posterior de Dunnett).

La Figura 4 muestra que la proteina de fusion TTI-621 que porta una region Fc de IgG1 fue la Unica proteina capaz
de mediar un efecto antileucémico en el sitio del trasplante (el fémur que recibié inyeccién). En la médula ésea que
no recibié inyeccion, hubo un claro efecto dependiente de Fc, con TTI-621 (actividad completa de Fc) > TTI-622
(baja actividad de Fc) > TTI-616 (sin actividad de Fc). Se irradiaron de manera subletal ratones NOD/ShiLtJ-Prkdcseid
(NOD.SCID) (8-12 semanas de edad) con 275 cGy de un irradiador g de 137Cs y se trataron con anticuerpo anti-CD
122 (para agotar las células NK) antes de la inyeccion intrafemoral de células de AML recolectadas de un paciente
humano con leucemia. Comenzando tres semanas después del trasplante, los ratones fueron tratados con proteinas
de fusion SIRPaFc (8 mg/kg IP tres veces por semana) o dosis equimolares de proteinas Fc de control TTI-401
(IgG4 humana mutada) o TTI-402 (IgG1 humana). Después de 4 semanas de tratamiento, se sacrificaron los ratones
y se detectaron células de leucemia humana en el fémur que habia recibido la inyeccion, médula ésea y bazo que no
habian recibido la inyeccion mediante analisis de citometria de flujo, tincion para la expresion de marcadores CD45
humanos y CD33 humanos. El injerto de AML se expresd como el porcentaje de células CD45+CD33+ humanas en
cada compartimento.
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Figura 5 Se incubaron células T Jurkat CD47+ humanas con proteinas de fusion SIRPaFc o Fc de control (3 M) o se
dejaron sin tratar (UT) durante la noche y a continuacion se tifieron para determinar la anexina-V y se analizaron por
citometria de flujo. El agente pro-apoptético estaurosporina (Staur) a 1 M se incluyd como control positivo. Una
muestra que contenia TTI-602 se traté previamente con B6H12, un anticuerpo de bloqueo de CDA47.

La Figura 6 muestra los resultados obtenidos utilizando los protocolos descritos para la Figura 3, pero con un
conjunto de datos mas desarrollado.

Figura 7 A) Se tifieron eritrocitos humanos con cantidades tituladas del anticuerpo anti-CD47 B6H12 o TTI-616 y se
analizaron por citometria de flujo. B) Se tifieron eritrocitos humanos con un panel de anticuerpos monoclonales anti-
CD47 (2D3, B6H12, BRIC126 y CC2CB6) o la proteina de fusion SIRPaFc TTI-622 y se analizaron por citometria de
flujo. Cada reactivo se empleé a una concentracion saturante identificada en los experimentos de optimizacion
anteriores. Se utilizé TTI-401 como Fc de control. Los datos mostrados se agrupan a partir de seis donantes. C) Se
tifieron células tumorales AML-2 con anticuerpos CD47 o TTI-622 y se analizaron por citometria de flujo. Los datos
se muestran para una sola dosis alta (660 nM) de cada reactivo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a la proteina SIRPa humana, en una forma fusionada directa o indirectamente con
una regioén constante de anticuerpo, o Fc. A menos que se indique lo contrario, el término "SIRPa humana", como se
emplea en la presente memoria, se refiere a una forma madura, endégena y de tipo salvaje de SIRPa humana. En
seres humanos, la proteina SIRPa se encuentra en dos formas principales. Una forma, la variante 1 o la forma V1,
tiene la secuencia de aminoacidos expuesta como RefSeq NP 542970.1 de NCBI (los residuos 27-504 constituyen la
forma madura). Otra forma, la variante 2 o forma V2, difiere en 13 aminoacidos y tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en GenBank como CAA71403.1 (los residuos 30-504 constituyen la forma madura). Estas dos formas de
SIRPa constituyen aproximadamente 80% de las formas de SIRPa presentes en seres humanos, y ambas estan
incluidas en la presente memoria mediante el término "SIRPa humana". El término "SIRPa humana" también abarca
las formas menores de la misma que son enddgenas para los seres humanos y tienen la misma propiedad de
desencadenar la transduccion de sefales a través de CD47 al unirse a las mismas. La presente invencion se dirige
mas concretamente a la forma variante 2, o V2.

Las presentes proteinas de fusion SIRPaFc incorporan uno de los tres dominios de inmunoglobulina (Ig) que se
encuentran dentro de la region extracelular de SIRPa humana. Mas concretamente, las presentes proteinas
SIRPaFc incorporan los residuos 32-137 de SIRPa humana (un polimero de 106 unidades), que constituyen y
definen el dominio IgV de la forma V2 de acuerdo con la nomenclatura actual. Esta secuencia SIRPa, que se
muestra a continuacion, es referida en la presente memoria como SEQ ID No. 1.

EELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVTT
VSESTKRENMDESISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGA [SEQ ID No.1]

Las proteinas de fusion SIRPaFc pueden incorporar el dominio IgV como se define en SEQ ID No. 1, y residuos
flanqueantes adicionales contiguos dentro de la secuencia SIRPa. Esta forma preferida del dominio IgV,
representada por los residuos 31-148 de la forma V2 de SIRPa humana, es un polimero de 118 unidades que tiene
SEQ ID No. 22 que se muestra a continuacion:

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVT
TVSESTKRENMDEFSISISNITPADAGTY YCVKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPS
[SEQ ID No.22]

Se ha encontrado que la actividad de esta forma V2 de SIRPa humana es sorprendentemente mayor, en términos
de afinidad de unién a CD47, con respecto a la afinidad de unién a CD47 de todo el dominio extracelular de SIRPa.
Esta afinidad de unién es al menos dos veces mayor que la afinidad de unién de todo el dominio extracelular. La
afinidad puede ser al menos 3 veces, 4 veces, 5 veces o mayor para el dominio V2 con respecto al dominio
extracelular completo. En un ensayo de unién directa, como se informa en el Ejemplo 1 en la presente memoria, una
proteina de fusién que incorpora este dominio SIRPa tiene una afinidad de unién aproximadamente 10 veces mayor
que una proteina de fusién que incorpora todo el dominio extracelular de SIRPa. Del mismo modo, en un ensayo de
competicion indirecta también referido en el Ejemplo 1 de la presente memoria, la fusion de dominio Unico V2/IgV
proporciona una afinidad de unién que es superior a la afinidad de unién a CD47 de una fusién que incorpora la
region extracelular completa de SIRPa. Por consiguiente, las fusiones SIRPaFc basadas en este dominio V preferido
tienen el potencial de una mayor potencia para inhibir la sefializacién de CD47 que se estimula al unirse con SIRPa.

Las presentes proteinas de fusion de SIRPa también incorporan una regién Fc que tiene funcion efectora. La
preferencia por la funcion efectora es completamente sorprendente y dificil de explicar con la informacion actual
sobre el eje CD47/SIRPa. Podria esperarse que una region Fc sin efector tuviera actividad suficiente para inhibir
este eje, y que no se ganara nada mas integrando la funcion efectora. Sin embargo, los datos presentados en la
presente memoria, particularmente en el Ejemplo 5, muestran claramente que se afiade un beneficio a un Fc efector
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activo, en términos de la actividad antileucémica in vivo de la fusion. Esto es particularmente sorprendente a la luz
de los resultados mostrados en el Ejemplo 4, donde la actividad fagocitica de la fusién no parece mostrar in vitro una
preferencia particular por las fusiones basadas en componentes Fc efectores activos o no efectores.

Para su uso en las fusiones SIRPaFc actuales, los componentes Fc adecuados son aquellos que tienen funcién
efectora. Un componente Fc que tiene funcion efectora es un componente Fc que tiene al menos alguna funcion
efectora, tal como al menos alguna contribucidon a la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o alguna
capacidad para fijar el complemento. Asimismo, el Fc al menos se unira a los receptores de Fc. Estas propiedades
se pueden revelar utilizando ensayos establecidos para este propdsito. Los ensayos funcionales incluyen el ensayo
convencional de liberacion de cromo que detecta la lisis de células diana. Segun esta definicion, una regién Fc que
es IgG1 o IgG4 de tipo salvaje tiene una funcion efectora, mientras se considera que la region Fc de una IgG4
humana mutada para eliminar la funcién efectora, por ejemplo mediante la incorporacion de una serie de
alteraciones que incluye Pro233, Va1234, Ala235 y la delecion de Gly236 (EU) no tiene funcion efectora. El Fc se
puede basar en anticuerpos humanos del isotipo IgG1. La regidon Fc de estos anticuerpos sera facilimente
identificable por los expertos en la técnica. En realizaciones, la region Fc incluye los dominios bisagra inferior-CH2-
CH3.

La region Fc se puede basar en la secuencia de aminoacidos de una IgG1 humana expuesta como P01857 en
UniProtKB/Swiss-Prot, residuos 104-330, y tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra a continuacion y
citada en la presente memoria como SEQ ID No. 2:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAK TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK *

[SEQ ID No.2)

Por lo tanto, la region Fc puede tener una secuencia de tipo salvaje o consenso de una region constante de IgG1.
Alternativamente, la region Fc incorporada en la proteina de fusion se obtiene de cualquier anticuerpo IgG1 que
tenga una region constante efectora activa tipica. Las secuencias de tales regiones Fc pueden corresponder, por
ejemplo, a las regiones Fc de cualquiera de las siguientes secuencias de IgG1 (todas citadas en GenBank), por
ejemplo: BAG65283 (residuos 242-473), BAC04226.1 (residuos 247-478), BAC05014.1 (residuos 240-471),
CAC20454.1 (residuos 99-320), BAC05016.1 (residuos 238-469), BAC85350.1 (residuos 243-474), BAC85529.1
(residuos 244-475) y BAC85429.1 (residuos (238-469).

La region Fc puede tener una secuencia de una region constante de IgG4 humana de tipo salvaje.

Alternativamente, la region Fc incorporada en la proteina de fusion se obtiene de cualquier anticuerpo IgG4 que
tenga una region constante con actividad efectora que esté presente pero, naturalmente, sea significativamente
menos potente que la region Fc de IgG1. Las secuencias de tales regiones Fc pueden corresponder, por ejemplo, a
las regiones Fc de cualquiera de las siguientes secuencias de 1gG4: P01861 (residuos 99-327) de UniProtKB/Swiss-
Prot y CAC20457.1 (residuos 99-327) de GenBank.

La region Fc se puede basar en la secuencia de aminoacidos de una IgG4 humana expuesta como P01861 en
UniProtKB/Swiss-Prot, residuos 99-327, y tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra a continuacion y citada
en la presente memoria como SEQ ID No.23:

ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTEMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA VEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
[SEQ ID No.23]

La regién Fc puede incorporar una o mas alteraciones, generalmente no mas de aproximadamente 5 de tales
alteraciones, incluidas las sustituciones de aminoacidos que afectan a ciertas propiedades de Fc. En una realizacion
especifica y preferida, la region Fc incorpora una alteracién en la posicion 228 (numeracion EU), en la que la serina
en esta posicion se sustituye por una prolina (S??%P), para estabilizar de ese modo el enlace disulfuro dentro del
dimero de Fc. Ofras alteraciones dentro de la region Fc pueden incluir sustituciones que alteran la glicosilacion, tal
como la sustitucion de Asn?®” por glicina o alanina; alteraciones que mejoran la semivida tales como T2, T?53S y
T2%F como se ilustra en US62777375, y muchas otras. Particularmente utiles son aquellas alteraciones que mejoran
las propiedades de Fc mientras permanecen silenciosas con respecto a la conformacion, p. €j., conservando la unién
al receptor de Fc.
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En el caso en el que el componente Fc es un Fc de IgG4, el Fc puede incorporar al menos la mutacion S?2%P, y tiene
la secuencia de aminoacidos expuesta a continuacion y citada en la presente memoria como SEQ ID No. 24:

ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTYLHQODWLNGKE YKCK VSNKGLPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSRLTVDKSR WQEGNVFSCSVMHEA LHNHYTQKSLSLSLGK

[SEQ ID No.24]

En la presente memoria se describe una proteina de fusion util para inhibir la unién de SIRPa humana y CD47
humano, para inhibir o reducir de ese modo la transmision de la sefial mediada a través de CD47 unido a SIRPq, la
proteina de fusién que comprende un componente SIRPa humana y, unida a ella, un componente Fc, en donde el
componente SIRPa comprende o consiste en un solo dominio IgV de SIRPa V2 humana y el componente Fc es la
region constante de una IgG humana que tiene funcién efectora.

La proteina de fusién puede comprender un componente SIRPa que consiste al menos en los residuos 32-137 de la
forma V2 de SIRPa humana de tipo salvaje, es decir, SEQ ID No. 1. El componente SIRPa puede consistir en los
residuos 31-148 de la forma V2 de SIRPa humana, es decir, SEC ID No. 22. El componente Fc puede ser el
componente Fc de IgG1 humana denominado P01857, y puede tener la secuencia de aminoacidos que incorpora la
region bisagra inferior-CH2-CH3 de la misma, es decir, SEQ ID No. 2.

