10

15

20

25

30

NUEVOS ANTICUERPOS ANTI-SIRPa Y SUS APLICACIONES

TERAPEUTICAS

CAMPO TECNICO

La invencidén pertenece al campo de la inmunoterapia. La
presente invencidn proporciona nuevos anticuerpos anti-SIRPa
capaces de disminuir especificamente la interaccidén entre SIRPa

y CD47 sin afectar la interaccidén entre SIRPg y CD47.

ANTECEDENTES

Los puntos de control inmunolégicos dirigidos de 1la
inmunidad adaptativa han demostrado una gran eficacia
terapéutica para combatir numerosos tipos de cancer, pero en
una proporcién limitada de pacientes. E1 punto de control
inmunolégico de las células mieloides (macréfagos, células
dendriticas, MDSC, PMN) sigue siendo poco estudiado, mientras
que estas células representan el tipo de célula inmunoldgica
méds abundante en muchos tumores sélidos y, a menudo, se asocian

con un desenlace deficiente.

La proteina reguladora de sefial alfa o SIRPa (también
denominada SIRPx, CDl72a o SHPS-1), se expresa en monocitos,
la mayoria de las subpoblaciones de macrdéfagos tisulares,
granulocitos, subconjuntos de células dendriticas en tejidos
linfoides, algunas células progenitoras de la médula ésea y en
varios niveles en las neuronas, con una expresidén notablemente
alta en areas del cerebro ricas en sinapsis, como la capa
granular del cerebelo y el hipocampo. SIRPa es el miembro

prototipico de la familia de receptores emparejados de SIRP de
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proteinas SIRP estrechamente relacionadas. El gen que codifica
la SIRPa humana es un gen polimbérfico y se describieron varias
variantes en la poblacién humana. Las variantes de proteinas
mas comunes son SIRPa vl y v2 (numeros de acceso NP 542970
(P78324) vy CAA71403). Los polimorfismos en la SIRP humana
conducen a cambios en los aminodcidos expuestos en la

superficie, pero esto no afecta la unidén a CD47.

La interaccidén de SIRPa, expresada por células mieloides,
con el receptor ubicuo CD47 es un importante punto de control
inmunolégico de la respuesta innata, involucrado en 1la
regulacién de las funciones mieloides. La interaccidén SIRPa
con CD47 se describe en gran medida y proporciona una sefial
reguladora descendente que inhibe la fagocitosis de la célula
huésped. CD47 se expresa ampliamente en niveles méds bajos por
la mayoria de las células sanas, pero también se sobreexpresa
en algunas células cancerosas. Por lo tanto, el CD47 funciona
como una sefial de "no me comas". Tanto CD47 como SIRPa también
participan en muchas otras interacciones. Una de las funciones
fisioldgicas mejor caracterizadas de la interaccidn CD47-SIRPa
es su papel en la homeostasis de las células hematopoyéticas,
en particular los gldébulos rojos y las plaquetas. Debido a que
el CD47 sirve como una sefial de "no me comas" y, como tal, es
un determinante importante de la fagocitosis de las células
huésped por los macrdéfagos, la contribucidén potencial de 1la
interaccién CD47-SIRPa en el aclaramiento de las células
cancerosas ha sido investigada intensamente en los uUltimos
afios. Se demostrdé que la abundancia de receptores CD47 en
tumores esta correlacionada inversamente con la sobrevida
global del paciente y constituye un factor prondstico adverso

para varios tipos de cancer.
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La via SIRPa/CD47 estd actualmente sujeta a diferentes
desarrollos farmacéuticos para mejorar la fagocitosis de
macréfagos. De hecho, al igual que las células infectadas, las
células cancerosas transportan una carga andmala, como
proteinas desconocidas o proteinas normales a niveles
anormales; sin embargo, estas células con frecuencia subvierten
los mecanismos de control inmunoldgico innatos mediante la
sobreexpresidén simultdnea de moléculas inmunorreguladoras. Se
estd volviendo claro gque uno de esos mecanismos involucra a
CD47, una proteina "auto" expresada por las células normales.
CD47 interactua con SIRPa y conduce a la transmisidén de una
sefial de "no me comas" a los macrdfagos fagociticos, que dejan
las células objetivo sin afectar. La sobreexpresidén de CD47
por las células cancerosas las hace resistentes a 1los
macrbéfagos, incluso cuando las células cancerosas estan
recubiertas con anticuerpos terapéuticos, y se correlaciona
con resultados clinicos pobres en numerosos canceres sdélidos y
hematoldégicos. En modelos experimentales, en particular
modelos de xenoinjerto de tumores humanos en ratones
inmunodeficientes, el bloqueo de la via CD47/SIRPa a través de
agentes dirigidos a CD47 fue muy eficaz para promover la
eliminacién de tumores por macrdéfagos y para disminuir 1la
diseminacién de células cancerosas y la formacidén de
metdstasis. Se ha descrito que el bloqueo de la via CD47/SIRPa
a través de agentes dirigidos a CD47, al potenciar 1la
fagocitosis dependiente de anticuerpos por macrdédfagos, hace
sinergia con anticuerpos terapéuticos anticancerosos
agotadores como el Trastuzumab (anti-Her2), Cetuximab (anti-
EGFR), Rituximab (anti-CD20) y Alemtuzumab (anti-CD52).

Sin embargo, recientemente se ha demostrado que los
agentes dirigidos a CD47 (anti-CD47 o SIRPa-Fc) presentan

toxicidad hematoldégica (anemia o trombocitopenia) relacionada
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con el papel fisioldgico de CD47.

Ademés, CD47 también se relaciona con otro miembro de la
familia SIRP, SIRP-gamma (también designado como SIRPg, SIRPy,
CD172g o SIRP beta 2) que estd presente en la superficie de
las células T humanas y no en las células mieloides humanas.
SIRPg es el resultado de una duplicacién del gen SIRPb en
primates del viejo mundo hace casi 35 millones de afios y se
expresa de forma restringida en los linfocitos T en oposicidn
a la expresién de SIRPa en células mieloides. SIRPg esta
ausente en ratones. Se ha demostrado que la interaccién SIRPg-
CD47 modula la adhesién célula-célula, mejora la proliferacién
mediada por células T dependientes de superantigenos vy
coestimula la activacidén de células T (Piccio et al., Blood,

105:6, 2005).

Debido a la alta similitud de secuencias entre SIRPa vy
SIRPg, en particular en la regién que interactua con CD47, los
anticuerpos anti-SIRPa descritos en la técnica anterior también
se unen a SIRPg y tienen efectos indeseables en seres humanos,
tales como una inhibicién de la proliferacidén de células T vy
la disminucién de la respuesta inmune. Dichos efectos
secundarios de los anticuerpos anti-CD47 o no selectivos anti-
SIRPa no pudieron predecirse vya dque las pruebas de los
anticuerpos conocidos se realizaron en modelos de ratones, que
no poseen el gen SIRPg, y por lo tanto tales efectos secundarios

estaban ausentes.

Por lo tanto, sigue existiendo una necesidad significativa
en la técnica de agentes nuevos y mejorados, en particular
anticuerpos, para inmunoterapia segura, en particular contra

el cancer, que se dirija a células inmunes innatas sin impacto
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perjudicial sobre las respuestas inmunes de células T. En
particular, existe la necesidad de inhibir la interaccidn
SIRPa-CD47 sin afectar la interaccidén SIRPg-CD47. Los presentes
inventores han dado un paso significativo hacia adelante con

la invencidn descrita en la presente memoria.

El propdésito de la invencidn es satisfacer tal necesidad
al proporcionar nuevos agentes, en particular anticuerpos, que
permitan resolver total o0 parcialmente los problemas

mencionados anteriormente.

En la presente memoria, los inventores proporcionan nuevos
anticuerpos anti-SIRPa, en particular anticuerpos humanizados,
qgque antagonizan la interaccidén SIRPa-CD47 pero no se unen
especificamente a SIRPg vy, por 1lo tanto, no afectan la

interaccidén SIRPg-CD47.

Los anticuerpos de la invencién tienen en particular las

siguientes ventajas:

- Evitan la toxicidad hematoldégica debido a 1la
expresidén restringida de SIRPa (que no se une a gldébulos rojos
y plaquetas humanos) ;

- Reducen el crecimiento tumoral vy modifican el
microambiente tumoral en monoterapia;

- Presentan efecto sinérgico con inhibidores de punto
de control y agentes coestimuladores;

- Inducen respuestas antitumorales duraderas y
robustas de linfocitos T de memoria;

- Permiten respuestas inmunes de células T humanas,
siendo antagonistas selectivos de la interaccidédn SIRPa-CD47,

sin alterar la interaccién CD47/SIRPg. Inesperadamente, los
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inventores proporcionan dichos anticuerpos selectivos a pesar
de la alta identidad de secuencia entre las secuencias SIRPa y

SIRPg.

Estos nuevos anticuerpos seleccionados sobre la base de
estas caracteristicas son particularmente prometedores para
numerosas aplicaciones terapéuticas, en particular para el
tratamiento del céancer, incluidos los canceres inflamatorios y
los canceres con células mieloides infiltradas (en particular

con MDSCs infiltradas y/o células TAM).

ANTICUERPOS SIRPa (CON EPITOPES)

En un aspecto, la invencién se relaciona con un anticuerpo
anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del mismo o un
mimético de anticuerpo de unidén a antigeno gue se une
especificamente al menos a un péptido que comprende o consiste
en una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo gue
consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 2
(G/ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/[T]E), SEQ ID NO:
4 (QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWE), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ

ID NO: 6 (YPORLQLTWLE) dentro de SIRPa.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que el entendido comlnmente por un experto

en la técnica relevante.