En la presente memoria se describe una proteina de fusiéon SIRPaFc, como un polipéptido de cadena sencilla
expresado y como una fusion dimérica secretada del mismo, en donde la proteina de fusiéon incorpora un
componente SIRPa que tiene SEC ID No. 1 y preferiblemente SEC ID No. 22 y, fusionada con el mismo, una region
Fc que tiene funcion efectora y que tiene SEQ ID No. 2. Cuando el componente SIRPa es SEC ID No. 1, esta
proteina de fusién comprende SEC ID No. 3, que se muestra a continuacion:

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVTIVSEST
KRENMDFSISISNITPADAGTY YCVKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPSDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQFPENNYKITPPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRWQQG\IVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK* [SEQ ID No.3]

Cuando el componente SIRPa es SEC ID No. 22, esta proteina de fusién comprende SEC ID No. 25, que se
muestra a continuacion:

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVT
TVSESTKRENMDESISISNITPADAGTYYCVKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPSDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK [SEQ ID No.25]

El componente Fc de la proteina de fusidon puede basarse en una IgG4, y preferiblemente una IgG4 que incorpora la
mutacion S?22P. En el caso en que la proteina de fusion incorpora el dominio IgV de SIRPa preferido de SEQ ID No.
22, la proteina SIRPa-Fc basada en IgG4 resultante tiene SEQ ID No. 26, que se muestra a continuacion:

EEELQVIQPDKSVSVAAGESAILHCTVTSLIPVGPIQWFRGAGPARELIYNQKEGHFPRVT
TVSESTKRENMDFSISISNITPADAGTY YCVKFRKGSPDTEFK SGAGTELSVRAKPSESKY
GPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA VEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFL YSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK [SEQ ID No.26]

La proteina de fusién puede comprender, como dominio IgV de SIRPa de la proteina de fusion, una secuencia que
es SEC ID No. 22. La SIRPaFc preferida es SEC ID No. 25.

En la proteina de fusion SIRPaFc, el componente SIRPa y el componente Fc se fusionan, directa o indirectamente,
para proporcionar un polipéptido de cadena sencilla que finalmente se produce como un dimero en el que los
polipéptidos de cadena sencilla se acoplan a través de enlaces disulfuro intracatenarios formados dentro de la region
Fc. La naturaleza de la regién de fusion no es critica. La fusion puede ser directa entre los dos componentes,
constituyendo el componente SIRP el extremo N-terminal de la fusién y constituyendo el componente Fe el extremo
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C-terminal. Alternativamente, la fusidon puede ser indirecta, a través de un conector compuesto por uno o mas
aminoacidos, aminoacidos codificados genéticamente deseablemente, tales como dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve o diez aminoacidos, o cualquier nimero de aminoacidos entre 5 y 100 aminoacidos, tal como
entre 5y 50, 5y 30 o 5y 20 aminoacidos. Un conector puede comprender un péptido que esta codificado por ADN
que constituye un sitio de restriccion, tal como un sitio BamHI, Clal, EcoRl, Hindlll, Pstl, Sall y Xhol y similares.

Los aminoacidos del conector tipicamente y de manera deseable proporcionaran cierta flexibilidad para permitir que
los componentes Fc y SIRP adopten sus conformaciones activas. Los residuos que permiten tal flexibilidad
tipicamente son Gly, Asn y Ser, de modo que practicamente cualquier combinacién de estos residuos (y
particularmente Gly y Ser) dentro de un conector puede proporcionar el efecto de enlace deseado. En un ejemplo, tal
conector se basa en la denominada secuencia G4S (Gly Gly-Gly-Gly-Ser) que se puede repetir como (G4S), donde n
es 1, 2, 3 0 mas, o se basa en (Gly)n, (Ser)n, (Ser Gly)n o (Gly-Ser)n y similares. El conector puede ser
GTELSVRAKPS (SEQ ID No. 21). Esta secuencia constituye la secuencia de SIRPa que flanquea C-terminalmente
el dominio IgV (entendiéndose que esta secuencia flanqueante se podria considerar un conector o una forma
diferente del dominio de IgV cuando se acopla a la secuencia minima de IgV descrita anteriormente). Solo es
necesario que la region de fusién o el conector permitan que los componentes adopten sus conformaciones activas,
y esto se puede lograr mediante cualquier forma de conector util en la técnica.

La fusion SIRPaFc es util para inhibir la interaccion entre SIRPa y CD47, y asi bloquear la sefalizacion a través de
este eje. Se sabe que la estimulacion de SIRPa en los macréfagos por parte de CD47 inhibe la fagocitosis mediada
por macrofagos al desactivar la miosina Il y la actividad citoesquelética contractil implicada en el arrastre de una
diana hacia un macroéfago. Por lo tanto, la activacion de esta cascada es importante para la supervivencia de las
células enfermas CD47+, y el bloqueo de esta via permite a los macréfagos erradicar la poblacién de células
enfermas CD47+.

El término "CD47+" se emplea con referencia al fenotipo de células elegidas como diana para la unién a los
presentes polipéptidos. Las células que son CD47+ se pueden identificar mediante citometria de flujo utilizando el
anticuerpo contra CD47 como ligando de afinidad. Los anticuerpos contra CD47 que estan marcados
apropiadamente estan disponibles comercialmente para este uso (por ejemplo, el clon B6H12 esta disponible de
Santa Cruz Biotechnology). Las células examinadas para el fenotipo CD47 pueden incluir muestras convencionales
de biopsia tumoral, incluidas particularmente muestras de sangre tomadas del sujeto sospechoso de albergar células
cancerosas CD47+ endogenas. Las células enfermas CD47 de particular interés como dianas para la terapia con las
presentes proteinas de fusién son aquellas que "expresan en exceso" CD47. Estas células CD47+ tipicamente son
células enfermas y presentan CD47 a una densidad sobre su superficie que excede la densidad normal de CD47
para una célula de un tipo dado. La expresion en exceso de CD47 variara entre los diferentes tipos de células, pero
en la presente memoria se hace referencia a cualquier nivel de CD47 que se determine, por ejemplo, mediante
citometria de flujo como se ilustra en la presente memoria o mediante inmunotincion o analisis de expresion génica o
similar, que es mayor que el nivel medible en una célula equivalente que tiene un fenotipo CD47 que es normal para
ese tipo de célula.

Por consiguiente, para uso terapéutico, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de la presente proteina de fusion SIRPaFc.
Como se emplea en la presente memoria, "portador farmacéuticamente aceptable" significa cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y
retardadores de la absorcion, y similares que son fisioldgicamente compatibles y utiles en la técnica de la
formulacién de proteinas/anticuerpos. Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables incluyen uno o
mas de agua, solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como
combinaciones de los mismos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. Los portadores farmacéuticamente
aceptables pueden comprender adicionalmente cantidades minimas de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservantes o tampones, que mejoran la vida Util o la eficacia del agente
farmacologico. En realizaciones, la fusion SIRPaFc se formula utilizando practicas convencionales en la técnica de
formulacién de anticuerpos terapéuticos. Las soluciones que son adecuadas para la administracion intravenosa,
tales como por inyeccion o infusidn, son particularmente utiles.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes mencionados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de microfiltracion en condiciones estériles. Generalmente, las dispersiones se preparan
incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién alcalino y los otros
ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion,
son el secado a vacio y el secado por congelacion (liofilizacion) los que producen un polvo del ingrediente activo
mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una soluciéon previamente filtrada en condiciones estériles
del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y
durante un periodo de tiempo concreto necesario, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad
terapéuticamente eficaz del agente farmacoldgico puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de la
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enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad del agente farmacoldgico para provocar una
respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también aquella en la que cualquier
efecto toxico o perjudicial del agente farmacoldgico es compensado por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

La proteina de fusidon SIRPaFc se puede administrar al sujeto a través de cualquiera de las rutas expuestas para el
suministro de proteinas, en particular inyeccion o infusion intravenosa, intradérmica y subcutanea, o mediante
administracion oral o nasal. La proteina de fusion se administrara tipicamente a una dosis en el intervalo de 0,5 a 15
mg/kg de peso corporal del sujeto por dia. Se apreciara que la dosis eficaz (una cantidad eficaz en el tratamiento de
la enfermedad o afeccién, como se evidencia por una reduccion en el crecimiento o la tasa de proliferacion o tamario
de las células o masa cancerosas) variara de acuerdo con una serie de factores que incluyen la edad y la salud
general del sujeto y la gravedad de la enfermedad que se vaya a tratar.

La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material portador para producir una sola forma de
dosificacion variara dependiendo del sujeto que se vaya a tratar y el modo particular de administracion. La cantidad
de ingrediente activo requerida para producir una unica forma de dosificacion unitaria generalmente sera la cantidad
de la composiciéon que produce un efecto terapéutico. Generalmente, de cien por ciento, esta cantidad variara de
aproximadamente 0,01 por ciento a aproximadamente noventa y nueve por ciento de ingrediente activo,
preferiblemente de aproximadamente 0,1 por ciento a aproximadamente 70 por ciento, p. €j., de aproximadamente 1
por ciento a aproximadamente 30 por ciento de ingrediente activo combinado con un portador farmacéuticamente
aceptable.

Una composicién de la presente invencion se puede administrar a través de una o mas vias de administracion
utilizando uno o mas de una variedad de métodos conocidos en la técnica. Como apreciara el experto en la técnica,
la via y/o el modo de administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. Las vias de administracion
preferidas para las proteinas de fusién de la invencion incluyen vias intravenosas, intramusculares, intradérmicas,
intraperitoneales, subcutaneas, espinales u ofras vias parenterales para la administracion, por ejemplo, mediante
inyeccion o infusion. La expresion "administracion parenteral" incluye inyeccion tal como inyeccion e infusion
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
epidural e intraesternal.

Alternativamente, una proteina de fusion de la invencion se puede administrar a través de una via no parenteral, tal
como por instilacién o por una via de administracion tépica, epidérmica o mucosa, por ejemplo, intranasalmente,
oralmente, vaginalmente, rectalmente o sublingualmente.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (p. €j., una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un unico bolo, o se pueden administrar varias dosis divididas con el
tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente segun lo indique la situacion terapéutica. Es
especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de unidad de dosificacion para facilitar la
administracion y la uniformidad de la dosificacion. "Forma de dosificacion unitaria”" como se emplea en la presente
memoria se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos que
se vayan a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado en asociacion con el portador farmacéutico requerido. La especificacion para las formas
unitarias de dosificacion de la invencion esta dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas Unicas del
compuesto activo y el efecto terapéutico concreto que se vaya a lograr, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica
de composicién de tal compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad en los individuos.

Para la administracion de la proteina de fusién, la dosis unitaria estara dentro del intervalo de aproximadamente
0,0001 a 100 mg/kg, y mas habitualmente de 0,01 a 5 mg/kg, de peso corporal del anfitrién. Por ejemplo, las
dosificaciones pueden ser de 0,3 mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5
mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. Un régimen de
tratamiento ilustrativo implica la administracién una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres
semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez al mes, una vez cada 3 meses o una vez cada tres a 6 meses. Los
regimenes de dosificacion preferidos para la proteina de fusion de la invencion incluyen 1 mg/kg de peso corporal o
3 mg/kg de peso corporal mediante administracion intravenosa, administrandose la proteina de fusiéon utilizando uno
de los siguientes programas de dosificacion; (i) cada cuatro semanas durante seis dosificaciones, a continuacion
cada tres meses; (ii) cada tres semanas; (iii) 3 mg/kg de peso corporal una vez seguido de 1 mg/kg de peso corporal
cada tres semanas. En algunos métodos, la dosificacion se ajusta para lograr una concentracion de proteina de
fusion en plasma de aproximadamente 1-1000 ug/ml y en algunos métodos de aproximadamente 25-300 ug/ml.

La presente proteina de fusion muestra una unién insignificante a los glébulos rojos. Por lo tanto, no es necesario
tener en cuenta un "sumidero" de GR cuando se establecen regimenes de dosificacion eficaces. En relacion con
otros inhibidores de SIRPa/CD47 que estan unidos por los GR, se estima que la fusiéon SIRP-Fc actual puede ser
eficaz a dosis que son menos de la mitad de las dosis requeridas para los farmacos que se unen a los GR, tales
como los anticuerpos contra CD47.
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Ademas, la proteina de fusion SIRPa-Fc es un antagonista dedicado de la sefial mediada por SIRPa, ya que
muestra un agonismo de CD47 insignificante cuando se une a la misma. En consecuencia, no es necesario, al
establecer regimenes de dosificacion unitaria médicamente Utiles, dar cuenta de cualquier estimulacién inducida por
el farmaco.

La proteina de fusion también se puede administrar como una formulacién de liberacién sostenida, en cuyo caso se
requiere una administraciéon menos frecuente. La dosificacion y la frecuencia varian segun la semivida de la proteina
de fusion en el paciente. La dosificacion y la frecuencia de administracion pueden variar dependiendo de si el
tratamiento es profilactico o terapéutico. En aplicaciones profilacticas, se administra una dosificacion relativamente
baja a intervalos relativamente poco frecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes contintian
recibiendo tratamiento durante el resto de sus vidas. En aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosis
relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta que la progresion de la enfermedad se reduzca o termine,
y preferiblemente hasta que el paciente muestre una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. A
partir de entonces, el paciente puede ser tratado con un régimen profilactico.

Las proteinas SIRPaFc de la presente invencion son Utiles para el tratamiento de una variedad de células enfermas
CDA47+. Estas incluyen particularmente las células cancerosas CD47+, incluyendo los tumores liquidos y solidos. En
una realizacién, las proteinas SIRPaFc se utilizan para inhibir el crecimiento o la proliferacion de canceres
hematolégicos. Como se emplea en la presente memoria, "cancer hematoldgico" se refiere a un cancer de la sangre
e incluye leucemia, linfoma y mieloma, entre otros. La "leucemia" se refiere a un cancer de la sangre, en el que se
producen demasiados globulos blancos que son ineficaces para combatir las infecciones, desplazando asi las otras
partes que forman la sangre, tales como las plaquetas y los globulos rojos. Se entiende que los casos de leucemia
se clasifican como agudos o crénicos. Ciertas formas de leucemia pueden ser, a modo de ejemplo, leucemia
linfocitica aguda (ALL); leucemia mieloide aguda (AML); leucemia linfocitica crénica (CLL); leucemia mielégena
cronica (CML); trastorno mieloproliferativo/neoplasia (MPDS); y sindrome mielodisplasico. El "linfoma" puede
referirse al linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin tanto indolente como agresivo, el linfoma de Burkitt y el linfoma
folicular (células pequefias y células grandes), entre otros. El mieloma puede referirse a mieloma multiple (MM),
mieloma de células gigantes, mieloma de cadena pesada y mieloma de cadena ligera o de Bence-Jones.

En algunas realizaciones, el cancer hematoldgico tratado con la proteina SIRPaFc es una leucemia CD47+,
preferiblemente seleccionada entre leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica,
leucemia mieldégena crénica y sindrome mielodisplasico, preferiblemente, leucemia mieloide aguda humana.

En otras realizaciones, el cancer hematolégico tratado con la proteina SIRPaFc es un linfoma o mieloma CD47+
seleccionado entre linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin tanto indolente como agresivo, linfoma de Burkitt,
linfoma folicular (células pequefas y células grandes), mieloma multiple (MM), mieloma de células gigantes, mieloma
de cadena pesada y mieloma de cadena ligera o de Bence-Jones, asi como leiomiosarcoma.

Los tumores soélidos también se pueden tratar con la presente proteina de fusién, para reducir el tamafio, el niumero
o la tasa de crecimiento de los mismos y para controlar el crecimiento de células madre cancerosas. Tales tumores
solidos incluyen tumores CD47+ en vejiga, cerebro, mama, pulmédn, colon, ovarios, prostata, higado y también otros
tejidos.

La proteina SIRPaFc se puede administrar sola, como monoterapia, o combinada con cualquier otro agente util en el
tratamiento de la indicacién elegida como diana.

La proteina SIRPaFc también es util para detectar la presencia de células CD47+. Esto se puede lograr
indirectamente, incubando primero la proteina y las células de prueba con la proteina de fusion y a continuacion
sondeando con un agente detectable que se una a la proteina de fusion, o directamente proporcionando la proteina
de fusion en forma marcada.

En otro aspecto, la presente invencion presenta la proteina de fusion conjugada con un radical de diagnostico o
terapéutico, tal como un marcador detectable, una citotoxina, un farmaco o una radiotoxina. Los productos
conjugados que incluyen una o mas citotoxinas se denominan "inmunotoxinas" o productos conjugados de farmacos.
Una citotoxina o agente citotoxico incluyen cualquier agente que sea perjudicial para (p. €j., destruir) las células. Los
ejemplos incluyen taxol, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, mitoxantrona, migramicina y actinomicina D. Los agentes terapéuticos también
incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (p. €j., metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina y citarabina), agentes
alquilantes (p. ej., ciclofosfamida, busulfan, mitomicina C y cisplatino), antraciclinas (p. ej., daunorrubicina y
doxorrubicina) y antibidticos (p. ej., dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina, y
antramicina (AMC) y agentes antimitoticos (p. €j., vincristina y vinblastina)

Los ejemplos no limitantes de marcadores detectables con los que se puede conjugar una proteina de fusion
incluyen fluoresceina, cianina, Cy-3, biotina, radiois6topos que incluyen 1-'23 e 1-'25 y similares. Las proteinas de
fusiéon se pueden marcar con tales marcadores detectables mediante métodos conocidos en la técnica. Las
citotoxinas se pueden conjugar con proteinas de fusidon de la invencion utilizando la tecnologia de conectores
disponible en la técnica. Los ejemplos de tipos de conector que se han empleado para conjugar una citotoxina con
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una proteina de fusioén incluyen, pero no se limitan a, hidrazonas, tioéteres, ésteres, disulfuros y conectores que
contienen péptidos.

Las proteinas de fusion de la presente invencion también se pueden conjugar con un isétopo radiactivo para generar
radiofarmacos citotoxicos, también denominados productos radioconjugados. Los ejemplos de is6topos radiactivos
que se pueden conjugar con proteinas de fusion para su uso diagndstico o terapéutico incluyen, pero no se limitan a,
yodo'™', indio'", itrio%, y lutecio’”. Los métodos para preparar productos radioconjugados se establecen en la
técnica.

En una realizacion, las proteinas de fusion se pueden emplear para detectar niveles de CD47, o niveles de células
que contienen CD47 sobre su superficie de membrana. La deteccidon de CD47 utilizando una proteina de fusion
SIRPaFc se puede lograr, por ejemplo, poniendo en contacto una muestra (tal como una muestra in vitro) y una
muestra de control con la proteina de fusién en condiciones que permitan la formacion de un complejo entre la
proteina de fusion y CD47. Cualquier complejo formado entre la proteina de fusién y CD47 se detecta y compara en
la muestra y el control. Por ejemplo, se pueden realizar métodos de deteccion convencionales, bien conocidos en la
técnica, tales como ELISA y ensayos de citometria de flujo, utilizando las composiciones de la invencion.

Por lo tanto, las proteinas de fusion son utiles para fines de diagndstico, incluidas las pruebas de muestras y la
generacion de imagenes in vivo, y con fines terapéuticos para el tratamiento de enfermedades que tienen, como
sello distintivo, células enfermas en las que CD47 esta regulado por incremento.

Para cualquier proposito, la proteina de fusidon se puede conjugar con un agente apropiado, para formar un producto
conjugado con farmaco. Los agentes apropiados para el tratamiento de la enfermedad incluyen agentes citotoxicos
tales como quimioterapéuticos y radioterapéuticos. Para fines de diagnéstico, los agentes apropiados son marcas
detectables que incluyen radioisétopos, para generar imagenes de todo el organismo, y radioisotopos, enzimas,
marcas fluorescentes y otras etiquetas de anticuerpos adecuadas para la prueba de muestras.

Para la deteccion de CD47, las marcas detectables pueden ser cualquiera de los diversos tipos utilizados
actualmente en el campo del diagndstico in vitro, incluidas las marcas particuladas que incluyen soles metalicos tales
como oro coloidal, is6topos tales como 1'% o0 Tc®® presentado, por ejemplo, con un agente quelante peptidico del tipo
N2S2, N3S o N4, cromdéforos que incluyen marcadores fluorescentes, marcadores luminiscentes, marcadores
fosforescentes y similares, asi como marcas enzimaticas que convierten un sustrato dado en un marcador detectable
y etiquetas polinucleotidicas que se revelan después de la amplificacion, por ejemplo mediante reacciéon en cadena
de la polimerasa. Las marcas enzimaticas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y
similares. Por ejemplo, la marca puede ser la enzima fosfatasa alcalina, detectada midiendo la presencia o la
formacién de quimioluminiscencia después de la conversion de sustratos de 1,2-dioxetano tales como el adamantil
metoxi fosforiloxi fenil dioxetano (AMPPD), 3-(4-(metoxiespiro{1,2-dioxetan-3,2'-(5'-cloro)triciclo{3,3,1,13,7}decan}-4-
il)fenilfosfato disdédico (CSPD), asi como CDP y CDP-star® u otros sustratos luminiscentes bien conocidos por los
expertos en la técnica, por ejemplo, los quelatos de lantanidos adecuados tales como el Terbio (1) y el Europio (llI).
El medio de deteccion esta determinado por la marca elegida. Se puede lograr la aparicion de la marca o sus
productos de reaccion a simple vista, en caso de que la marca sea particulada y se acumule a niveles apropiados, o
utilizando aparatos tales como un espectrofotdémetro, un luminémetro, un fluorimetro y similares, todo de acuerdo
con la practica convencional.

Para la terapia basada en la proteina de fusion SIRPaFc, la citotoxina se puede conjugar con la proteina de fusion
mediante interaccién no covalente, pero mas deseablemente, se acoplan mediante enlace covalente directamente o,
mas preferiblemente, a través de un conector adecuado. En una realizacion preferida, el producto conjugado
comprende una citotoxina y una proteina de fusion. Los productos conjugados de la proteina de fusion y la citotoxina
se preparan utilizando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como propionato
de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol), iminotiolano, derivados bifuncionales de imidoésteres tales como adipimidato
dimetilo - HCI, ésteres activos tales como suberato de disuccinimidilo, aldehidos tales como glutaraldehido,
compuestos de bis-azido tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos tales como 2,6-diisocianato
de tolueno y compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). El acido 1-
isotiocianobencil-3-metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con C'* es un agente quelante adecuado
para la conjugacion de radionuclido con el anticuerpo.

El componente de citotoxina del producto inmunoconjugado puede ser un agente quimioterapéutico, un anticuerpo
terapéutico, una toxina tal como una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o
fragmentos de la misma, o una toxina de molécula pequefia, o un is6topo radiactivo tal como 2'2Bi, '3'l, 3'In, "'In,
90Y, y 86Re, o cualquier otro agente que actle para inhibir el crecimiento o la proliferacion de una célula cancerosa.

Los agentes quimioterapéuticos Utiles en la generacion de tales productos conjugados de farmacos incluyen los
maitansinoides, incluidos DM-1 y DM-4, auristatinas, adriamicina, doxorrubicina, epirrubicina, 5-fluorouracilo,
arabinoésido de citosina ("Ara-C"), ciclofosfamida, tiotepa, busulfan, citoxina, taxoides, p. €j. paclitaxel, y docetaxel,
taxétero, metotrexato, cisplatino, melfalan, vinblastina, bleomicina, etopdsido, ifosamida, mitomicina C, mitoxantrona,
vincristina, vinorelbina, carboplatino, tenipésido, daunomicina, carminomicina, aminopterina, dactinomicina,
mitomicinas, esperamicinas, 5-FU, 6-tioguanina, 6-mercaptopurina, actinomicina D, VP-16, clorambucilo, melfalan y
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otras mostazas nitrogenadas relacionadas. También se incluyen agentes hormonales que actian para regular o
inhibir la acciéon hormonal sobre tumores tales como el tamoxifeno y la onapristona. Las toxinas y fragmentos de las
mismas que se pueden emplear incluyen la cadena A de la difteria, fragmentos activos no enlazantes de toxina de
difteria, toxina de colera, toxina botulinica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de
ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina,
proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina,
inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, saporina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y tricotcenos.
Las toxinas de molécula pequefia incluyen, por ejemplo, caliqueamicinas, maitansinoides, patoxina y CC1065.

Las proteinas de fusidon se unen selectivamente al antigeno diana, CD47, y se utilizan, de acuerdo con un aspecto
de la invencion, para escrutar células cancerosas y otras células enfermas para detectar aquellas que presentan el
antigeno CD47 a alta densidad. En una realizacion preferida, el escrutinio se aplica a una muestra de células
cancerosas tomadas de un sujeto que es candidato para la terapia de proteina de fusién SIRPaFc. Los sujetos que
dan positivo para células cancerosas que presentan el antigeno CD47 a alta densidad pueden programarse a
continuacién para la terapia con la presente proteina de fusién, o un hibrido conjugado de la misma. Las técnicas
convencionales, combinadas con las proteinas de fusién descritas en la presente memoria, se pueden emplear para
escrutar células cancerosas. Deseablemente, la proteina de fusion incorpora una marca detectable. La marca puede
ser detectable por si misma (p. €j., marcas radioisotopicas o marcas fluorescentes) o, en el caso de una marca
enzimatica, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composicién de sustrato que sea detectable.
Los radionuclidos que pueden servir como marcas detectables incluyen, por ejemplo, I-131, |-123 ]-125 Y90 Re-188 Re-
186 At-211 Cy-87, Bi-212 y Pd-109.

La deteccion in situ de la unién a las células cancerosas CD47+ se puede realizar, utilizando el presente anticuerpo
o fragmento, por inmunofluorescencia o microscopia inmunoelectrénica. Para este proposito, se retira una muestra
histolégica del paciente y se le aplica una forma marcada de la proteina de fusion, preferiblemente recubriendo la
muestra bioldgica con el anticuerpo. Este procedimiento también permite examinar la distribucion del antigeno CD47
dentro del tejido tumoral biopsiado. Sera evidente para los expertos en la técnica que se encuentra facilmente
disponible una amplia variedad de métodos histolégicos para la deteccion in situ.