Por conveniencia, se proporciona el significado de ciertos
términos y frases empleados en la especificacidn, ejemplos y

reivindicaciones.
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Como se usa en la presente memoria, el término
"anticuerpo" comprende anticuerpos policlonales, anticuerpos

monoclonales o anticuerpos recombinantes.

Como se usa en la presente memoria, un "anticuerpo
monoclonal" pretende referirse a una preparacidén de moléculas
de anticuerpo, anticuerpos que comparten una secuencia de
aminodcidos de cadena ligera comUn y cadena ligera comln, en
contraste con preparaciones de anticuerpos "policlonales" que
contienen una mezcla de anticuerpos de diferente secuencia de
aminodcidos. Los anticuerpos monoclonales pueden generarse
mediante varias tecnologias conocidas como fagos, bacterias,
levaduras o presentacidn ribosomal, asi como por procedimientos
clésicos ejemplificados por anticuerpos derivados de
hibridomas. Por lo tanto, el término "monoclonal" se usa para
referirse a todos los anticuerpos derivados de un clon de acido

nucleico.

Los anticuerpos de la presente invencidén incluyen
anticuerpos recombinantes. Como se usa en la presente memoria,
el término "anticuerpo recombinante" se refiere a anticuerpos
gque se producen, expresan, dJdeneran o aislan por medios
recombinantes, tales como anticuerpos que se expresan usando
un vector de expresidn recombinante transfectado en una célula
huésped; anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos
combinatorios recombinantes; anticuerpos aislados de un animal
(por ejemplo, un ratdn) que es transgénico debido a genes de
inmunoglobulina humana; o anticuerpos que se producen,
expresan, generan o aislan de cualquier otra manera en la que
se ensamblan secuencias de genes de inmunoglobulina
particulares (como las secuencias de genes de inmunoglobulina

humana) con otras secuencias de ADN. Los anticuerpos
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recombinantes incluyen, por ejemplo, anticuerpos quiméricos y

humanizados.

Como se usa en la presente memoria, un "anticuerpo
quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que la secuencia
del dominio wvariable derivado de la linea germinal de una
especie de mamifero, como un ratdédn, se ha injertado en la
secuencia del dominio constante derivado de la linea germinal

de otra especie de mamifero, como un humano.

Como se usa en la presente memoria, un "anticuerpo
humanizado" se refiere a un anticuerpo en el gque las secuencias
CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero,
como un ratdédn, se han injertado en secuencias estructurales

humanas.

Como se usa en la presente memoria, un "fragmento de unién
a antigeno de un anticuerpo" significa una parte de un
anticuerpo, es decir, una molécula gque corresponde a una parte
de la estructura del anticuerpo de la invencidn, que exhibe
capacidad de unidén a antigeno para SIRPa, posiblemente en su
forma nativa dicho fragmento exhibe especialmente la misma o
sustancialmente la misma especificidad de unidén a antigeno para
dicho antigeno en comparacidén con la especificidad de unidén a
antigeno del correspondiente anticuerpo de cuatro cadenas.
Ventajosamente, los fragmentos de unidén a antigeno tienen una
afinidad de unidén similar a la de los anticuerpos de cadena 4
correspondientes. Sin embargo, el fragmento de unidén a antigeno
que tiene wuna afinidad reducida de unién a antigeno con
respecto a los anticuerpos de cadena 4 correspondientes también
se incluye dentro de la invencidén. La capacidad de unidén al

antigeno se puede determinar midiendo la afinidad entre el
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anticuerpo y el fragmento objetivo. Estos fragmentos de unidn
a antigeno también pueden designarse como "fragmentos

funcionales" de anticuerpos.

Los fragmentos de anticuerpos de unidén a antigeno son
fragmentos que comprenden sus dominios hipervariables
designados CDR (regiones determinantes de la
complementariedad) o parte de los mismos que abarcan el sitio
de reconocimiento del antigeno, es decir, el dominio
extracelular de SIRPa, definiendo asi la especificidad de

reconocimiento del antigeno.

Cada dominio variable de la cadena 1ligera vy pesada
(respectivamente VL y VH) de una inmunoglobulina de cuatro
cadenas tiene tres CDR, designadas VL-CDR1 (o LCDR1), VL-CDR2
(o LCDR2), VL-CDR3 (o LCDR3) y VH CDR1 (o HCDR1l), VH-CDR2 (o

HCDR2), VH-CDR3 (o HCDR3), respectivamente.

El experto en la técnica puede determinar la ubicacidén de
las diversas regiones/dominios de anticuerpos por referencia a
las definiciones estédndar a este respecto establecidas,
incluido un sistema de numeracidén de referencia, una referencia
al sistema de numeracidén de KABAT o por aplicacidén del
algoritmo "collier de perles" de IMGT. A este respecto, para
la definicidén de las secuencias de la invencidn, se observa
que la delimitacidén de las regiones/dominios puede variar de
un sistema de referencia a otro. Por consiguiente, las
regiones/dominios como se definen en la presente invencidn
abarcan secuencias qgue muestran variaciones en la longitud o
localizacidén de las secuencias en cuestién dentro de la

secuencia de longitud completa de los dominios variables de

o°

los anticuerpos, de aproximadamente +/- 10
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De acuerdo con la estructura de las inmunoglobulinas de
cuatro cadenas, los fragmentos de unidén al antigeno se pueden
definir por comparacidén con las secuencias de anticuerpos en
las bases de datos disponibles y en la técnica anterior, vy
especialmente por la comparacién de la ubicacidén de 1los
dominios funcionales en estas secuencias, observando que las
posiciones de la estructura y los dominios constantes estéan
bien definidos para varias clases de anticuerpos, especialmente
para las IgG, en particular para las IgG de mamiferos. Dicha
comparaciédn también implica datos relacionados con estructuras

tridimensionales de anticuerpos.

Con fines ilustrativos de realizaciones especificas de la
invencién, los fragmentos de unidén a antigeno de un anticuerpo
que contienen los dominios variables que comprenden las CDR de
dicho anticuerpo abarcan Fv, dsFv, scFv, Fab, Fab', F(ab')Z2.
Los fragmentos Fv consisten en los dominios VL y VH de un
anticuerpo asociado entre si por interacciones hidréfobas; en
los fragmentos dsFv, el heterodimero VH:VL estd estabilizado
por un enlace disulfuro; en los fragmentos scFv, los dominios
VL y VH estadn conectados entre si a través de un enlazador
peptidico flexible, formando asi una proteina de cadena unica.
Los fragmentos Fab son fragmentos monoméricos gque pueden
obtenerse mediante la digestidén con papaina de un anticuerpo;
comprenden la cadena L completa y un fragmento VH-CH1 de 1la
cadena H, unidos por un enlace disulfuro. El fragmento F(ab')?2
puede producirse por digestidén con pepsina de un anticuerpo
por debajo del disulfuro de bisagra; comprende dos fragmentos
Fab y, ademas, una parte de la regidn bisagra de la molécula
de inmunoglobulina. Los fragmentos Fab' se pueden obtener a

partir de fragmentos F(ab')2 al cortar un enlace disulfuro en
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la regién bisagra. Los fragmentos F(ab')2 son divalentes, es
decir, comprenden dos sitios de unién a antigeno, como la
molécula de inmunoglobulina nativa; por otro lado, 1los
fragmentos Fv (un regulador de VHVL que constituye la parte
variable de Fab), dsFv, scFv, Fab y Fab'son monovalentes, es
decir, comprenden un Unico sitio de unidén a antigeno. Estos
fragmentos bédsicos de unidén a antigeno de la invencidén pueden
combinarse entre si para obtener fragmentos de unidén a antigeno
multivalentes, tales como diacuerpos, tricuerpos o
tetracuerpos. Estos fragmentos de unién a antigeno

multivalentes también son parte de la presente invencidn.

Como se usa en la ©presente memoria, el término
"anticuerpos biespecificos" se refiere a anticuerpos que
reconocen dos antigenos diferentes en virtud de poseer al menos
una regidén (por ejemplo, derivada de una regidn variable de un
primer anticuerpo) que es especifica para un primer antigeno,
y al menos una segunda regidén (por ejemplo, derivada de una
regién variable de un segundo anticuerpo) gque es especifica
para un segundo antigeno. Un anticuerpo biespecifico se une
especificamente a dos antigenos objetivo y, por lo tanto, es
un tipo de anticuerpo multiespecifico. Los anticuerpos
multiespecificos, que reconocen dos o mas antigenos diferentes,
pueden producirse mediante procedimientos de ADN recombinante
o incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos producidos
quimicamente por cualquier procedimiento conveniente. Los
anticuerpos biespecificos incluyen todos los anticuerpos o
conjugados de anticuerpos, o formas poliméricas de anticuerpos
gue son capaces de reconocer dos antigenos diferentes. Los
anticuerpos biespecificos incluyen los anticuerpos que se han
reducido vy reformado para conservar sus caracteristicas

bivalentes y los anticuerpos que se han acoplado guimicamente



10

15

20

25

30

12

para que puedan tener varios sitios de reconocimiento de
antigenos para cada antigeno, como  BiME (anticuerpos
potenciadores de macrdéfagos biespecificos), BiTE (acoplador
biespecifico de células T), DART (redireccionamiento de
afinidad dual) ; DNL (acoplar y bloqgquear), DVD-Ig
(inmunoglobulinas de dominio wvariable dual), HAS (albumina

sérica humana), kih (modificacidén en orificios).

Por consiguiente, los anticuerpos biespecificos de 1la

invencidén se dirigen contra SIRPa y un segundo antigeno.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se

definié anteriormente, que es biespecifico.