Mas concretamente, las proteinas de fusion SIRPaFc de la presente invencion se pueden emplear para controlar la
presencia o ausencia de reactividad de las proteinas de fusidon en una muestra biolégica (p. €j., una biopsia de tejido,
una célula o un fluido) utilizando ensayos de deteccion convencionales. Los ensayos inmunoldgicos pueden implicar
la deteccion directa, y son particularmente adecuados para escrutar grandes cantidades de muestras para detectar
la presencia de células cancerosas que son CD47+. Por ejemplo, la proteina de fusidon se puede emplear en el papel
de cualquier anticuerpo en cualquier formato de inmunoensayo convencional (p. €j., ELISA, transferencia Western,
inmunoprecipitacion, citometria de flujo o ensayo RIA) para medir la formacion de complejos. Se puede utilizar
cualquier marca apropiada que se pueda visualizar directa o indirectamente en estos ensayos de deteccion,
incluyendo, sin limitacién, cualquier marca radiactiva, fluorescente, cromogénica (p. €j., fosfatasa alcalina o
peroxidasa de rabano picante) o quimioluminiscente, o hapteno (por ejemplo, digoxigenina o biotina) que se pueda
visualizar utilizando un anticuerpo marcado, especifico de hapteno u otro compafiero de unién (p. ej., avidina). Se
describen inmunoensayos ilustrativos, p. €j., en Ausubel et al., Supra, Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory
Approach, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1988) y Moynagh y Schimmel, Nature 400: 105, 1999. Por
ejemplo, utilizando las proteinas de fusion descritas en la presente memoria, se detecta facilmente CD47 de alta
densidad en la superficie celular utilizando métodos de citometria de flujo convencionales. Las muestras que
contienen complejo marcado en comparacion con las muestras de control apropiadas se toman como indicativas de
la presencia de CD47 de alta densidad y, por lo tanto, son indicativas de un cancer u otra enfermedad susceptible de
tratamiento con las presentes proteinas de fusion.

Se apreciara que las presentes proteinas de fusion comprenden dos moléculas, cada una de las cuales comprende
un polipéptido de cadena sencilla que incorpora un componente de proteina SIRPa fusionado con un componente
Fc.

La fusion de los polipéptidos de cadena sencilla para formar un dimero es el resultado de puentes disulfuro que se
forman entre los componentes Fc cuando los polipéptidos de cadena sencilla son secretados por la célula anfitriona
que los produce. Por lo tanto, el producto recuperado como una proteina de fusidon es una proteina dimérica
resultante del enlace disulfuro entre dos moléculas del polipéptido de cadena sencilla que incorpora tanto el
componente Fc como el componente SIRPa.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona no solo los polipéptidos de cadena sencilla en los que el componente
de proteina SIRPa se fusiona con la region Fc, es decir, el componente CH, sino que también proporciona una
proteina de fusién dimérica en la que dos copias de estos polipéptidos de cadena sencilla se fusionan a través de
sus componentes Fc respectivos. Las formas multiméricas, en las que se fusionan mas de dos copias de cada
polipéptido, también estan dentro del alcance de la invencion.

Para producir las presentes proteinas de fusién SIRPaFc, se obtiene el ADN que codifica una forma secretable del
polipéptido de cadena sencilla, se incorpora dentro de un vector de expresion/secrecion adecuado y a continuacion
se transfecta a un anfitrion de produccion adecuado. El cultivo del transfectante resultante produce la proteina de
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fusion dimérica como un producto secretado que a continuacion se puede cosechar y purificar, todo en general de
acuerdo con la practica establecida, y como se ilustra en la presente memoria. Se puede obtener un polipéptido en
forma de cadena sencilla de manera similar, pero se produce sin la ayuda de una sefial de secrecion y en un
anfitrién tal como un procariota para que no se produzca la dimerizacion y el polipéptido sea recuperable como una
proteina intracelular.

En consecuencia, se describen en la presente memoria polinucledtidos, que incluyen ADN y ARN, que tras la
expresion producen una forma secretable de los polipéptidos de cadena sencilla que forman las presentes proteinas
de fusion. Un polinucledtido que codifica un polipéptido de cadena sencilla preferido y secretable comprende la
secuencia de ADN que tiene SEC ID No. 8, en la que los primeros 90 residuos codifican la sefal de secrecion del
polimero de 30 unidades nativo de SIRPa humana, y los residuos restantes de acido nucleico (SEQ ID No. 7)
codifican el polipéptido FSIRPaFc de cadena sencilla. Las realizaciones incluyen polinucleétidos en los que uno o
mas codones estan sustituidos por codones sinénimos de los ilustrados.

En la presente memoria se describe un polinucleétido que codifica una forma secretable de la proteina de fusién
basada en IgG1 que tiene SEC ID No. 25, comprendiendo el polinucleétido SEC ID No. 27. También se proporciona
un polinucleétido que codifica una forma secretable de la proteina de fusiéon basada en IgG4 que tiene SEC ID No.
26, comprendiendo el polinucleétido SEC ID No. 28.

Se apreciara que los polinucleétidos se pueden sintetizar de novo utilizando sintesis génica y técnicas de clonacién y
amplificacion convencionales para ensamblar los polinucleétidos intactos. Alternativamente, y por ejemplo, se puede
obtener un polinucleétido que codifica el componente de la proteina SIRPa (p. €j., SEQ ID No. 5) y un polinucleétido
que codifica el componente Fc seleccionado (p. €j., SEQ ID No. 6) mediante amplificacion por PCR de fuentes de
estos genes disponibles publicamente y los polinucleétidos amplificados se pueden unir mediante ligacion, ya sea
directamente o mediante un conector que codifica uno o mas residuos de aminoacidos inocuos en términos de
actividad bioldgica, todo de acuerdo con las técnicas expuestas, y como se ilustra en la presente memoria.

Para la expresion, se incorpora un polinucleétido que codifica el polipéptido de cadena sencilla en forma secretable
dentro de vectores tales como plasmidos adecuados para expresar los polinucleétidos en el anfitrion de produccion
de proteina de fusién elegido. Tales vectores estan disponibles comercialmente, y tipicamente se construyen para
permitir la introduccion del polinucleétido que codifica la proteina de fusién secretable directamente bajo el control de
un promotor eficaz para impulsar la expresion en el anfitrion elegido. Los procedimientos de transfeccion de
anfitriones estan bien establecidos en la técnica, y los sistemas de expresiéon que incluyen vectores y los anfitriones
de expresion para tales vectores estan disponibles comercialmente. Estos incluyen los vectores pcDNA adecuados
para la cotransfeccion a anfitriones 293, CHO o NSO, para expresar los polinucleétidos que codifican la proteina de
fusion bajo el control del promotor de CMV, disponible de Invitrogen, y el sistema de vector pTandem-1 para
expresar cadenas de proteinas de fusion bajo el promotor de CMV y de ARN bicistrénico en anfitriones 293, CHO o
NSO, también disponibles de Invitrogen. Otro sistema de expresion util, descrito en los ejemplos en la presente
memoria, hace uso del promotor de CMV y esta disponible comercialmente en el Instituto de Investigacion de
Biotecnologia en Montreal, Canada.

Los anfitriones de produccién adecuados para las proteinas de fusion de la invencion son células que incorporan, de
forma transitoria o estable, un polinucleétido que codifica el polipéptido de cadena sencilla formador de la fusiéon en
forma secretable. La forma expresada de la proteina de fusién incorpora una secuencia sefial que permite la
secrecion de cada cadena de proteina de fusién del anfitrién, permitiendo asi la formacién de enlaces disulfuro
deseados dentro y a través de las cadenas de proteina de fusion producidas, y proporciona una proteina de fusion
funcional. La sefial de secrecion puede ser codificada por cualquiera de tales sefales funcionales en el anfitrién
elegido. En una realizacion, la sefhal de secrecion es la sefial de secrecion normalmente asociada con el
componente de proteina SIRPa.

Las células anfitrionas de mamifero adecuadas para expresar las proteinas de fusion recombinantes de la invencién
incluyen las de ovario de hamster chino (células CHO, que incluyen células dhfr-CHO y células CHOCTA), células de
mieloma NSO, células SOS y células SP2. En una realizacion especifica, el anfitrion es una linea celular CHO, tal
como una linea celular CHO-S. Para su uso con células de mieloma NSO, otro sistema de expresion preferido es el
sistema de expresion del gen GS descrito en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338.841. Las
proteinas de fusién se producen cultivando las células anfitrionas transfectadas durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir la secreciéon de la proteina de fusién al medio de cultivo en el que crecen las células
anfitrionas. Las proteinas de fusién se pueden recuperar del medio de cultivo utilizando métodos convencionales de
purificacién de proteinas, todo como se ilustra a continuacion.

Ejemplos

En la descripcion del trabajo que sigue, se hace referencia a las proteinas de fusién por cédigo. Por conveniencia,
los componentes funcionales de las fusiones referenciadas se resumen a continuacion:
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Tabla1

Proteina Region SIRPa Region Fc ?étividad efectora del
TTI-601 hSIRPa V1, 3 dominios (340 aa) hlgG4 (mut) Ninguna

TTI-602 hSIRPa V2, 3 dominios (339 aa) hlgG4 (mut) Ninguna

TTI-616 hSIRPa V2, 1 dominio (118 aa) hlgG4 (mut) Ninguna

TTI-620 hSIRPa V2, 1 dominio (114 aa) higG4 (WT) * |Baja

TTI-621 hSIRPa V2, 1 dominio (118 aa) higG1 (WT) Alta

TTI-622 hSIRPa V2, 1 dominio (118 aa) higG4 (WT) Baja

hSIRPa V2, 1 dominio (118 aa)

TTI-623 mutaciones FD6 hlgG4 (mut) Ninguna
hSIRPa V2, 1 dominio (118 aa) .

TTI-624 mutaciones CV1A hlgG4 (mut) Ninguna

RyD* hSIRPa V1, 3 dominios (339 aa) hiG1 (WT) Alta

Todas las regiones Fc de IgG4 humanas poseen la mutacion S22 P estabilizadora de la bisagra,
excepto donde se indique con un asterisco (*). Los Fc de IgG4 indicados como "mut" contienen
mutaciones en las posiciones 233-236 (sistema de numeracion EU) que reducen adicionalmente la
union de FcyR (Armor et al. 1999 Eur. J. Immunol. 29:2613). » Mutaciones FD6 (L4V, V6I, A271, 131F,
E47V, K53R, E54Q, H56P, V63|, L66T, K68R, V92I) y mutaciones CV1 (V6I, A271, 1I31F, E47V, K53R,
E54Q, H56P, L66T, V92l) descritas por Weiskopf et al. 2013 Science 341:88. ** Proteina
comercialmente disponible comercializada por R&D Systems (Num. de Cat 4546-SA-050).

1. Produccion de proteina de fusion SIRPa-Fc

Las construcciones SIRPaFc se generaron mediante un procedimiento de clonacion de tres fases, utilizando los
cebadores que se muestran a continuacion:

P#5863: GGCGCTAGCCACCATGGAGC SEQ ID No. 9

P#5929: GGTGAAGCTCACTGTGTGCTG SEQ ID No. 10
P#5930: CAGCACACAGTGAGCTTCACC SEQ ID No. 11

P#1035: CCGGATCCTCATTTACCCAG SEQ ID No. 12
P#0874: GGACTCAGAGGGTTTGGCACGCACAGA SEQ ID No. 13
P#0875: CCCTCTGAGTCCAAATATGGTCCCCCA SEQ ID No. 14
P#4197: AGTTTTGTCAGAGGGTTTGGCACGCACAGA SEQ ID No. 15
P#4198: AAACCCTCTGACAAAACTCACACATGCCCA SEQ ID No. 16
P#1737: CACGGATCCTCATTTACCCGG SEQ ID No. 17
P#4195: AGGTGCTGGGCATGGTGGGCATGGGGG SEQ ID No. 18
P#4196: CCCCCATGCCCACCATGCCCAGCACCT SEQ ID No. 19
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P#2058: CACGGATCCTCATTTACCCAGAGACAGGG SEQ D No. 20

En la primera reaccién de PCR, se amplificaron 100 ng de molde de ADN (SIRPa humana sintética GenBank
#AAH26692, de Blue Heron Biotechnology) utilizando ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen) en MgSO4 1 mM,
dNTP 0,4 mM cada uno y 20 pmoles de cada cebador, de acuerdo con las siguientes condiciones:

TTI-602: cebadores P#5863 y P#5929; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 1 min, 56°C durante 2 min y 68°C durante 2 min.

TTI-616: cebadores P#5863 y P#0874; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 1 min, 50°C durante 1,5 min y 63°C durante 3 min.

TTI-621: cebadores P#5863 y P#4197; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 0,5 min, 50°C durante 1,5 min y 63°C durante 3 min.

TTI-622: cebadores P#5863 y P#4195; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 0,5 min, 50°C durante 1,5 min y 63°C durante 3 min.

Las reacciones se mantuvieron a continuacion a 72°C durante 10 min y se enfriaron a 4°C. Los productos de
reaccion se sometieron a electroforesis a través de geles de agarosa al 1-1,4% y se visualizaron con bromuro de
etidio.

A continuacién, los fragmentos Fc de IgG se amplificaron en la reaccion PCR2, utilizando ADN polimerasa Pfx
(Invitrogen), en MgSO4 1 mM, dNTP cada uno 0,4 mM, 20 pmol de cada cebador y 100 ng de ADN molde (IgG1
humana e IgG4 humana, previamente clonadas) en las siguientes condiciones:

TTI-602: cebadores P#5930 y P#1035; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 1 min, 56°C durante 2 min 'y 72°C durante 2 min.

TTI-616: cebadores P#0875 y P#1035; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 1 min, 50°C durante 1,5 min y 63°C durante 3 min.