Varias 1investigaciones para desarrollar anticuerpos
terapéuticos llevaron a disefiar las regiones Fc para optimizar
las propiedades de los anticuerpos, permitiendo la generacidn
de moléculas que se adaptan mejor a la actividad farmacoldgica
requerida de los mismos. La regidén Fc de un anticuerpo modula
su vida media en suero y sus funciones efectoras, como la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) vy la
fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP). Se ha
demostrado gque varias mutaciones ubicadas en la interfaz entre
los dominios CH2 y CH3, como T250Q/M428L y M252Y/S254T/T256E +
H433K/N434F, aumentan la afinidad de unién a FcRn y la vida
media de IgGl in vivo. Sin embargo, no siempre existe una
relacidén directa entre el aumento de la unidédn de FcRn y la vida
media mejorada. Un enfoque para mejorar la eficacia de un

anticuerpo terapéutico es aumentar su persistencia en el suero,
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permitiendo asi mayores niveles de circulacién, una
administracidédn menos frecuente y dosis reducidas. El disefio de
regiones Fc puede desearse para reducir o aumentar la funcidn
efectora del anticuerpo. Para los anticuerpos gque atacan a las
moléculas de la superficie celular, especialmente las de las
células inmunes, se requieren las funciones efectoras de
anulacién. A la inversa, para los anticuerpos destinados al
uso oncoldégico, el aumento de las funciones efectoras puede
mejorar la actividad terapéutica. Los cuatro isotipos de IgG
humana se unen a 1los receptores Fcy activadores (FcvyRI,
FcyRIIa, FcyRIIIa), el receptor inhibitorio FcyRIIb y el primer
componente del complemento (Clg) con afinidades diferentes,
que producen funciones efectoras muy diferentes. La unidén de
IgG a los FcyRs o Clg depende de los residuos ubicados en 1la
regién bisagra y el dominio CH2. Dos regiones del dominio CH2
son criticas para FcyRs y la unidén a Clg, y tienen secuencias

Ginicas en IgG2 e IgG4.

Como se usa en la presente memoria, un "anticuerpo
modificado" corresponde a una molécula gque comprende un
anticuerpo o un fragmento de unidén a antigeno del mismo, en el
que dicho anticuerpo monoclonal o fragmento funcional del mismo
estd asociado con una molécula funcionalmente diferente. Un
anticuerpo modificado de la invencidén puede ser una proteina
gquimérica de fusién o un conjugado que resulte de cualquier
forma adecuada de unidén, incluyendo la unidén covalente, el
injerto, la unidén gquimica con un grupo quimico o bioldgico o
con una molécula, como un polimero de PEG u otro grupo protector
o molécula adecuada para la proteccidén contra la escisidn de
proteasas in vivo, para mejorar la estabilidad y/o la vida
media del anticuerpo o fragmento funcional. Con técnicas

similares, especialmente mediante acoplamiento quimico o
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injerto, se puede preparar un anticuerpo modificado con una
molécula bioldgicamente activa, siendo dicha molécula activa,
por ejemplo, elegida entre toxinas, en particular la exotoxina
A de Pseudomonas, la cadena A de la toxina ricina de la planta
o la toxina saporina, especialmente un ingrediente terapéutico
activo, un vector (que 1incluye especialmente un vector de
proteina) adecuado para dirigir el anticuerpo o fragmento
funcional a células o tejidos especificos del cuerpo humano, o
puede estar asociado con una etiqueta o con un enlazador,
especialmente cuando los fragmentos del anticuerpo se usan. La
PEGilacién del anticuerpo o fragmentos funcionales del mismo
es una realizacidén interesante particular ya que mejora las
condiciones de administracidén de la sustancia activa al
huésped, especialmente para una aplicacidén terapéutica. La
PEGilacién puede ser de sitio especifico para evitar la
interferencia con los sitios de reconocimiento de 1los
anticuerpos o fragmentos funcionales, y puede realizarse con
PEG de alto peso molecular. La PEGilacién se puede lograr a
través de residuos de cisteina libres presentes en la secuencia
del anticuerpo o fragmento funcional o mediante la adicidén de
residuos de <cisteina 1libres en la secuencia amino del
anticuerpo o fragmento funcional.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se

definidé anteriormente, que se modifica.

Las macromoléculas de la invencidédn comprenden anticuerpos
y fragmentos de los mismos, pero también comprenden proteinas
artificiales, péptidos y cualquier compuesto qgquimico con la
capacidad de unirse a antigenos que imitan a los anticuerpos,

también denominados en la presente memoria mimético de
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anticuerpo de unidén a antigeno. Tales proteinas comprenden
afitinas y anticalinas. Las afitinas son proteinas artificiales
con la capacidad de unirse selectivamente a los antigenos. Se
derivan estructuralmente de la proteina de unidén al ADN Sac7d,
que se encuentra en Sulfolobus acidocaldarius, un
microorganismo que pertenece al dominio arqueal. Al aleatorizar
los aminoacidos en la superficie de unidén de Sac7d, por
ejemplo, al generar variantes correspondientes a sustituciones
aleatorias de 11 residuos de la interfaz de unidén de Sac7d, se
puede generar una biblioteca de afitinas y al someter la
biblioteca de proteinas resultante a rondas de presentacidn de
ribosomas, la afinidad puede dirigirse hacia diversos
objetivos, como péptidos, proteinas, virus y bacterias. Las
afitinas son anticuerpos miméticos y se estdn desarrollando
como herramientas en biotecnologia. También se han usado como
inhibidores especificos para varias enzimas (Krehenbrink et
al., J. mol. Biol., 383:5, 2008). El experto en la técnica
puede desarrollar facilmente anticalinas con las propiedades
de unidén requeridas usando procedimientos conocidos en la
técnica, en particular como se describe en la solicitud de
patente WO2008068637 y en la publicacidén citada anteriormente,
en particular la generacidén de bibliotecas de presentacidn de
fagos y/o ribosomas y su seleccidn usando un antigeno como se
describe en la presente memoria. Las anticalinas son proteinas
artificiales que pueden unirse a antigenos, ya sea a proteinas
0 a moléculas pequefias. Son anticuerpos miméticos derivados de
lipocalinas humanas que son una familia de proteinas de unidn
natural. Las anticalinas son aproximadamente ocho wveces mas
pequefias con un tamafio de aproximadamente 180 aminodcidos vy
una masa de aproximadamente 20 kDa (Skerra, Febs J., 275:11,
2008) . Se han generado bibliotecas de presentacidén de fagos de

anticalina que permiten la deteccidén y seleccidn, en particular
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de anticalinas con propiedades de unién especificas. El experto
en la técnica puede desarrollar facilmente afitinas con las
propiedades de unién requeridas usando procedimientos
conocidos en la técnica, en particular como se describe en la
patente EP 1270725 Bl, patente US 8536307 B2, (Schlehuber vy
Skerra, Biophys. Chem., 96: 2-3, 2002) y la publicacidén citada
anteriormente, en particular la generacidén de bibliotecas de
presentacidédn de fagos y/o visualizacidédn de ribosomas y su
seleccidén usando un antigeno como se describe en la presente
memoria. Las anticalinas y las afitinas pueden producirse en
varios sistemas de expresién que comprenden sistemas de
expresina bacteriana. Por lo tanto, la invencidén proporciona
afitinas, anticalinas vy otros miméticos de anticuerpos
similares con las caracteristicas de los anticuerpos descritos
en la presente memoria, en particular con respecto a la unidn
a SIRPa, la inhibicidén de la interaccidén entre SIRPa y CD47,
la no unién a SIRPg, la no unidén a las células T, la no
inhibicién de 1la proliferacién de las células T, 1la no
inhibicién de la interaccidén entre SIRPg y CD47, todas ellas

contempladas como macromoléculas de la invenciédn.

Todas las realizaciones descritas en la presente memoria
para anticuerpos o fragmentos de los mismos se transponen
mutatis mutandis a las macromoléculas de la invencidén, en

particular a miméticos de anticuerpos de unidén a antigeno.

Como se usa en la presente memoria, el término "epitopo"
significa la parte de un antigeno al gque se une el anticuerpo.
Los epitopos de los antigenos proteicos se pueden dividir en
dos categorias, epitopo conformacional y epitope lineal. Un
epitopo conformacional corresponde a secciones discontinuas de

la secuencia de aminodcidos del antigeno. Un epitopo lineal



10

15

20

25

30

17

corresponde a una secuencia continua de aminoadcidos del

antigeno.

En la invencidén, los péptidos que estédn presentes dentro
de SIRPa y que estan unidos por los anticuerpos anti-SIRPa son
constitutivos del epitope especificamente reconocido por estos

anticuerpos.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente a al menos dos, tres, cuatro o cinco
péptidos que comprenden o consisten en una secuencia de
aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 2 (G/ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 3
(KFRKGSPD[DV]/[T]E), SEQ ID NO: 4 (QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWEF),
SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) dentro

de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente al péptido comprende o consiste en la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/I[TIE)
dentro de SIRPa y al menos a un péptido que comprende o consiste
en una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo gue
consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 2
(G/ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 4 (QHTVSFTCESHGEFSPRDITLKWF), SEQ
ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) dentro de

SIRPa.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
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anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente a los péptidos que comprenden o que
consisten en la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 1
(SLIPVGP), SEQ ID NO: 2 (G/ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 3
(KFRKGSPD[DV]/[T]E), SEQ ID NO: 4 (QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWF),
SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) dentro

de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno que se
une especificamente al menos a un péptido que comprende o que
consiste en una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 7
(GRELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 8 (KFRKGSPDDVE), SEQ ID NO: 4
(QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWEFE), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ ID

NO: 6 (YPORLQLTWLE) dentro de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definid anteriormente que se une especificamente a los péptidos
de SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 7 (GRELIYNQKEGH), SEQ ID
NO: 8 (KFRKGSPDDVE), SEQ ID NO: 4 (QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWE),
SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) dentro

de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se

une especificamente al menos a un péptido gque comprende o que
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consiste en una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 9
(ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 10 (KFRKGSPDTE), SEQ ID NO: 4
(QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWE), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ ID

NO: 6 (YPOQRLOLTWLE) .