TTI-621: cebadores P#4198 y P#1737; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 0,5 min, 60°C durante 0,5 min y 68°C durante 0,5 min.

TTI-622: cebadores P#4196 y P#2058; fusion inicial a 94°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos que consisten en
94°C durante 0,5 min, 50°C durante 1,5 min y 63°C durante 3 min.

Las reacciones se mantuvieron a continuaciéon a 72°C durante 10 min y se enfriaron a 4°C. Los productos de
reaccion se sometieron a electroforesis a través de geles de agarosa al 1-1,4% y se visualizaron con bromuro de
etidio.

Finalmente, el ADNc de SIRPa y Fc se ensamblé mediante PCR solapante en la reaccion PCR3. Los productos de
PCR1 y PCR2 (100 ng) se incubaron con ADN polimerasa Pfx Platinum (Invitrogen), en MgSO4s 1 mM y dNTP cada
uno a 0,4 — 0,8 mM a 94°C durante 5 min, seguido de 10 ciclos que consistian en 94°C durante 30 seg - 1 min, a
continuacion 52-60°C durante 80 seg - 3 min, y enfriamiento a 4°C. A continuacion se afadieron los cebadores (20 -
40 pmoles de cada uno) a la primera reaccién y se ejecutd una reaccion de segunda fase en las siguientes
condiciones: fusién a 94°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos que consistian en 94°C durante 30 segundos - 1
minuto, 50-56°C durante 30 segundos - 3 minutos y 30 segundos. Los detalles de cada condicién son los siguientes:

TTI-602: 10 ciclos a 94°C durante 1 min y 56°C durante 3 min, seguidos de 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C
durante 2,5 min y 72°C durante 3 min utilizando cebadores P#5863 y P#1035.

TTI-616: Sin primer ciclo de PCR; 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 50°C durante 2 min y 63°C durante 3,5 min
utilizando los cebadores P#5863 y P#1035.

TTI-621: 10 ciclos a 94°C durante 1 min y 52°C durante 3 min, seguidos de 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 52°C
durante 2 min y 63°C durante 4 min utilizando cebadores P#5863 y P#1737.

TTI-622: 10 ciclos a 94°C durante 1 min y 60°C durante 3 min, seguidos de 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 52°C
durante 2 min y 63°C durante 4 min utilizando los cebadores P#5863 y P#2058.

Las reacciones se mantuvieron a continuacioén a 68-72°C durante 7-8 min y se enfriaron a 4°C. Los productos de
reaccion se separaron a través de geles de agarosa al 1-1,4% y se visualizaron con bromuro de etidio y se ligaron en
el vector de expresion pMPG (Biotechnology Research Institute en Montreal, Canada) de la siguiente manera: la
banda de ADN de interés de la amplificacion por PCR se escindio y se purifico del gel de agarosa utilizando el Kit de
Extraccion de Gel QlAquick (Qiagen). Este producto de PCR purificado se digirié con enzimas de restriccion Nhel y
BamHI (New England BiolLabs) y se purifico a partir de gel utilizando el Kit de Purificacion de Gel Qiaquick (Qiagen).
El fragmento fue a continuacion ligado por la ADN ligasa de T4 (Invitrogen) en el plasmido de expresion pMPG que
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habia sido digerido de manera similar con las enzimas Nhel y BamHI. El plasmido pMPG emplea un promotor de
CMV y un terminador Poly A de TK y contiene un marcador de seleccion de resistencia a la higromicina. A
continuacion se transformaron 2 pl de la reaccion de ligacion en 25 pl de células E. coli DH5a competentes
(Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Los transformantes se diseminaron en placas de agar LB que
contenian 100 pug/ml de ampicilina (Sigma), seguido de incubacion a 37°C durante 20 horas. EI ADN plasmidico se
extrajo y se purificd a partir de cultivos de E. coli a pequefia escala utilizando el kit QlAprep Spin mini-prep (Qiagen),
y la secuencia de ADN se confirmé mediante secuenciacion automatica utilizando ddNTP conjugados con colorante
fluorescente (Core Molecular Biology Facility, York University). Para las transfecciones, se prepararon grandes
cantidades de ADN plasmidico utilizando el kit EndoFree Plasmid Maxi (Qiagen), a continuacion la secuencia se
volvio a confirmar mediante secuenciacion automatica utilizando ddNTP conjugados con colorante fluorescente
(Core Molecular Biology Facility, York University).

Produccion de la linea celular

Se generaron transfectantes estables utilizando la linea celular CHO-S (Invitrogen). Brevemente, el ADN plasmidico
aislado se linealizd6 mediante Xbal (New England BioLabs) y se purificé utilizando columnas QIAGEN (Qiagen). Las
células CHO-S que crecian en medio quimicamente definido libre de suero (CD-CHO, Invitrogen) con un suplemento
de L-glutamina 8 mM y suplemento 1xHT se transfectaron con el plasmido linealizado utilizando el reactivo
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Después de 48 horas, las células se transfirieron a placas de 96 pocillos y se
colocaron en placas a diferentes concentraciones (10000, 5000 o 2000 células/pocillo) en un medio que contenia
600 pg/ml de higromicina B (Invitrogen). El control de transfeccion simulada se llevé a cabo de manera idéntica sin
ADN afadido a la mezcla. De dos a tres semanas después de la transfeccion, se recogié un panel de oligoclones
resistentes a los farmacos y los sobrenadantes de un estudio de expresion de 48 horas se escrutaron mediante
ELISA de la siguiente manera: las placas de 96 pocillos se recubrieron con 0,1 pg/pocillo de Ab de captura (anti-
IgGFc humano de cabra), y se incubaron durante la noche a 4°C. Los pocillos se lavaron y bloquearon con 200 pl de
BSA al 2% en PBST a temperatura ambiente durante 1 hora. Después del lavado, las muestras de 100 pl se
diluyeron con BSA al 1% en PBST, se afiadieron a los pocillos, se incubaron durante 1 hora, se lavaron y a
continuacion se incubaron con Ab de deteccion conjugado con HRP (anti-lgGFc humano de cabra conjugado con
HRP), durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacidon se lavaron los pocillos y se afiadioé sustrato TMB
(Moss Inc.) y se incub6 durante 3 a 5 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a una longitud de
onda de 450 nm/655 nm utilizando el lector de microplacas iMark (Biorad), y se construy6 una curva patrén utilizando
la cantidad conocida de proteina de fusion purificada. Se realizé una segunda dilucién limitante de los 3 oligo-clones
de mayor expresion a concentraciones celulares mas bajas (0,1, 0,25 y 0,5 células/pocillo) en medio CD-CHO
completo que contenia 600 pg/ml de higromicina B. Después de 2 a 3 semanas, los clones resistentes al farmaco se
evaluaron nuevamente para determinar la produccién de proteina recombinante mediante ELISA como se describe
anteriormente. La productividad se expreso en pg/célula/dia y estuvo en el intervalo de 1,4 — 23,9 pg/célula/dia para
las proteinas de fusién de SIRPa humanas. Los clones de células individuales de mayor expresién se emplearon
para la produccioén por lotes de sobrenadante en un sistema WAVE Bioreactor. En algunos casos, antes de que se
alcanzara la fase de clon Unico, se utilizd el mejor oligoclon para la produccion.

Purificaciéon de proteinas

Para la produccion rapida de pequefios lotes de proteinas, se prepararon algunos lotes de SIRPa-Fc en células
293F transfectadas transitoriamente. Brevemente, las células 293F FreeStyle (Invitrogen) se cultivaron en medio
para 293F (Invitrogen), se transfectaron con ADN plasmidico no linealizado y reactivo 293Fectin (Invitrogen) y se
cultivaron en lotes de matraces agitadores en voliumenes de 80-100 ml/matraz a 37°C, 5% CO- durante 3-6 dias. La
densidad celular y la viabilidad se controlaron todos los dias hasta que la viabilidad celular se redujo a ~90%. La
viabilidad celular en la cosecha por lotes estuvo en el intervalo de 85-90%.

Para la purificacion a partir de células CHO-S, se generaron 5 o 10 L de sobrenadante de cultivo a partir de oligos de
alta expresion transfectados de forma estable o clones de células individuales en un sistema de biorreactor de bolsa
desechable WAVE Base20/50 EHT (GE Healthcare). Brevemente, los transfectantes CHO-S se cultivaron en
matraces T150 estaticos en medio de crecimiento completo (CD-CHO con suplemento de L-glutamina 8 mM,
suplemento 1xHT y 600 pg/ml de higromicina B) a 37°C para producir el suficiente niumero de células para iniciar un
cultivode 1L o 2 L a 0,5x108 células/ml para una ronda de 5 L o 10 L respectivamente. La bolsa del biorreactor se
inoculd y las células se incubaron a continuacion a 37°C, 10% de CO;, velocidad de balanceo de 15-20 rpm, angulo
de 7° y flujo de aire de 0,2-0,4 Lpm. Cuando el cultivo alcanzé una densidad de 2 a 2,5x10° células/ml (generalmente
en el plazo de los 2-3 dias posteriores a la inoculacion), el biorreactor se aumenté hasta 5 L o 10 L y se incubd
adicionalmente a 37°C, 10% de CO., velocidad de balanceo 15-20, angulo 7°, flujo de aire 0,2-0,4 Lpm. Cuando las
células hubieron alcanzado una densidad de 1 — 1,5x10° células/ml, la temperatura se redujo a 30°C y el cultivo se
incub6 adicionalmente durante 7 a 10 dias adicionales en las condiciones especificadas anteriormente. A partir del
dia 0 a 30°C, los cultivos se alimentaron con suplemento de biorreactor de alimentacion con CHO al 1% (Sigma)
cada dos dias y se recolectaron cuando la viabilidad celular cay6 en torno al 90%. Se recogio el sobrenadante, se
centrifugd a 3000 x g durante 40 minutos a 4°C y se congeld a -20°C hasta la purificacion.

Todas las proteinas se purificaron mediante un procedimiento de dos etapas, primero utilizando cromatografia de
proteina A. El sobrenadante intercambiado por tampdn se diluyd 9 veces con tampdn de union (Na-P 20 mM y NaCl
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3 M, pH 7,8) y se cargd en una columna rProtein A (GE Healthcare) a un caudal de 2-3 ml/min (dependiendo de
volumen de carga y tiempo de carga) durante la noche a 4°C. La columna se lavd a continuacion con tampén de
union (20 volumenes a 3 ml/min), y la proteina se eluy6é con acido citrico 0,1 M pH 4,0 y pH 2,2 a 3 ml/min. El
material eluido se ajustd a pH neutro con 1 M y posteriormente se purificd utilizando un cromatégrafo HiTrap Phenyl
HP. En resumen, las proteinas se diluyeron al menos 4 veces con sulfato de amonio 0,2 M pH 7,5 y se cargaron en
la columna HiTrap Phenyl HP (GE Healthcare) a 2-3 ml/min (dependiendo del tamafo de la columna y el tiempo de
carga). La proteina SIRPaFc no agregada se recogio en la fraccion de flujo continuo. Se empleé filtracion de flujo
tangencial utilizando una membrana BioMax 10 (Millipore) para concentrar e intercambiar el tampdn de la proteina a
PBS de pH 7,4. La calidad de cada proteina se determiné mediante SDS-PAGE, transferencia Western utilizando
anticuerpo anti-lgGFc de cabra y producto conjugado con HRP de anti-IgG de cabra de conejo, y analisis mediante
HPLC. La identidad de todas las proteinas se confirmé por secuenciacion N-terminal y espectrometria de masas.

1. Comparacion de fusiones SIRPaFc de uno y tres dominios

SIRPa consiste en tres dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina (Ig), sin embargo, la unién a CD47 se
localiza en el dominio N-terminal. Para determinar la region SIRPa 6ptima para las fusiones SIRPaFc, los autores de
la presente invencién generaron proteinas que incorporaban los tres dominios SIRPa extracelulares (TTI-602) o el
dominio N-terminal unico (TTI-616).

Ambas proteinas se construyeron sobre una cadena principal de Fc de IgG4 humana mutada que carecia de funcion
efectora. Los autores de la presente invencion compararon la unién de TTI-602 y TTI-616 a CD47 humano utilizando
un ensayo de union directa (Figura 1A) y un ensayo de competicion indirecta (Figura 1B). Para el ensayo de unién
directa, se incubaron células Jurkat humanas CD47+ con las diversas concentraciones (como se indica) de proteinas
hSIRPaFc sobre hielo durante 1 hora. Las células se lavaron a continuacién para eliminar cualquier proteina no
unida y a continuacién se incubaron con un anticuerpo anti-Fcg de hlgG especifico (Fab'), con FITC sobre hielo
durante 1 hora. Las células se lavaron vy fijaron a continuaciéon incubando con una solucién de paraformaldehido al
2% durante la noche. La solucion de fijacion se lavd y las células se analizaron por citometria de flujo (BD
FACScan). Los datos se ajustaron a un modelo de unién de un sitio mediante regresion no lineal. Para el ensayo
indirecto, se incubd una cantidad saturante fija de SIRPaFc humana biotinilada (TTI-601) sola o con cantidades
tituladas de TTI-602 o TTI-616 durante 15 minutos sobre hielo. Esta mezcla se afiadié a continuaciéon a células
Jurkat CD47+ humanas, se incub6 sobre hielo durante 1 hora, se lavo para eliminar la proteina no unida y a
continuacion se incubd con una cantidad saturante de estreptavidina-PE sobre hielo en la oscuridad durante 1 hora.
A continuacion las células se lavaron, se fijaron y se analizaron por citometria de flujo como anteriormente. Las
medias geométricas se normalizaron después, siendo una inhibicion de 100% la media geométrica de
estreptavidina-PE sola y siendo una inhibicion de 0% la media geométrica de la TTI601 biotinilada sola. Se obtuvo
una linea de mejor ajuste mediante analisis de regresion no lineal utilizando el ajuste de la curva dosis-respuesta
sigmoidea (Prism, Graphpad).

Los datos en las Figuras 1A y 1B muestran claramente una diferencia de unién entre TTI-602 y TTI-616, teniendo la
union de TTI-616 mayor afinidad en ambos ensayos. En el ensayo de union directa, TTI-616 se unid con una
afinidad 10 veces mayor que TTI-602 (valores de CE50: 13,4 nM frente a 139 nM). En el ensayo de unién indirecta,
TTI-616 se unidé con una afinidad 7 veces mayor que TTI-602 (valores de CEso: 4,5 nM versus 32,1 nM). Estos
resultados fueron inesperados, ya que los datos publicados previamente indican que el dominio N-terminal de SIRPa
se unid a CD47 con afinidad comparable a SIRPa que contiene los tres dominios extracelulares (Hatherley et al.
2007 J. Biol. Chem 282:14567).

2. Disefio de fusiones SIRPaFc humanas con diferentes regiones Fc

Habiendo establecido una preferencia por una proteina de fusién que incorpora un solo dominio SIRPaq, se realizaron
estudios para determinar la region Fc 6ptima. Se generaron tres fusiones SIRPaFc humanas diferentes que
contenian la misma regiéon SIRPa (31-148) pero se construyeron sobre diferentes componentes Fc que tenian
actividad efectora variable. Los detalles del disefio se resumen en la Tabla 2 a continuacién. Las secuencias de ADN
y proteinas anotadas se muestran en el Apéndice 1.

Tabla 2. Disefio de proteinas de fusién SIRPaFc humanas.

Proteina |Region Isotipo Fc Actividad
SIRPa efectora
TTI-621 Dominio 1gV |1gG1 humana (dominios bisagra inferior-CH2-CH3) Alta
de V2

TTI-622 | Dominio IgV |IgG4 humana (dominios bisagra-CH2-CH3) con mutacién Ser-Pro en la |Baja
de V2 posicion 158*
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Proteina |Region Isotipo Fc Actividad
SIRPa efectora

TTI-616 |Dominio V2 |IlgG4 humana (dominios bisagra-CH2-CH3) con mutaciones: [Ninguna
gV Ser158Pro*; Glu163Pro; Phe164Val; Leu165Ala; y delecion de Gly166**

* Corresponde a la posicion 228 en el sistema de numeracion EU y esta destinada a estabilizar la regiéon bisagra de
IgG4 y evitar la formacion de disulfuros intracatenarios que conducen a la formacién de monémeros (Angal et al.
1993 Mol. Immunol 30:105)

** Corresponde a las posiciones 233-236 en el sistema de numeracion EU, y esta destinada a reducir adicionalmente
la unién del receptor Fcy (Armor et al. 1999 Eur. J. Immunol. 29:2613).

3. Unidn de las fusiones SIRPaFc a CD47

Las tres fusiones SIRPaFc se compararon para determinar la union a CD47 humano de la superficie celular.
Brevemente, se incubaron células Jurkat humanas CD47+ con las diversas concentraciones (como se indica) de
proteinas hSIRPaFc sobre hielo durante 1 hora. Las células se lavaron a continuacién para eliminar cualquier
proteina no unida y después se incubaron con un anticuerpo anti-Fcg de higG especifico (Fab'), con FITC sobre
hielo durante 1 hora. Las células se lavaron y se fijaron a continuacién incubando con una solucién de
paraformaldehido al 2% durante la noche. Después, la solucion de fijacion se lavd y las células se analizaron por
citometria de flujo (BD FACScan). A continuacion se normalizaron las medias geométricas y se generaron las curvas
de unién y los valores de Kd mediante Prism (Graphpad) utilizando un ajuste de regresion no lineal de los datos a un
modelo de unién de un sitio.

Como se muestra en la Figura 2, las tres proteinas de fusion mostraron perfiles de unién muy similares, produciendo
valores de union por afinidad (Kd) casi idénticos (2,3-2,4 nM). Esto era de esperar, ya que las tres proteinas
contienen la misma region SIRPa y no se predijo que la regidon Fc afectaria a la unién del ligando.

4. Actividad pro-fagocitosis in vitro de fusiones SIRPaFc

El bloqueo de CD47 por SIRPaFc aumenta la fagocitosis de las células tumorales de leucemia mieloide aguda
humana (AML) por macrofagos humanos activados. Se comparé la actividad pro-fagocitica de las tres proteinas de
fusion in vitro para determinar si la regién Fc afecta a la fagocitosis de AML. Los macrofagos humanos se generaron
aislando primero monocitos CD14+ de células mononucleares de sangre periférica humana purificadas con Ficoll
utilizando seleccion magnética. Los monocitos se cultivaron en medios X-vivo que contenian factor estimulante de
colonias de monocitos humanos a 20 ng/ml durante al menos 1 semana para promover el desarrollo a macréfagos.
Los macrofagos se sembraron a continuacion sobre portaobjetos de vidrio en una placa de cultivo de 24 pocillos y se
incubaron con interferon gamma humano durante la noche. Al dia siguiente, se lavaron los pocillos y se afiadio LPS
durante al menos 1 hora. Las células de AML humana se contaron y se marcaron con CFSE. Después del marcaje,
las células de AML se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente (RT) con PBS, proteinas SIRPaFc o
controles de isotipo. Las células de AML se afiadieron a continuacion a los pocillos individuales, se mezclaron y se
incubaron en una incubadora celular humidificada con 5% de CO,, a 37°C, durante 2 horas. Después de la
incubacion, los pocillos se lavaron y los macréfagos se marcaron con producto conjugado de aglutinina de germen
de trigo y Alexa Fluor® 555 (Invitrogen, Num. de cat W32464) durante 15 minutos a temperatura ambiente con
balanceo. Los pocillos se lavaron y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, los pocillos se lavaron y se mantuvieron en la oscuridad a 4°C durante la noche. Los
portaobjetos de vidrio se analizaron mediante microscopia confocal de barrido (Quorum Wave FX-X1 Spinning Disc
Confocal System, Quorum Technologies, Guelph, ON, Canada). La fagocitosis de las células de AML se cuantificd
utilizando un indice de fagocitosis, como sigue: (nimero de células de AML dentro de macrofagos/nimero de
macrofagos) x 100; contando al menos 200 macréfagos por muestra. Como se muestra en la Figura 3, TTI-621 y
TTI-622 exhiben una actividad de fagocitosis similar, mientras que TTI-616 es claramente mas débil (esto es
particularmente evidente a la dosis de 10 nM). Esto indica que se requiere una regiéon Fc de IgG4 o IgG1 de tipo
salvaje para la destruccién maxima por los macréfagos de las células tumorales desencadenada por SIRPaFc.

Se evalué un panel expandido de proteinas de fusion SIRPaFc para determinar la actividad de fagocitosis utilizando
la linea celular AML OCI/AML-2 como dianas. Como se muestra en la Figura 6, los datos indican claramente que el
nivel mas alto de fagocitosis de AML-2 es inducido por proteinas de fusion que contienen un solo dominio SIRPa y
una region Fc de 1IgG4 o IgG1 de tipo salvaje (es decir, TTI-622, -620 o TTI- 621). Las proteinas de fusiéon que
carecen de cualquier funcion efectora de Fc (por ejemplo, TTI-616) pueden desencadenar la fagocitosis, pero el
efecto es considerablemente mas débil. Esto es compatible con los datos referidos en la Figura 3. SIRPaFc con tres
dominios extracelulares (TTI-601, TTI-602 y R y D) también exhiben solo un bajo nivel de actividad pro-fagocitica, y
en el caso de la fusién R y D, esta escasa actividad no se puede superar con una region Fc IgG1. Ademas, las
proteinas de fusidn que contienen secuencias SIRPa mutadas que confieren una uniéon a CD47 sustancialmente
mayor (TTI-623 y TTI-624) no dan como resultado una mayor actividad de fagocitosis en comparacién con una
SIRPaFc de tipo salvaje que tiene la misma region Fc (TTI-616). Estos resultados sugieren que el aumento de la
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afinidad de unién a CD47 mas alla del nivel alcanzado con un dominio SIRPa unico de tipo salvaje no produce
ningun beneficio adicional in vitro. Esta conclusion es inesperada, ya que se informé que SIRPa mutadas con FD6 y
CV1 unido a Fc de IgG4 tienen una mayor actividad pro-fagocitica que SIRPa-IgG4 de tipo salvaje (Weiskopf et al.
2013 Science 341:88).

5. Actividad antileucémica in vivo de fusiones SIRPaFc

Las tres proteinas de fusion SIRPaFc se probaron para determinar su capacidad de controlar el crecimiento de
células tumorales de AML humana en un modelo de xenotrasplante convencional. Los ratones NOD/ShilLtJ-
Prkdcscid (NOD.SCID) (8-12 semanas de edad) fueron irradiados subletalmente con 275 cGy de un irradiador y de
137Cs 24 horas antes de la inyeccion intrafemoral de células de AML recolectadas de un paciente con leucemia
humana. Comenzando tres semanas después del trasplante, los ratones fueron tratados con proteinas de fusion
SIRPaFc (8 mg/kg IP tres veces por semana) o dosis equimolares de proteinas de control Fc TTI-401 (IgG4 humana
mutada) o TTI-402 (IgG1 humana). Después de 4 semanas de tratamiento, se sacrificaron ratones y se detectaron
células de leucemia humana en el fémur inyectado, médula ésea y bazo no inyectados mediante andlisis de
citometria de flujo, tincién para la expresion de marcadores CD45 humano y CD33 humano. El injerto de AML se
expres6 como el porcentaje de células CD45+CD33+ humanas en cada compartimento.

Como se muestra en la Figura 4, la proteina de fusiéon TTI-621 con una regién Fc de IgG1 fue la Unica proteina
capaz de mediar un efecto antileucémico en el sitio del trasplante (el fémur inyectado). En la médula ésea no
inyectada, hubo un claro efecto dependiente de Fc, con TTI-621 (actividad completa de Fc) > TTI-622 (baja actividad
de Fc) > TTI-616 (sin actividad de Fc). Las tres proteinas de fusion exhibieron actividad antileucémica en el bazo,
aunque este sitio es una prueba de actividad menos rigurosa, ya que el nivel general de injerto (como se observa en
los ratones de control) es mucho mas bajo que en la médula 6sea inyectada o no inyectada. Colectivamente, estos
resultados indican que una proteina SIRPaFc que lleva una region Fc de IgG1 humana tiene la mayor actividad en
un modelo de xenotrasplante de AML humana. La actividad in vivo superior de la fusion basada en IgG1 no se
habria pronosticado en base a los datos de fagocitosis in vitro (Figura 2), en los que TTI-621 y TTI-622 mostraron
una actividad similar.

6. Actividad de hemaglutinacién de fusiones SIRPaFc

Los glébulos rojos humanos se prepararon utilizando sangre completa heparinizada de donantes sanos. Se
pipetearon 4 ml de sangre completa en un tubo conico de 15 ml, se completd con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) y se centrifugé a 200 x g, temperatura ambiente durante 10 minutos para eliminar las plaquetas.
Después de la aspiracion de la fraccién de plaquetas, el tubo se llené hasta 15 ml con PBS, el contenido se mezclé
bien invirtiendo el tubo y los GR se envasaron por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos. Este lavado se
repitié 3 veces mas. Después del lavado final, se aspird el sobrenadante y se afiadié suficiente PBS a los eritrocitos
empaquetados para preparar una solucion de GR al 10% (por ejemplo, si se obtuvo 1 ml de GR empaquetados, se
diluyé adicionalmente con 9 ml de PBS para preparar una solucion de GR al 10%). La solucion de GR al 10%
almacenada a 4°C era utilizable en el plazo de una semana. Se prepard una soluciéon de nueva aportacién de GR al
1% inmediatamente antes del ensayo de hemaglutinacion.

Las proteinas SIRPaFc expresadas en células CHO o 293 se analizaron para determinar su capacidad de aglutinar
los GR humanos como lo demuestra la agregacion de GR y la prevencion de la formacion de granulos de GR. El
ensayo se realiz6 en placas de fondo redondo de 96 pocillos de baja union a proteina, tratadas con cultivo no tisular.
Se preparo6 una solucién de nueva aportacion de GR al 1% inmediatamente antes del ensayo de hemaglutinacion.
Se transfirieron 50 pl de solucion de GR al 1% a cada pocillo. Las proteinas de fusién SIRPa-Fc humanas diluidas
seriadamente 3 veces a partir de una concentracion final 3 uM o control de vehiculo se afiadieron a 50 yL por pocillo
a los pocillos apropiados. Los pocillos se mezclaron suavemente y se incubaron durante la noche a 37°C, 5% de
CO.,. Después de una incubacion durante la noche, se fotografiaron las placas. En ausencia de entrecruzamiento,
los eritrocitos ruedan hasta el fondo de los pocillos y aparecen como un sedimento denso. La evidencia de
hemaglutinacién se demuestra por la presencia de GR no sedimentados que aparecen como un halo en
comparacion con un sedimento de GR bien definido. Las proteinas de fusién de SIRPa que desencadenan la
hemaglutinacién evitaran la formacion de un sedimento de GR vy, por lo tanto, produciran un patrén difuso o
brumoso. Los resultados indican que las proteinas de fusion SIRPaFc de tres dominios TTI-601 y TTI-602 muestran
una mayor propension a inducir la hemaglutinacién en comparacion con las fusiones de dominio Unico. Esto sugiere
que las SIRPaFc de dominio Unico serian menos propensas a causar toxicidad por eritrocitos in vivo.