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
definidé anteriormente que se une especificamente a los péptidos
de SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 9 (ARELIYNQKEGH), SEQ ID
NO: 10 (KFRKGSPDTE), SEQ ID NO: 4 (QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWF),
SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) dentro

de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente al menos a un péptido que comprende o que
consiste en una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 11 (GRELIYN),
DVE, SEQ ID NO: 12 (HTVSFTCESHGFSPRDITLKWF), SEQ ID NO: 5

(ICEVAHVTLQG) y SEQ ID NO: 6 (YPQRLQOLTWLE) dentro de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
definidé anteriormente que se une especificamente a los péptidos
de SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 11 (GRELIYN), DVE, SEQ
ID NO: 12 (HTVSFTCESHGFSPRDITLKWEF), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG)

y SEQ ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) dentro de SIRPa.
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En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidn a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente al menos a un péptido que comprende o que
consiste en una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 13 (ARELIYN),
SEQ ID NO: 12 (HTVSFTCESHGFSPRDITLKWE) , SEQ ID NO: 5

(ICEVAHVTLQG) y SEQ ID NO: 6 (YPOQRLQLTWLE) dentro de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definid anteriormente que se une especificamente a los péptidos
de SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 13 (ARELIYN), SEQ ID NO:
12 (HTVSFTCESHGEFSPRDITLKWF), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ

ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) dentro de SIRPa.

Los péptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:

12 y SEQ ID NO: 13 corresponden a epitopos lineales.

Estos epitopos lineales han sido identificados por 1los
inventores mediante el escaneo de oligopéptidos basados en
matriz (a veces llamado escaneo de péptidos superpuestos o
anadlisis ©pepscan). Esta técnica wusa una Dbiblioteca de
secuencias oligo-peptidicas de segmentos superpuestos y no
superpuestos de una proteina objetivo y prueba su capacidad
para unirse al anticuerpo de interés. Combinando secuencias
peptidicas no adyacentes de diferentes partes de la proteina
objetivo y aplicando rigidez conformacional en este péptido

combinado (como por ejemplo usando andamiajes CLIPS) (Timmerman



10

15

20

25

30

21
et al., 2007, J Mol Recognit., Sep-0ct;20(5):283-99), 1los

epitopos discontinuos se pueden mapear con una confiabilidad y
precisidén muy altas (Gaseitsiwe et al., 2010 - Clin Vaccine
Immunol. Ene; 17(1): 168-175). Todos los anticuerpos ensayados
de la invencidn, incluyendo HEFLB, se unen especificamente a

dichos epitopos.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidédn a antigeno como se
definié anteriormente gque se une especificamente a un epitope
conformacional que comprende al menos un péptido seleccionado
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR), SEQ
ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN) y SEQ ID NO: 72 (SPRDITLKW) dentro de

SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definid® anteriormente que se une especificamente a un epitope
conformacional que comprende o consiste en los péptidos de SEQ
ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR), SEQ ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN) vy SEQ

ID NO: 72 (SPRDITLKW) dentro de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
definié anteriormente que se une especificamente a un epitope
conformacional gque comprende al menos un péptido seleccionado
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR) y SEQ

ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN).
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En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidn a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidédn a antigeno como se
definié anteriormente gque se une especificamente a un epitope
conformacional que comprende o consiste en los péptidos de SEQ
ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR) y SEQ ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN) dentro

de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definidé anteriormente gque se une especificamente a un epitope
conformacional que comprende al menos un péptido seleccionado
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 73 (YNQK) y "SIR" dentro

de SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definid® anteriormente que se une especificamente a un epitope
conformacional que comprende o consiste en el péptido de la
secuencia de aminoadcidos expuesta en la SEQ ID NO: 73 (YNQK) vy

el péptido de la secuencia de aminodcidos SIR dentro de SIRPa.

Los péptidos de SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO:
72, SEQ ID NO: 73 y  SIRP corresponden a epitopos
conformacionales. Estos epitopos conformacionales han sido
determinados por los inventores usando procedimientos de
protecciodén de protedlisis (digestidn enzimatica:
quimotripsina, tripsina del complejo antigeno-anticuerpo
inmovilizado en cromatografia de afinidad) seguidos por

andlisis de espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF) para
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detectar y secuenciar tales péptidos de interés, bien conocido
por un experto en la técnica (Van de Water et al., Inmunologia
Clinica e Inmunopatologia, 1997, wvol. 85). El1l antigeno usado
fue el SIRPa humana (numeros de acceso NP 542970) y uno de los

anticuerpos de la invencidén usado fue la variante HEFLB.

El anticuerpo anti-SIRPa o el fragmento de unidén a
antigeno del mismo o el mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno de acuerdo con la invencidén se unen especificamente a
dichos epitopos conformacionales que comprenden o consisten en
dichos péptidos en su disposicidén conformacional dentro de 1la

SIRPa nativa.

El péptido de la secuencia de aminocacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 73 (YNQK) corresponde al péptido que consiste en
aminoacidos en la posicién 80 a 83 en la secuencia de
aminoadcidos SIRPa humana referenciada por el numero de acceso

NP 542970.

El péptido de la secuencia de aminodcidos SIR, el péptido
SIR, corresponde al péptido que consiste en aminocacidos en la
posicidén 105 a 107 en la secuencia de aminocdcidos SIRPa humana

referenciada por el numero de acceso NP 542970.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "SIRPa"
se refiere a una proteina SIRPa de una especie de mamifero,
preferentemente una SIRPa humana (por ejemplo, numeros de

acceso NP 542970 (P78324) y CAAT1403).

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo
anti-SIRPa" se refiere a un anticuerpo que se une

especificamente a SIRPa, en particular a una SIRPa humana.
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La unidén especifica entre el anticuerpo o el fragmento de
unidén a antigeno del mismo de la invencidén y el epitopo (o la
regién que comprende el epitopo) implica que el anticuerpo
muestra una afinidad apreciable por el epitope (la regidn que
comprende el epitope) en una proteina o antigeno particular
(en este caso SIRPa). La "afinidad apreciable" incluye la unidn
con una afinidad de aproximadamente 102 M (KD) o mas fuerte.
Preferentemente, la unidén se considera especifica cuando la
afinidad de unidén estd entre 1072 M y 107!'? M, opcionalmente
entre 107 M y 107! M, en particular 107! M. Si un dominio de
unién reacciona especificamente con un objetivo o se une a un
objetivo puede probarse facilmente comparando, entre otras
cosas, la reaccidén de dicho dominio de enlace con una proteina
o antigeno objetivo con la reaccidén de dicho dominio de enlace

con proteinas o antigenos distintos de la proteina objetivo.

La afinidad se puede determinar por varios procedimientos
bien conocidos por los expertos en la técnica. Estos
procedimientos incluyen, pero no se limitan a, andlisis de

Biacore, analisis de Blitz y grafico de Scatchard.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definidé anteriormente que tiene un valor KD menor que 107° M,
preferentemente  menor que 1071 M  para SIRPa, mas
preferentemente menor que 1,107'' M, particularmente por

andlisis de Biacore.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un

anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
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mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que disminuye la interaccidén entre SIRPa

y CD47.

En una realizacidédn, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definié anteriormente que parcial o completamente, en
particular, inhibe la unidén de CD47 a SIRPa, en particular de

CD47 humana a la SIRPa humana.

Dicho anticuerpo de la invencidn se une especificamente a

SIRPa y antagoniza la interaccidén entre SIRPa y CD47.

En particular, el anticuerpo antagonista anti-SIRPa de la
invencidén es capaz de reducir o inhibir la unidén de CD47 a
SIRPa en al menos 50 %, 60 %, 70 %, preferentemente 80 %, més
preferentemente 90 % o lo més preferentemente 100 %, en
comparacidén con una molécula de control negativo, en un ensayo

de unidn.

En particular, el anticuerpo antagonista anti-SIRPa de la

invencidén es capaz de reducir o inhibir la unidén de CD47 a

o°

SIRPa de 50 % a 100 %, preferentemente de 60 % a 90 , mas
preferentemente de 70 % a 80 %, en comparacidén con una molécula

de control negativo, en un ensayo de unidn.

Los procedimientos para determinar la especificidad de
los anticuerpos y la afinidad por inhibicién competitiva son
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Harlow et al.,
Anticuerpos: un manual de laboratorio, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1998); Colligan et
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al., Protocolos actuales de inmunologia, Green Publishing
Assoc., NY (1992; 1993); Muller, Meth. Enzym., 92: 589-601

(1983)) y se describen en los ejemplos a continuacién.

Estos procedimientos incluyen, pero no se limitan a,
andlisis de Biacore, anadlisis de Blitz, citometria de flujo y

ensayo ELISA.

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa, como se define anteriormente, que tiene
una IC50 menor que 500 ng/ml, en particular menor gque 400
ng/ml, 300 ng/ml, méds particularmente menor que 200 ng/ml segun
lo determinado en un ensayo competitivo de unidén de SIRPa entre
CD47 y el anticuerpo anti-SIRPa por ELISA.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa, como se define anteriormente, que tiene
una IC50 menor que 500 ng/ml, en particular menor que 400
ng/ml, 300 ng/ml, mads particularmente menor que 200 ng/ml menor
que 150 ng/ml e incluso més particularmente menor que 100 ng/ml
segun lo determinado por el ensayo competitivo de citometria

en monocitos humanos entre CD47 y el anticuerpo anti-SIRPa.