7. Actividad agonistica de CD47 de fusiones SIRPaFc

Se adquirieron células Jurkat T humanas Clon E6-1 de ATCC (Num. de Cat. TIB-152) y se cultivaron en RPMI 1640
con un suplemento de FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato sédico 1 mM, HEPES 10 mM y 1,5 de g/L
bicarbonato sdédico. La expresion de CD47 se analizd6 mediante citometria de flujo demostrando la unién a la
superficie celular de los clones de mAb anti-CD47 B6H12, 2D3, BRIC126 y CC2C6. El dia anterior a un ensayo de
agonista, las células Jurkat se sembraron a ~3x10° células/mL en un medio de crecimiento completo en matraz de
cultivo de tejidos T75/T150.
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Se recolectaron células T Jurkat altamente viables (> 95%) y se sembraron en un medio de crecimiento completo a
2x10% células/200 pl por pocillo en una placa de cultivo de tejidos de fondo redondo de 96 pocillos. Las células se
pretrataron con medio solo o con un clon de anticuerpo bloqueador de CD47 B6H12 a 12,5 ug/20 uL por pocillo
durante 1 hora a 37°C, 5% de CO,. Se anadieron proteinas de fusién SIRPaFc o Fc de control a una concentracion
final 3 uM en 20 pl/pocillo y se empled el agente pro-apoptético estaurosporina como control positivo afiadido a 1 yM
en 20 yl/pocillo. Las células no tratadas (UT) recibieron 20 yl/pocillo de medio solo. Las células se incubaron durante
la noche a 37°C, 5% de CO,. Después de una incubacion durante la noche, las células se tifieron con el kit de
deteccion de apoptosis Annexin-V: FITC/7-AAD de eBiosciences (Num. de Cat 88-8005-75) siguiendo las
instrucciones del fabricante y se analizaron por medio de citometria de flujo en el plazo de las 4 horas posteriores a
la tincidn para evitar la progresion de la apoptosis

Como se muestra en la Figura 5, TTI-602, una fusién de tres dominios, indujo un nivel mucho mayor de apoptosis de
Jurkat que las proteinas de fusién de dominio Unico TTI-616 y TTI-620. El efecto de TTI-602 fue claramente
especifico de CD47, ya que éste fue neutralizado pretratando las células con B6H12, un anticuerpo bloqueador de
CD47. Estos resultados indican que se prefiere una proteina de fusién SIRPaFc de dominio Unico sobre una
SIRPaFc de tres dominios para minimizar la actividad agonistica de CD47.

8. Unidn de eritrocitos

Una preocupacion con las terapias basadas en CD47 es la expresion de la diana sobre la superficie de los glébulos
rojos (GR), que tiene el potencial de actuar como un gran sumidero de antigeno y causar toxicidad hematolégica. De
hecho, se ha informado sobre anemia en animales tratados con variantes de las SIRPaFc de alta afinidad y
anticuerpos especificos para CD47. Por lo tanto, la unién de las proteinas de fusién SIRPaFc a los eritrocitos
humanos se evalu6 mediante citometria de flujo. Los GR humanos se prepararon utilizando sangre completa
heparinizada. La sangre completa se centrifugé a 200 x g, temperatura ambiente durante 10 minutos para eliminar
las plaquetas. Después de la aspiracion de la fraccion de plaquetas, el tubo se llend hasta el volumen original con
PBS, el contenido se mezcld bien invirtiendo el tubo y los GR se sedimentaron por centrifugacion a 1500 rpm
durante 5 minutos. Este lavado se repitié 3-5 veces mas. Después del lavado final, se aspiré el sobrenadante y se
lleno el tubo con PBS hasta el volumen sanguineo original. Los GR se contaron utilizando un hemocitémetro y se
resuspendieron a 5x108 células/mL antes del ensayo de union a GR. La pureza de los eritrocitos se evalué mediante
citometria de flujo que demuestra anti-CD235a humano (eBiosciences Num. de Cat. 12-9978).

Se observo que las proteinas de fusion que contienen secuencias SIRPa de tipo salvaje se unen muy mal a los
eritrocitos humanos, produciendo una sefial que estda menos de 2 veces por encima del fondo, incluso a altas
concentraciones. En contraste, los anticuerpos monoclonales contra CD47 tipicamente se unen a > 100 veces por
encima del fondo. La sorprendente diferencia en la uniéon de GR entre SIRPaFc y los anticuerpos contra CD47 se
muestra en la Figura 7A, que compara la unién de TTI-616 con el anticuerpo contra CD47 B6H12 a lo largo de un
intervalo de concentraciones. Para demostrar que este fendmeno no es exclusivo de B6H12, se evaluaron tres
anticuerpos contra CD47 adicionales (2D3, BRIC126 y CC2C6). Como se muestra en la Figura 7B, los cuatro
anticuerpos se unieron a los GR humanos a niveles drasticamente mas altos que SIRPaFc. Obsérvese que las
proteinas de fusién SIRPaFc se unen poco a los GR humanos independientemente del isotipo de Fc o la estructura
de uno o tres dominios (datos no mostrados). Ademas, la diferencia en la unién de eritrocitos entre SIRPaFc y los
anticuerpos contra CD47 no refleja simplemente una diferencia en la afinidad de CD47, ya que ambas clases de
proteinas se unen de manera similar a una linea de células tumorales de AML (véase Figura 7C).

Se obtuvieron varios resultados inesperados de estos estudios. En primer lugar, la afinidad de unién superior del
SIRPaFc de dominio Unico en comparacion con un SIRPaFc de tres dominios no es compatible con la literatura
publicada. En segundo lugar, el fuerte papel de la regiéon Fc en la eliminacion de las células leucémicas in vivo es
incompatible con los datos publicados por otros, quienes han argumentado que la eficacia de los anticuerpos contra
CD47 se debe al bloqueo de la interaccion CD47-SIRPa. Asimismo, no se podria pronosticar la superior eficacia in
vivo de TTI-621 (IgG1) en funcion de los datos de fagocitosis in vitro. Por otra parte, la union muy baja de SIRPaFc
de dominio unico a los eritrocitos, y la baja actividad agonistica de CD47, apoyan el uso médico de SIRPaFc
ilustrado en la presente memoria con preferencia a otros inhibidores de CD47.

En conjunto, estos datos indican que una proteina de fusion SIRPaFc humana éptima debe contener un solo
dominio SIRPa (N-terminal) conectado a una regién Fc competente efectora, tal como la regiéon Fc de una IgG1
humana preferiblemente, o la regiéon Fc de una IgG4 humana adecuadamente.
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540

600

660



10

15

20

25

30

35

40

45

50

gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccageg
accacgcctce
gacaagagca
cacaaccact

<210>9
<211> 20
<212> ADN

acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgac
acatcgcecgt
ccgtgetgga
ggtggcagca

acacgcagaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 9

ggcgctagcc accatggagc

<210> 10
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 10

ggtgaagctc actgtgtgct g

<210> 11
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 11

cagcacacag tgagcttcac c

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 12

ccggatcctc atttacccag

<210> 13
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag

caagaaccag

ggagtgggag

ctcecgacgge

ggggaacgtc

gagcctctee

20

21

21

20

ES 2755156 T3

gtcagcgtce
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettee
ttctcatgcet

ctgtctecegg

tcaccgtcect
aagccctecece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea

gtaaatga

27

gcaccaggac
agcccccate
caccctgcecce
caaaggcttc
caactacaag

gctcaccgtg

tgaggctctg

720

780

840

900

960

1020

1080

1128
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2755156 T3

<400> 13
ggactcagag ggtttggcac gcacaga 27

<210> 14

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
ccctetgagt ccaaatatgg tcceeca 27

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
agttttgtca gagggtttgg cacgcacaga 30

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
aaaccctctg acaaaactca cacatgccca 30

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
cacggatcct catttacccg g 21

<210> 18

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
aggtgetggg catggtggge atggggg 27

<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
28
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15

20

25

30

35

40

ES 2755156 T3

<223> cebador

<400> 19
cccccatgec caccatgecc agcacct 27

<210> 20

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
cacggatcct catttaccca gagacaggg 29

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> conector de aminoacidos

<400> 21
Gly Thr Glu Leu Ser Val Arg Ala Lys Pro Ser
1 5 10

<210> 22

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Glu Glu Glu Leu Gln Val Ile Gln Pro Asp Lys Ser Val Ser
1 5 10

Ala Gly Glu Ser Ala Ile Leu His Cys Thr Val Thr Ser Leu
20 25 30

Val Gly Pro Ile Gln Trp Phe Arg Gly Ala Gly Pro Ala Arg
35 40 45

Ile Tyr Asn Gln Lys Glu Gly His Phe Pro Arg Val Thr Thr
50 55 60

Glu Ser Thr Lys Arg Glu Asn Met Asp Phe Ser Ile Ser Ile
65 70 75

Ile Thr Pro Ala Asp Ala Gly Thr Tyr Tyr Cys Val Lys Phe
85 90

Gly Ser Pro Asp Thr Glu Phe Lys Ser Gly Ala Gly Thr Glu
100 105 110

Val Arg Ala Lys Pro Ser
115

<210> 23

<211> 229

<212> PRT

<213> Homo sapiens

29

Val
15

Ile

Glu

Val

Ser

Arg

Leu

Ala

Pro

Leu

Ser

Asn

80

Lys

Ser
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<400> 23

Glu

1

Leu

Leu

Ser

Glu

65

Thr

Asn

Ser

Gln

val

145

Val

Pro

Thr

Val

Leu
225

Ser

Gly

Met

Gln

50

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

130

Ser

Glu

Pro

val

Met

210

Ser

<210> 24

<211> 229

Lys

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu
115

Tyr

Leu

Trp

Vval

Asp

195

His

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 24

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

val

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Phe

Pro

Val

55

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

135

val

Gly

Asp

Trp

His
215

Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

ES 2755156 T3

Pro

Phe

25

Val

Phe

Pro

Thr

Vval

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

185

Glu

His

Ser

10

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

155

Asn

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

Val

Tyr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

val

Gln
220

30

Ala

Pro

Vval

45

Val

Gln

Gln

Gly

Pro
125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

205

Lys

Pro

Lys

30

Vval

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Phe

Thr

Val

Val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser
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Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

Vval

145

Val

Pro

Thr

Val

Leu
225

Ser

Gly

Met

Gln

50

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

130

Ser

Glu

Pro

Val

Met

210

Ser

<210> 25

<211> 345

Lys

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

195

His

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

val

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Phe

Pro

Val

55

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

135

Vval

Gly

Asp

Trp

His
215

Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

ES 2755156 T3

Pro

Phe

25

Vval

Phe

Pro

Thr

Val
105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

185

Glu

His

Pro

10

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

155

Asn

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

Val

Tyr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
220

31

Ala

Pro

Val

45

Vval

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

205

Lys

Pro

Lys

30

Val

Asp

Phe

Asp

Leu
110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Phe

Thr

Vval

Vval

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser



Glu

Ala

Val

Ile

Glu

65

Ile

Glu

Gly

Gly

Tyr

50

Ser

Thr

Glu

Glu

Pro

35

Asn

Thr

Pro

Leu

Ser

20

Ile

Gln

Lys

Ala

Gln

Ala

Gln

Lys

Arg

Asp
85

Val

Ile

Trp

Glu

Glu

70

Ala

Ile

Leu

Phe

Gly

Asn

Gly

Gln

His

Arg

40

His

Met

Thr

ES 2755156 T3

Pro

Cys

25

Gly

Phe

Asp

Tyr

Asp

10

Thr

Ala

Pro

Phe

Tyr
90

Lys

Val

Gly

Arg

Ser

75

Cys

Ser

Thr

Pro

Val

60

Ile

Val

32

Val

Ser

Ala

45

Thr

Ser

Lys

Ser

Leu

30

Arg

Thr

Ile

Phe

val

15

Ile

Glu

Val

Ser

Arg
95

Ala

Pro

Leu

Ser

Asn

80

Lys
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Gly

val

Ala

Pro

145

Val

val

Gln

Gln

Ala

225

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

305

Phe

Lys

340

Ser

Arg

Pro

130

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

210

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

290

Ser

Ser

Ser

<210> 26

<211> 347
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26

Pro

Ala

115

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

195

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

275

Thr

Lys

Cys

Leu

Asp

100

Lys

Leu

Thr

Val

Val

180

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

260

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

Pro

Leu

Leu

Ser

165

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

245

Val

Val

Pro

Thr

Val

325

Leu

Glu

Ser

Gly

Met

150

His

Vval

Tyr

Gly

Ile

230

val

Ser

Glu

Pro

Vval

310

Met

Ser

345

Phe

Asp

Gly

135

Ile

Glu

His

Arg

Lys

215

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

295

Asp

His

Pro

Lys

Lys

120

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

200

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

280

Leu

Lys

Glu

Gly

ES 2755156 T3

Ser

105

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

185

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

265

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

His

val

Thr

Glu

170

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

250

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
330

Ala

Thr

Phe

Pro

155

Val

Thr

Val

Cys

Ser

235

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

315

His

Gly

Cys

Leu

140

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

220

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

300

Gln

Asn

33

Thr

Pro

125

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

205

val

Ala

Arg

Gly

Pro

285

Ser

Gln

His

Glu

110

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

190

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

270

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Cys

Pro

Cys

Trp

175

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

255

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
335

Ser

Pro

Lys

Val

160

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

240

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

320

Gln



Glu

Ala

Val

Ile

Glu

65

Ile

Gly

val

Cys

Pro

145

Cys

Trp

Glu

Leu

Glu

Gly

Gly

Tyr

50

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

130

Lys

val

Tyr

Glu

His

Glu

Glu

Pro

35

Asn

Thr

Pro

Pro

Ala

115

Ala

Pro

Val

Vval

Gln

195

Gln

Leu

Ser

20

Ile

Gln

Lys

Ala

Asp

100

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

180

Phe

Asp

Gln

Ala

Gln

Lys

Arg

Asp

Thr

Pro

Glu

Asp

Asp

165

Gly

Asn

Trp

val

Ile

Trp

Glu

Glu

70

Ala

Glu

Ser

Phe

Thr

150

Val

Val

Ser

Leu

Ile

Leu

Phe

Gly

55

Asn

Gly

Phe

Glu

Leu

135

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

Gln

His

Arg

40

His

Met

Thr

Lys

Ser

120

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

200

Gly

ES 2755156 T3

Pro

Cys

25

Gly

Phe

Asp

Tyr

Ser

105

Lys

Gly

Ile

Glu

His

185

Arg

Lys

Asp

10

Thr

Ala

Pro

Phe

Tyr

90

Gly

Tyr

Pro

Ser

Asp

170

Asn

Val

Glu

Lys

val

Gly

Arg

Ser

75

Cys

Ala

Gly

Ser

Arg

155

Pro

Ala

val

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

60

Ile

val

Gly

Pro

Val

140

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

34

Val

Ser

Ala

45

Thr

Ser

Lys

Thr

Pro

125

Phe

Pro

val

Thr

vVal

205

Cys

Ser

Leu

Arg

Thr

Ile

Phe

Glu

110

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

190

Leu

Lys

Vval

15

Ile

Glu

val

Ser

Arg

95

Leu

Pro

Phe

val

Phe

175

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Leu

Ser

Asn

80

Lys

Ser

Pro

Pro

Thr

160

Asn

Arg

Val

Ser
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210

Asn
225

Lys

Gln

Gly

Glu Met

Tyr Pro

Gly

Pro Arg

Thr

Ser Asp

Leu Pro

Ser

215

Ser Ile

230

Glu
245

Lys Asn

260

Ile

275

Asn Asn
290

Phe
305

Leu

Asn Val

Thr Gln

<210> 27
<211> 1128
<212> ADN

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys Thr

Ser

Pro

Gln Val

Ala Val

Thr

Arg Leu

Gln Vval

Ser

Glu
280

Pro Pro

295

Thr Val

310

Ser Cys

325

Ser Leu

340

<213> Homo sapiens

<400> 27
atggagcccg

gegtectgeg
aagtccgtat
atccctgtgg
aatcaaaaag
aacatggact
tgtgtgaagt
ctgtctgtge
gaactecetgyg
atctccegga

gtcaagttca

ccggeccgge
cctggtcagg
cagttgcagce
ggcccatcca
aaggccactt
ttteccatcag
tccggaaagyg
gtgccaaacc
ggggaccgte
ccecectgaggt

actggtacgt

Ser Val

Ser

Met

Leu Ser

cceccggecge
agtggcgggt
tggagagtcg
gtggttcaga
ccceegggta
catcagtaac
gagccctgac
ctctgacaaa
agtettecte
cacatgcgtg

ggacggcgtg

ES 2755156 T3

Glu Thr

235

Lys

Thr
250

Tyr Leu

Leu Thr

265

Cys

Trp Glu Ser

Val

Leu Asp

Ser
315

Asp Lys

Glu Ala
330

His

Leu
345

Gly Lys

ctcgggeege
gaggaggagce
gccattctge
ggagctggac
acaactgttt
atcaccccag
acggagttta
actcacacat
tteccaccaa
gtggtggacg

gaggtgcata

220

Ile Ser Lys

Pro Pro

Leu Val Lys

270

Asn Gly

285

Ser Asp
300

Arg Trp

Leu His

tgctctgect
tgcaggtgat
actgcactgt
cagcccggga
cagagtccac
cagatgccgg
agtctggagce
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga

atgccaagac

35

Ser

Gln

Gly

Gln

Asn

Ala Lys

240

Gln
255

Glu

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe

Glu Gly

320

His
335

Tyr

gctgctegece
tcagectgac
gacctcectg
attaatctac
aaagagagaa
cacctactac
aggcactgag
cccagcacct
cacccteatyg
agaccctgag

aaagccgegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccageg
accacgcctce
gacaagagca
cacaaccact

<210> 28
<211> 1134
<212> ADN

acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgac
acatcgcecgt
ccgtgetgga
ggtggcagca

acacgcagaa

<213> Homo sapiens

<400> 28
atggagccceg

gcgtectgeg
aagtccgtat
atcecctgtgg
aatcaaaaag
aacatggact
tgtgtgaagt
ctgtctgtge
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtec
ccgcegggagyg
caggactggce
tccatcgaga
ctgcccecccat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca

gctetgcaca

ccggeccgge
cctggtcagg
cagttgcage
ggcccatcca
aaggccactt
tttccatcag
tececggaaagg
gtgccaaacc
tcectgggggg
cccggacccee
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgccteeegt
agagcaggtg

accactacac

gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacgge

ggggaacgtc

gagcctctee

cceccggecge
agtggcgggt
tggagagtcg
gtggttcaga
ccececgggta
catcagtaac
gagccctgac
ctctgagtcce
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccegtggag
gctggactcce
gcaggagggg

gcagaagagc

ES 2755156 T3

gtcagcgtce
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettee
ttctcatgcet

ctgtctecegg

ctcgggecge
gaggaggagce
gccattctge
ggagctggac
acaactgttt
atcaccccag
acggagttta
aaatatggtc
ttcetgttee
tgcegtggtgg
ggcgtggagyg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagccce
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcect
aatgtcttcet

ctctceectgt

tcaccgtcect
aagccctecece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea

gtaaatga

tgctctgect
tgcaggtgat
actgcactgt
cagcccggga
cagagtccac
cagatgccgg
agtctggagce
cccecatgece
ccccaaaacce
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtcectcac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttectcta
catgctccgt

ctctgggtaa

36

gcaccaggac
agcccccate
caccctgcecce
caaaggcttc
caactacaag

gctcaccgtg

tgaggctctg

gctgctegece
tcagcctgac
gacctccectg
attaatctac
aaagagagaa
cacctactac
aggcactgag
accatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtecctgecac
ccteecegtee
ggtgtacacc
cctggtcaag
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag

atga

720

780

840

900

960

1020

1080

1128

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1134
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusidon de SIRPa humana util para inhibir el crecimiento y/o la proliferacion de una célula enferma
CD47+, en donde la proteina de fusién de SIRPa humana comprende SEC ID No. 25.

2. La proteina de fusién de SIRPa humana segun la reivindicacién 1, en donde la proteina de fusion de SIRPa
humana consiste en SEC ID No. 25.

3. La proteina de fusion de SIRPa humana segun la reivindicacion 1 o 2, que comprende adicionalmente una marca
detectable.

4. Una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad de una
proteina de fusién de SIRPa humana eficaz para inhibir el crecimiento o la proliferacién de una célula enferma
CD47+, en donde la proteina de fusién de SIRPa humana comprende SEC ID No. 25.

5. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en donde la proteina de fusion SIRPa humana consiste
en SEC ID No. 25.

6. Una proteina de fusion de SIRPa humana que comprende SEC ID No. 25, para su uso en la inhibicién del
crecimiento de células enfermas CD47+ en un sujeto que lo necesite.

7. La proteina de fusion de SIRPa humana para su uso segun la reivindicacion 6, en donde la célula enferma es una
célula cancerosa CD47+.

8. La proteina de fusién de SIRPa humana para su uso segun la reivindicacion 6 o 7, en donde la célula enferma es
una célula de cancer hematoldgico CD47+.

9. La proteina de fusion de SIRPa humana para su uso segun la reivindicacion 8, en donde la célula enferma es una
célula de leucemia CD47+.

10. La proteina de fusién de SIRPa humana para su uso segun la reivindicacion 7, en donde la célula enferma es un
tumor sélido que comprende células cancerosas CD47+.

11. La proteina de fusion de SIRPa humana para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en
donde la proteina de fusién de SIRPa humana consiste en SEC ID No. 25.

12. Una construccién de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de fusion de
SIRPa humana segun la reivindicacion 1 o 2.

13. Una célula anfitriona de produccion de proteinas, que comprende una construccion de ADN incorporada
expresablemente segun la reivindicacion 12.

14. Un método para producir una proteina de fusién de SIRPa humana, que comprende cultivar una célula anfitriona
de produccion de proteina que incorpora para su expresion un polinucledtido que codifica una proteina de fusion
SIRPaFc humana que comprende o consiste en SEC ID No. 25.

15. Una proteina de fusiéon dimérica que comprende dos polipéptidos de cadena sencilla fusionados a través de sus
respectivos componentes Fc, siendo cada polipéptido de cadena sencilla una proteina de fusiéon de SIRPa humana
de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

16. Una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad de una
proteina de fusiéon de SIRPa humana dimérica segun la reivindicacion 15, eficaz para inhibir el crecimiento o la
proliferacién de una célula enferma CD47+.

17. Una proteina de fusidon de SIRPa humana dimérica segun la reivindicacion 15, para su uso en la inhibicién del
crecimiento de células enfermas CD47+ en un sujeto que lo necesite.

18. La proteina de fusién de SIRPa humana dimérica para su uso segun la reivindicacion 17, en donde la célula
enferma es una célula cancerosa CD47+.

19. La proteina de fusién de SIRPa humana dimérica para su uso segun la reivindicacion 17, en donde la célula
enferma es una célula de cancer hematolégico CD47+.

20. Un método para producir la proteina de fusion de SIRPa humana dimérica segun la reivindicacion 15, que
comprende cultivar una célula anfitriona de produccién de proteina que incorpora para su expresion un polinucleétido
que codifica una forma secretable de proteina de fusién SIRPaFc humana que comprende o consiste en SEC ID No.
25.

37



ES 2755156 T3

AU
#0F 0L 0L 0L ,L,O0b ,0L O
L I 1 1 I ] 1

9194111 DO
<0911l =m

g

nu

91911l O
co9-ill m

% Inhibicion

Media geométrica

| eanbi4

38



ES 2755156 T3

NuU
009 00S O0OF 00€ O00C OOI 0
L | 1 1 1 1

ol
0¢c
1]
ov
0S
09

0L
N 08

06

WU ¥‘T = py 2Z9-1LL *
WUET=pMi29-1ll A
WNUPZ=PMOLOILL m

Union Normalizada

Z einbi4

39



ES 2755156 T3

Wdor nuol AT 0L

196] 8p 94 |043U0D pPEEE
epeniy y9b| ap 24 |00 EEER

TAHINN
¢Co-111
glo-lLL ]

—
QO
n

-001
-0S1
-00C
-05¢
-00¢€
-0S€
-00%
-0S¥

Indice de Faqgocitosis

”

¢ einbi4

40



ES 2755156 T3

TOV-LLL BOV-LLL 1Z9-LLL Z29-101 919-111
A L ok ' 8 '

o e Wb T—;
b1
%, -z

[ X )
H y It
100>d Ly
e%e 100>0 Ls
rlsoiovm 9
-2
-8

ozeg

% Injerto AML

COV-LLL JOV-LLL BZS-LLL ZZ9-LLL 918-11
Fl 'l anb. L A

.

°

®e
.®

L .
—— oo

. —y b

.
. 100 0>0
S0 0>d

1000>0

epejoalu] oN OIN

ST

% Injerto AML

ZO¥-lLL 1O¥-LLL 1Z9-LLL ZT9LLL 919-LLL

ope}oaAu] oN Jnwd4

{ eanbi4

% Injerto AML

41



ES 2755156 T3

Figura 5
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TTI-602 + B6H12

Las células T Jurkat humanas CD47+ se incubaron con proteinas de fusion
SIRPaFc o Fc de control (3 uM) o se dejaron sin tratar (NT) durante la
noche y a continuacion se tifieron para Anexina-V y 7-AAD y se analizaron
mediante citometria de flujo. Se incluyé el agente pro-apoptético
estaurosporina (Estaur) a 1 yM como control positivo. Una muestra que
contenia TTI-602 se tratd previamente con B6H12, un anticuerpo de
bloqueo de CD47 [Datos de Exp. Num.280]
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Figura 6
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Figura 7
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