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, gque no se une especificamente a SIRPg,

preferentemente a SIRPg humana.

Dicho anticuerpo de la invencidén no afecta o no impide la

interaccidén entre SIRPg y CD47.

Como se usa en la presente memoria, el término "SIRPg" se
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refiere a una proteina gamma reguladora de sefial (también
denominada SIRP gamma, CD172g o SIRP beta 2), de una especie

de mamifero, preferentemente una SIRPg humana.

Una secuencia de referencia de la proteina SIRPg humana,
usada en los ejemplos de la presente solicitud, corresponde a

la secuencia asociada al numero de acceso Q9P1WS8.

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que tiene un valor KD superior a 107° M,
preferentemente superior a 108 M, més preferentemente superior

a 1077 M para SIRPg, en particular por andlisis de Blitz.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que no inhibe, antagoniza
significativamente, la unidén de CD47 a SIRP-g, gque no compite

significativamente con la unidén de CD47 a SIRPg.

Este efecto antagonista se puede determinar usando 1los
procedimientos tal como se definen en los ejemplos de 1la

presente solicitud.

En la invencidn, se puede considerar que un anticuerpo (o
un fragmento de unidén a antigeno o un mimético de anticuerpo
de unidén a antigeno) no antagoniza la unidén de CD47 a SIRPg si
dicho anticuerpo (o el fragmento de unidén a antigeno del mismo)
o el mimético de anticuerpo de unidédn a antigeno) no induce

aumento, o induce un aumento menor que 1 log, del valor KD de
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CD47 en un ensayo competitivo de unibén SIRPg por Blitz.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, gque no se une especificamente a células

T, en particular a células T CD3+.

En particular, el anticuerpo anti-SIRPa o el fragmento de
unién a antigeno del mismo o el mimético de anticuerpo de unién
a antigeno de la invencidén no se unen a células T de especies

de mamiferos, en particular a células T humanas.

En particular, se considera gque un anticuerpo anti-SIRPa
(o0 el fragmento de unidén a antigeno del mismo o un mimético de
anticuerpo de unidén a antigeno) no se une especificamente a
las células T humanas si, en una poblacidén de células T humanas
aisladas de PBMC de un donante sano, menos del 10 %,
preferentemente menos del 5 %, méds preferentemente menos del 2
%, mas preferentemente menos del 1 % de la poblacidn de células
T humanas son reconocidas por dicho anticuerpo anti-SIRPa (o
fragmento de wunién a antigeno del mismo o mimético de

anticuerpo de unidén a antigeno).

Este efecto puede medirse por los procedimientos descritos

en los ejemplos de la presente solicitud.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, gue no 1inhibe significativamente la

proliferacién de células T, en particular células T CD3+,
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preferentemente de especies de mamiferos y mas preferentemente

de células T humanas.

En particular, se considera gque un anticuerpo anti-SIRPa
no inhibe significativamente la proliferacidén de células T si
la proliferacidén de células T se reduce en menos del 30 %,
preferentemente menos del 20 %, més preferentemente menos del

10 %, lo mas preferentemente menos del 5 % en comparacibédn con

un control negativo.

La proliferacidén de células T se puede determinar por
varios procedimientos. Por ejemplo, la proliferacidn de células
T puede medirse por incorporacién de timidina H?® como se

describe en los ejemplos de la presente solicitud.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que no inhibe, antagoniza
significativamente, la unidén de las proteinas tensioactivas a
SIRP-a, que no compite significativamente con la unidén de las

proteinas tensiocactivas a SIRPa.

Como se wusa en la presente memoria, las "proteinas
tensioactivas" son lectinas de tipo C (dependientes de calcio)
que contienen colageno, que contribuyen significativamente a
la homeostasis del tensioactivo y la inmunidad pulmonar (para
una revisién, ver Kishore et al., Proteilnas tensioactivas SP-
A y SP-D): estructura, funcidén y receptores, Mol Immunol,

43(9), 1293-315, 2006).

Como se usa en la presente memoria, el término "proteina
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tensioactiva" se refiere a una proteina tensiocactiva de una
especie de mamifero, preferentemente una proteina tensioactiva

humana.

En una realizacidédn, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definié anteriormente que no inhibe la unidén de la proteina D

tensiocactiva humana (SP-D) a SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, gque no inhibe la unidén de la proteina A

tensioactiva humana (SP-A) a SIRPa.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definid anteriormente gque no antagoniza la interaccidn entre

las proteinas tensiocactivas y SIRPa.

La competencia entre SIRPa y proteinas tensiocactivas se
puede determinar mediante un ensayo competitivo usando
procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica.
Estos procedimientos incluyen, entre otros, anédlisis de

Biacore, analisis de Blitz y ensayo ELISA.

En la invencidén, se puede considerar que un anticuerpo (o
el fragmento de unidén a antigeno del mismo o un mimético de
anticuerpo de unidén a antigeno) no antagoniza la unidédn de una

proteina tensioactivo a SIRPa si dicho anticuerpo (o fragmento
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de unién a antigeno del mismo o mimético de anticuerpo de unién
a antigeno) no induce aumento, o induce un aumento menor que 1
log, del valor KD de la proteina tensiocactivo en un ensayo

competitivo de unién de SIRPa por Blitz.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que se une débilmente, o0 no se une
especificamente a SIRPDb.

Como se usa en la presente memoria, el término "SIRPb" se
refiere a wuna proteina SIRPb (también denominada SIRPS,
proteina reguladora de la sefial beta-1, SIRP-beta-1, miembro
de la familia de tipo antigeno CD172 B o CD172b) de una especie

de mamifero, preferentemente un SIRPb humano.

Una secuencia de referencia de la proteina SIRPb humana,
usada en los ejemplos de la presente solicitud, corresponde a

la secuencia asociada al numero de acceso Q5TFQ8-1.

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
definié anteriormente que tiene un valor KD superior a 107° M,
preferentemente superior a 10°® M para SIRPb, en Particularmente

por el andlisis de Blitz.

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se

define anteriormente, que comprende:
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a) una cadena pesada gque comprende HCDR1, HCDR2 y HCDR3,

y/o

b) una cadena ligera gque comprende LCDR1, LCDRZ2 y LCDR3,

en el que dichas CDR se definen como sigue:

- HCDR1 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 14 (SYWVH),

- HCDR2 comprende o consiste en la secuencia de
aminodcidos expuesta en SEQ ID NO: 15 (NIDPSDSDTHYNQKFKD) o
SEQ ID NO: 16 (NIDPSDSDTHYSPSFQG),

- HCDR3 comprende o consiste en la secuencia de
aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 17 (GGTGTMAWFAY) SEQ ID NO:
18 (GGTGTLAWFAY), SEQ ID NO: 19 (GGTGTMAYFAY) o SEQ ID NO: 20
(GGTGTLAYFAY),

- LCDR1 comprende o consiste en la secuencia de
aminodcidos expuesta en SEQ ID NO: 21 (RSSQSLVHSYGNTYLY),

- LCDR2 comprende o consiste en la secuencia de
aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 22 (RVSNRFS), vy

- LCDR3 comprende o consiste en la secuencia de
aminodcidos expuesta en SEQ ID NO: 23 (FQGTHVPYT) .

18D5 / Variante A / Variante B

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se

definié anteriormente que comprende:

a) una cadena pesada que comprende HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3,
y/o

b) una cadena ligera gque comprende LCDR1, LCDRZ2 y LCDR3,

en el que dichas CDR se definen como sigue:

- HCDR1 comprende o consiste en la secuencia de

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 14 (SYWVH),
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- HCDR2 comprende

aminoacidos expuesta en SEQ ID

- HCDR3 comprende

aminodcidos expuesta en SEQ ID

- LCDR1 comprende

aminoacidos expuesta en SEQ ID

- LCDR2 comprende

aminodcidos expuesta en SEQ ID

- LCDR3 comprende

aminoadcidos expuesta en SEQ ID

Variante C

En una realizacidn,

33

consiste en la secuencia

NO: 15 (NIDPSDSDTHYNQKFKD),

consiste en la secuencia

NO: 17 (GGTGTMAWFAY),

consiste en la secuencia
NO: 21 (RSSQSLVHSYGNTYLY),

consiste en la secuencia

de

de

de

de

de

NO: 22 (RVSNRFS), vy

consiste en la secuencia

NO: 23 (FQGTHVPYT) .

invencidén se relaciona con un

anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del

mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se

definid® anteriormente que comprende:

a) una cadena pesada que comprende HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3,

y/o

b) una cadena ligera que comprende LCDR1, LCDRZ2 y LCDR3,

en el que dichas CDR se definen como sigue:

- HCDR1 comprende

aminoacidos expuesta en SEQ ID

- HCDR2 comprende

aminodcidos expuesta en SEQ ID

- HCDR3 comprende

aminoadcidos expuesta en SEQ ID

- LCDR1 comprende

aminoacidos expuesta en SEQ ID

- LCDRZ comprende

aminodcidos expuesta en SEQ ID

consiste en la secuencia
NO: 14 (SYWVH),
consiste en la secuencia

NO: 16 (NIDPSDSDTHYSPSFQG),

consiste en la secuencia

NO: 17 (GGTGTMAWFAY),

consiste en la secuencia

NO: 21 (RSSQSLVHSYGNTYLY),

consiste en la secuencia

NO: 22 (RVSNRFS), vy

de

de

de

de

de
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- LCDR3

aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 23

Variante E

En una realizaciédn,

comprende

la invencidén se

34

consiste en la secuencia

(FQGTHVPYT) .

refiere a

de

un

anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del

mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que comprende:
a) una cadena pesada gque comprende HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3,

y/o

b) una cadena ligera que comprende LCDR1, LCDR2 y LCDR3,

en el que dichas CDR se definen como sigue:

- HCDR1 comprende

aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 14

- HCDR2 comprende

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 16

- HCDR3 comprende

aminoacidos expuesta en SEQ ID

- LCDR1 comprende

aminodcidos expuesta en SEQ ID

- LCDR2 comprende

aminoacidos expuesta en SEQ ID

- LCDR3 comprende

aminodcidos expuesta en SEQ ID

Variante F

En una realizacidn,

la

consiste en la secuencia
(SYWVH) ,
consiste en la secuencia

(NIDPSDSDTHYSPSFQG) ,
consiste en la secuencia

NO: 18 (GGTGTLAWFAY),

consiste en la secuencia
NO: 21 (RSSQSLVHSYGNTYLY),
consiste en la secuencia

NO: 22 (RVSNRFS), vy

consiste en la secuencia

NO: 23 (FQGTHVPYT) .

invencién se refiere a

de

de

de

de

de

de

un

anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del

mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno,

como se
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define anteriormente, que comprende:

a) una cadena pesada gque comprende HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3,

y/o

b) una cadena ligera gque comprende LCDR1, LCDRZ2 y LCDR3,

en el que dichas CDR se definen como sigue:

- HCDR1 comprende o consiste en 1la

aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

14

(SYWVH) ,

- HCDR2 comprende o consiste en la

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

16

(NIDPSDSDTHYSPSFQG) ,

- HCDR3 comprende o consiste en la

aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:

19

secuencia

secuencia

secuencia

(GGTGTMAYFAY) ,

- LCDR1 comprende o consiste en la

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

21

secuencia

(RSSQSLVHSYGNTYLY) ,

- LCDR2 comprende o consiste en la

aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:

22

(RVSNRFS)

- LCDR3 comprende o consiste en la

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

Variante EF

23

secuencia

r Y

secuencia

(FOQGTHVPYT) .

En una realizacidén, la invencidn se

refiere a

de

de

de

de

de

de

un

anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del

mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que comprende:

a) una cadena pesada que comprende HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3,
y/0

b) una cadena ligera gque comprende LCDR1, LCDRZ2 y LCDR3,

en el que dichas CDR se definen como sigue:

- HCDR1 comprende o consiste en la secuencia de

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

14

(SYWVH) ,
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- HCDR2 comprende o consiste en 1la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 16 (NIDPSDSDTHYSPSFQG),

- HCDR3 comprende o consiste en la secuencia de
aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 20 (GGTGTLAYFAY),

- LCDR1 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 21 (RSSQSLVHSYGNTYLY),

- LCDR2 comprende o consiste en la secuencia de
aminodcidos expuesta en SEQ ID NO: 22 (RVSNRFS), vy

- LCDR3 comprende o consiste en la secuencia de

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 23 (FQGTHVPYT) .

Los anticuerpos anti-SIRPa de la invencidédn pueden tener
una regidén variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoadcidos de HCDR1 y/o HCDR2 y/o HCDR3 de los anticuerpos
humanos tal como se proporciona en la presente memoria; y/o
una regidén variable de cadena ligera que comprende la secuencia
de aminodcidos de LCDR1 y/o LCDR2 y/o LCDR3 de los anticuerpos

humanos tal como se proporciona en la presente memoria.

En una realizacidn, el anticuerpo comprende una variante
de secuencia de aminocdcidos de una o més de las CDR de los
anticuerpos humanos proporcionados, cuya variante comprende
una o mas inserciones de aminocacidos dentro o adyacentes a un
residuo de CDR y/o delecidn(es) dentro o adyacentes a un
residuo de CDR y/o sustitucidén(es) de (el/los) residuo(s) de
CDR (siendo 1la(s) sustitucidén(es) del tipo de aminoacido

preferente para generar tales variantes).

En una realizacidén, la invencidn se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se

define anteriormente, que comprende:
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- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminocadcidos seleccionada de SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30, y/o

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33.

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que comprende:

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26,
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30, y

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33.

Las secuencias de los dominios variables especificos se

proporcionan en la Tabla 1 a continuacién.

Tabla 1. Ejemplos de dominios variables de cadena pesada y
dominios variables de cadena ligera de anticuerpos de acuerdo

con la invencidn.

de cadena pesada | PIQGLEWIGNIDPSDSDTHYNQKFKDKASLTVDKSSSTAY 24
del anticuerpo de | MOLSSLTFEDSAVYYCVRGGTGTMAWFAYWGQGTLVTVSA
tipo salvaje
(quimérico y ratédn

18D5)

Dominio variable | QVQLOQPGAELVRPGSSVKLSCKASGYTFTSYWVHWVKQR SEQ ID NO:
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Dominio variable | EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKASGYTFTSYWVHWVRQOM SEQ ID NO:
de cadena pesada de | PGKGLEWIGNIDPSDSDTHYNQKFKDHVTLSVDKSISTAY 25
variante LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAWFAYWGQGTLVTVSS
humanizada (HA)
Dominio variable | EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKASGYSFTSYWVHWVRQOM SEQ ID NO:
de cadena pesada de | PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYNQKEFKDHVTLSVDKSISTAY 26
variante LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAWFAYWGQGTLVTVSS
humanizada (HB)
Dominio variable | EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKASGYSFEFTSYWVHWVRQM SEQ ID NO:
de cadena pesada de | PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY 27
variante LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAWFAYWGQGTLVTVSS
humanizada (HC)
Dominio variable | EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKASGYSFTSYWVHWVRQOM SEQ ID NO:
de cadena pesada de | PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY 28
variante LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTLAWFAYWGQGTLVTVSS
humanizada (HE)
Dominio variable | EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKASGYSFTSYWVHWVRQOM SEQ ID NO:
de cadena pesada de | PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY 29
variante LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAYFAYWGQGTLVTVSS
humanizada (HF)
Dominio variable | EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKASGYSFTSYWVHWVRQM SEQ ID NO:
de cadena pesada de | PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY 30
variante LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTLAYFAYWGQGTLVTVSS
humanizada (HEF)
Cadena 1ligera del | DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSYGNTYLYW SEQ ID NO:
anticuerpo de tipo | YLOKPGQSPKLLIYRVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI 31
salvaje (quimérico | SRVEAEDLGVYFCFQGTHVPYTFGSGTKLEIK
y ratén 18D5)
Dominio variable | DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSYGNTYLYW SEQ ID NO:
de cadena ligera de | YOORPGQSPRLLIYRVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI 32
variante SRVEAEDVGVYFCFQGTHVPYTFGGGTKVEIK
humanizada A (LA)
Dominio variable | DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSYGNTYLYW SEQ ID NO:
de cadena ligera de | FOORPGQSPRLLIYRVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI 33
variante SRVEAEDVGVYYCFQGTHVPYTFGGGTKVEIK
humanizada (LB)
Las secuencias de los dominios wvariables de 1los
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anticuerpos ejemplificados en la presente invencidn pueden
deducirse de las combinaciones de las secuencias mostradas en

la Tabla 2.

Tabla 2. Dominio variable de cadena pesada y dominio variable

de cadena ligera de anticuerpos especificos de acuerdo con la

invencién.

Dominio variable de | Dominio variable de
Anticuerpo

cadena pesada cadena ligera
18D5
(quimérico y SEQ ID NO: 24 SEQ ID NO: 31
ratén)
HALA SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 32
HALB SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 33
HBLA SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO: 32
HBLB SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO: 33
HCLA SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 32
HCLB SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 33
HELA SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 32
HELB SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 33
HFLA SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 32
HFLB SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 33
HEFLA SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 32
HEFLB SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 33

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, gque comprende un dominio variable de
cadena ligera comprende o consiste en la secuencia de

aminodcidos SEQ ID NO: 33.

En una realizacidén, la invencidén se refiere a un

anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
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mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se

define anteriormente, que comprende:

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 33, vy

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26,
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30,

preferentemente

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30,

mas preferentemente

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 30,

En una realizacidén, la invencidén se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que comprende:

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:
24, vy

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

31,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 25, y

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
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consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID
NO: 25, y

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

33,

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
26, y

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
26, y

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

33,

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
27, vy

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
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consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
27, v

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

33,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 28, vy

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 28, vy

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

33,

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
29, vy

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
29, vy

- un dominio variable de cadena ligera comprende o

consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
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33,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 30, vy

- un dominio variable de cadena ligera comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 30, vy

- un dominio variable de cadena ligera que comprende o
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID

NO: 33.

En una realizacidén, el anticuerpo o el fragmento de unidn
a antigeno o el mimético de anticuerpo de unién a antigeno no
tiene sustitucidén del aminodcido W en la posicidén 33 (W33) en
el dominio variable de cadena pesada, identificéndose dicha
posicidén con respecto a SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 o SEQ ID
NO: 30, y/o no sustitucidén de los aminodcidos Y en la posicidn
39 (Y39), R en la posicidén 55 (R55) y/o F en la posicidén 60
(F60) en el dominio wvariable de la cadena 1ligera, dichas
posiciones se identifican con respecto a SEQ ID NO: 31, SEQ ID
NO: 32 o SEQ ID NO: 33, en particular, no tiene ninguna
sustitucién en la posicidén W33 en el dominio variable de la
cadena pesada y ninguna sustitucidén en las posiciones Y39, R55

y F60 en el dominio variable de la cadena ligera.

En la invencidén, los anticuerpos pueden producirse con
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cualgquier dominio constante de cadena pesada y cadena ligera.

En una realizacidén, el anticuerpo anti-SIRPa humana de la
invencién es un anticuerpo monoclonal humanizado, en particular
en el que el dominio constante de la cadena ligera del
anticuerpo se deriva de un dominio constante de 1la cadena
ligera kappa humana, més particularmente en el que el dominio
constante de la cadena ligera consiste en la secuencia de SEQ
ID NO: 35, y en el que el dominio constante de cadena pesada
del anticuerpo se deriva de un dominio constante de cadena
pesada (de tipo salvaje o mutado) de IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4
humana, en particular de un dominio constante de cadena pesada
IgG4 humana, mas particularmente en el que el dominio constante
de la cadena pesada del anticuerpo consiste en la secuencia

con SEQ ID NO: 34.

Como es bien conocido por un experto en la técnica, la
eleccién de los isotipos de IgG del dominio constante de 1la
cadena pesada se centra en si se requieren funciones
especificas y la necesidad de una vida media in vivo adecuada.
Por ejemplo, los anticuerpos disefiados para la erradicaciédn
selectiva de <células cancerosas normalmente requieren un
isotipo activo que permita la activacidn del complemento y la
destruccidén de células mediada por efector por citotoxicidad
mediada por células dependientes de anticuerpos. Tanto 1los
isotipos de IgGl e IgG3 humanas (vida media més corta) cumplen
con estos criterios, particularmente el isotipo de IgGl humana
(tipo salvaje y variantes). En particular, dependiendo del
isotipo IgG del dominio constante de la cadena pesada
(particularmente el isotipo de IgGl de tipo salvaje y variantes
humanas), el anticuerpo anti-SIRPa humana de la invencidn puede

ser citotdéxico para las células que expresan SIRPa a través de
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un mecanismo de CDC, ADCC y/o ADCP (Salfeld, biotecnologia de

la naturaleza, vol. 25, No. 12, 2007; Irani et al. Inmunologia
molecular, vol. 67, numero 2, parte A, 2015). De hecho, el
fragmento cristalizable (Fc) interactua con varias moléculas
accesorias para modular funciones efectoras indirectas, como
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), 1la
fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) vy 1la

citotoxicidad dependiente del complemento (CDC).

Tabla 3. Ejemplos de un dominio constante de cadena pesada y
un dominio constante de cadena ligera adecuados para 1los

anticuerpos de acuerdo con la invencidn

Dominio constante | ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
de cadena pesada | FPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGP
(IgG4m—-S228P) PCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEN
SEQ ID NO: 34 WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGL
PSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

Dominio constante | RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
de cadena ligera | QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFENR
(CLkappa) GEC

SEQ ID NO: 35

En una realizacidén, la invencidén se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa, como se define anteriormente, que
comprende:

- una cadena pesada comprende o consiste en la
secuencia de aminoadcidos SEQ ID NO: 56, vy

- una cadena ligera comprende o consiste en la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 57,

o

- una cadena pesada comprende o consiste en la

secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 36, Yy
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secuencia

o

secuencia

secuencia

o

secuencia

secuencia

o

secuencia

secuencia

o

secuencia

secuencia

(@]

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

una

de aminocdcidos SEQ ID NO:

una

de aminodcidos SEQ ID NO:

una

de aminodcidos SEQ ID NO:

una

de aminocdcidos SEQ ID NO:

una

de aminodcidos SEQ ID NO:

una

de aminodcidos SEQ ID NO:

una

de aminocdcidos SEQ ID NO:

una

de aminocdcidos SEQ ID NO:

una

de aminodcidos SEQ ID NO:

una

de aminodcidos SEQ ID NO:

una

de aminocdcidos SEQ ID NO:

una

de aminocdcidos SEQ ID NO:

una

de aminodcidos SEQ ID NO:

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

pesada

ligera

46

comprende

43,

comprende
37,
comprende

44,

comprende
37,
comprende

45,

comprende
38,
comprende

44,

comprende
38,
comprende

45,

comprende
39,
comprende

44,

comprende
39,
comprende

45,

Y

y

Yy

y

Y

y

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

consiste

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

en

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la
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secuencia
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secuencia

secuencia

(@]

secuencia

secuencia

(@]

secuencia

secuencia

secuencia

secuencia

o

secuencia
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una cadena pesada comprende o consiste en
de aminodcidos SEQ ID NO: 40, vy
una cadena ligera comprende o consiste en

de aminodcidos SEQ ID NO: 44,

una cadena pesada comprende o consiste en
de amino&cidos SEQ ID NO: 40, vy
una cadena ligera comprende o consiste en

de aminoacidos SEQ ID NO: 45,

una cadena pesada comprende o consiste en
de aminoacidos SEQ ID NO: 41, vy
una cadena ligera comprende o consiste en

de aminoécidos SEQ ID NO: 44,

una cadena pesada comprende o consiste en
de aminodcidos SEQ ID NO: 41, vy
una cadena ligera comprende o consiste en

de amino&cidos SEQ ID NO: 45,

una cadena pesada comprende o consiste en
de aminoadcidos SEQ ID NO: 42, vy
una cadena ligera comprende o consiste en

de aminodcidos SEQ ID NO: 44,

una cadena pesada comprende o consiste en
de aminoacidos SEQ ID NO: 42, vy
una cadena ligera comprende o consiste en

de aminodcidos SEQ ID NO: 45.

Tabla 4. Secuencias de cadena pesada y cadena ligera de

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la
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anticuerpos especificos de acuerdo con la invencidn

Cadena pesada del
anticuerpo de tipo
(ratén

salvaje

18D5)

QVOLOOPGAELVRPGSSVKLSCKASGYTEFTSYWVHWVKQR

PIQGLEWIGNIDPSDSDTHYNQKFKDKASLTVDKSSSTAY

MOLSSLTFEDSAVYYCVRGGTGTMAWFAYWGQGTLVTVSA

AKTTPPSVYPLAPGCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPESVTVT

WNSGSLSSSVHTFPALLQSGLYTMSSSVTVPSSTWPSQTV

TCSVAHPASSTTVDKKLEPSGPISTINPCPPCKECHKCPA

PNLEGGPSVFIFPPNIKDVLMISLTPKVTCVVVDVSEDDP

DVQISWEVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTIRVVSTLPIQHQ

DWMSGKEFKCKVNNKDLPSPIERTISKIKGLVRAPQVYIL

PPPAEQLSRKDVSLTCLVVGENPGDISVEWTSNGHTEENY

KDTAPVLDSDGSYFIYSKLNMKTSKWEKTDSEFSCNVRHEG

LKNYYLKKTISRSPGK

SEQ

56

Cadena pesada del
anticuerpo de tipo
salvaje (quimérico

18D5)

QVOLOOPGAELVRPGSSVKLSCKASGYTEFTSYWVHWVKQR

PIQGLEWIGNIDPSDSDTHYNQKFKDKASLTVDKSSSTAY

MOLSSLTFEDSAVYYCVRGGTGTMAWFAYWGQGTLVTVSA

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS

WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT

YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVD

GVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSQEEMTK

NQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK

SEQ

36

Cadena pesada de
variante

humanizada (HA)

EVOLVOSGAEVKKPGESLRISCKASGYTEFTSYWVHWVROM

PGKGLEWIGNIDPSDSDTHYNQKFKDHVTLSVDKSISTAY

LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAWEFAYWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS

WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT

YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSV

FLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVD

GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK

NQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK

SEQ

37

ID NO:
ID NO:
ID NO:
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Cadena pesada
variante

humanizada (HB)

de

EVOLVOSGAEVKKPGESLRISCKASGYSEFTSYWVHWVROM

PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYNQKFKDHVTLSVDKSISTAY

LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAWEFAYWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS

WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT

YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSV

FLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVD

GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK

NQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK

SEQ

38

Cadena pesada
variante

humanizada (HC)

de

EVQLVQOSGAEVKKPGESLRISCKASGYSEFTSYWVHWVROM

PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY

LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAWEFAYWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS

WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT

YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVD

GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK

NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK

SEQ

39

Cadena pesada
variante

humanizada (HE)

de

EVQLVQOSGAEVKKPGESLRISCKASGYSEFTSYWVHWVROM

PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY

LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTLAWEFAYWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS

WNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT

YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVD

GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK

NQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK

SEQ

40

ID NO:
ID NO:
ID NO:
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Cadena pesada de
variante

humanizada (HF)

EVOLVOSGAEVKKPGESLRISCKASGYSEFTSYWVHWVROM

PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY

LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTMAYFAYWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS

WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT

YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSV

FLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVD

GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK

NQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK

SEQ

41

ID NO:

Cadena pesada de
variante

humanizada (HEF)

EVQLVQOSGAEVKKPGESLRISCKASGYSEFTSYWVHWVROM

PGKGLEWMGNIDPSDSDTHYSPSFQGHVTLSVDKSISTAY

LOLSSLKASDTAMYYCVRGGTGTLAYFAYWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS

WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT

YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVD

GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK

NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK

SEQ

42

ID NO:

Cadena ligera del
anticuerpo de tipo
(ratén

salvaje

18D5)

DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSYGNTYLYW

YLOKPGQSPKLLIYRVSNREFSGVPDRFSGSGSGTDEFTLKI

SRVEAEDLGVYFCFQGTHVPYTFGSGTKLEIKRADAAPTV

SIFPPSSEQLTSGGASVVCELNNEYPKDINVKWKIDGSER

ONGVLNSWTDQODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCE

ATHKTSTSPIVKSEFNRNEC

SEQ

57

ID NO:

Cadena ligera del
anticuerpo de tipo
salvaje (quimérico

18D5)

DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSYGNTYLYW

YLOKPGQSPKLLIYRVSNRESGVPDRESGSGSGTDFTLKI

SRVEAEDLGVYFCEFQGTHVPYTEFGSGTKLEIKRTVAAPSV

FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQ

SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE

VTHQGLSSPVTKSENRGEC

SEQ

43

ID NO:

Dominio variable

de cadena ligera de

DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSYGNTYLYW

YOORPGQSPRLLIYRVSNREFSGVPDREFSGSGSGTDEFTLKI

SEQ

44

ID NO:




10

15

20

25

30

51

variante SRVEAEDVGVYFCEFQGTHVPYTEFGGGTKVEIKRTVAAPSV
humanizada A (LA) FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE

VTHQGLSSPVTKSENRGEC

Dominio variable | DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVHSYGNTYLYW SEQ ID NO:
de cadena ligera de | FOORPGQSPRLLIYRVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI 45

variante SRVEAEDVGVYYCFQGTHVPYTFGGGTKVEIKRTVAAPSV
humanizada (LB) FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE

VTHQGLSSPVTKSFNRGEC

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno, como se
define anteriormente, que es capaz de inducir la diferenciacidn
de células supresoras derivadas de mieloides monociticas (Mo-

MDSC) en células no supresoras.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definid® anteriormente, en el que dichas células no supresoras
secretan citoquinas proinflamatorias tales como IL6, ILl12 vy
TNF, vy ninguna o bajo nivel de citoquinas antiinflamatorias

tales como IL10 y TGEFPB.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
definié® anteriormente, en el que dichas células no supresoras

expresan 1NOS.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
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anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
definié® anteriormente, en el que dichas células no supresoras
no expresan 1los marcadores MHC de Clase II y expresan los

marcadores CD80-CD86.

En una realizacidén, la invencidédn se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
define anteriormente, en el que dichas células no supresoras
expresan al menos un marcador de las células asesinas naturales

(NK) .

En wuna realizacidn, la invencién se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a antigeno como se
define anteriormente, en el que dicho anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo es capaz de inhibir 1la
polarizacidédn M2 de macrdéfagos y/o favorece a los macrdfagos

proinflamatorios tipo Ml.

Los anticuerpos de la invencidén pueden modificar la
polarizacidén de los macrdédfagos para inducir un entorno
proinflamatorio, es decir, pueden inhibir la sefial
antiinflamatoria proporcionada por los macréfagos de tipo M2
y/o favorecer la sefial proinflamatoria proporcionada por los
macrdéfagos de tipo Ml. Este enfoque permite restablecer un
entorno inflamatorio favorable a la accidén de las células T

efectoras, en particular para eliminar las células cancerosas.

ANTICUERPOS SIRPa
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Las realizaciones citadas para los anticuerpos tal como
se definieron anteriormente son mutadis mutandis repetidas a

los anticuerpos citados en los otros aspectos de la invencidn.

En otro aspecto, 1la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente a un epitope conformacional que comprende
al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR), SEQ ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN) vy SEQ

ID NO: 72 (SPRDITLKW) dentro de SIRPa.

En otro aspecto, 1la invencién se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente a un epitope conformacional gque comprende
o consiste en los péptidos de SEQ ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR),
SEQ ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN) y SEQ ID NO: 72 (SPRDITLKW) dentro

de SIRPa.

En otro aspecto, la invencién se relaciona <con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente a un epitope conformacional gque comprende
al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ

ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR ) y SEQ ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN).

En otro aspecto, la invencién se relaciona «con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se

une especificamente a un epitope conformacional gque comprende
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o consiste en los péptidos de SEQ ID NO: 70 (ELIYNQKEGHFPR) vy

SEQ ID NO: 71 (RNNMDFSIRIGN) dentro de SIRPa.

En otro aspecto, 1la invencién se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente a un epitopo conformacional gque comprende
al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ

ID NO: 73 (YNQK) vy SIR.

En otro aspecto, 1la invencién se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que se
une especificamente a un epitope conformacional gque comprende
o consiste en los péptidos de SEQ ID NO: 73 (YNQK) y SIR dentro

de SIRPa.

En otro aspecto, 1la invencién se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno del

mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno que

comprende:

a) una cadena pesada que comprende HCDR1, HCDRZ2 y HCDR3,
y/o

b) una cadena ligera gque comprende LCDR1, LCDRZ2 y LCDR3,

en el que dichas CDR se definen como sigue:

- HCDR1 que comprende o consiste en un péptido de 1la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 14 (SYWVH),

- HCDR2 que comprende o consiste en un péptido de 1la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 15 (NIDPSDSDTHYNQKFKD) o
SEQ ID NO: 16 (NIDPSDSDTHYSPSFQG),

- HCDR3 que comprende o consiste en un péptido de 1la
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secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 17 (GGTGTMAWFAY), SEQ ID

NO: 18 (GGTGTLAWFAY), SEQ ID NO: 19 (GGTGTMAYFAY) o SEQ ID NO:
20 (GGTGTLAYFAY),

- LCDR1 qgue comprende o consiste en un péptido de 1la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 21 (RSSQSLVHSYGNTYLY),

- LCDR2 que comprende o consiste en un péptido de 1la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 22 (RVSNRFS), vy

- LCDR3 que comprende o consiste en un péptido de 1la

secuencia de aminoadcidos SEQ ID NO: 23 (FQGTHVPYT) .

La invencidén también se refiere a un anticuerpo anti-SIRPa
o un fragmento de unidén a antigeno del mismo o un mimético de
anticuerpo de unidén a antigeno que inhibe la unidén de CD47 a
SIRPa y que no se une especificamente a SIRPg y/o0 que no se
une especificamente a células T vy/o que no inhibe 1la
proliferacién de células T y/o que no inhibe la unidén de CD47
a SIRPg, en particular que inhibe la unidén de CD47 a SIRPa y
gque no se une especificamente a SIRPg y dgue no se une
especificamente a las células T y que no 1inhibe 1la
proliferacidén de las células T y que no inhibe la unidén de CD47

a SIRPg.

APLICACIONES

En otro aspecto, la invencidén se refiere a:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definié anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a

antigeno que inhibe la unidén de CD47 a SIRPa y gue no se une
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especificamente a SIRPg y/o0 que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y gque no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y gue no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg.

para su uso como medicamento.

La presente invencién también se refiere a un
procedimiento de tratamiento en un sujeto que lo necesita, que

comprende administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y gue
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidén

de células T y gque no inhibe la unién de CD47 a SIRPg.

La presente invencidédn también se refiere al uso de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a

antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a

antigeno como se definié anteriormente, o
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- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a

antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o0 gque no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y dque no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y gque no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg,

En la fabricacidén de un medicamento.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definié anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/0 que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
gue no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y gque no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

para su uso en el tratamiento de cualquier afeccidn
susceptible de ser mejorada o prevenida mediante la
diferenciacién de células supresoras derivadas de mieloides

monociticas (Mo-MDSC) en células no supresoras.

Como se define en la presente memoria, "una condicidn

susceptible de ser mejorada o prevenida al diferenciar las
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células supresoras derivadas de mieloides monociticas (Mo-
MDSC) en células no supresoras" corresponde a un cancer dque
incluye canceres inflamatorios y céanceres con células mieloides
infiltradas (en particular con MDSCs infiltradas. y/o células
TAM), una enfermedad infecciosa, un traumatismo, una enfermedad
autoinmune (como artritis reumatoide, diabetes tipo 1, lupus,
psoriasis), una vacuna, una enfermedad inflamatoria crénica
(como enfermedades inflamatorias del intestino, incluida 1la
enfermedad de Crohn) y colitis ulcerosa), un shock séptico,
una enfermedad infecciosa crénica (como Pseudomonas o CMV),

fibrosis, aterosclerosis o disfunciones por trasplante.

La presente invencidén también se refiere a un
procedimiento de tratamiento de cualquier afeccidn susceptible
de mejoramiento o prevencidén mediante la diferenciacidédn de
células supresoras derivadas de mieloides monociticas (Mo-
MDSC) en células no supresoras en un sujeto que lo necesite,
que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva

de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacién de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une

especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidén
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de células T y gque no inhibe la unién de CD47 a SIRPg.

La presente invencién también se refiere al uso de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y gque no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento
de cualquier afeccidén susceptible de ser mejorada o prevenida
mediante la diferenciacidén de células supresoras derivadas de

mieloides monociticas (Mo-MDSC) en células no supresoras.

En una realizacidén, la invencidén se refiere a:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definié anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y gue no se une
especificamente a SIRPg y/o gque no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
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no se une especificamente a SIRPg y dque no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacién
de células T y gque no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg,

para su uso en el tratamiento de cualquier afeccidn
susceptible de ser mejorada o prevenida modificando 1la

polarizacidén de macrdéfagos a macrdfagos proinflamatorios.

De hecho, SIRPa actla como un inhibidor de punto de
control vy participa en 1la polarizacién de macrdéfagos. En
particular, el bloqueo de SIRPa induce una funcién
proinflamatoria de los macréfagos asociados a los macrédfagos
tipo 1 (M1 proinflamatorio = M (IFNg)) e inhibe la actividad
supresora de los macrdéfagos en el tumor, ya que se obtiene el
perfil proinflamatorio de los macrdéfagos a expensas de los
macréfagos tipo 2 (actividad fagocitica alta tipo M2 = M
(IL4)). Por lo tanto, un antagonista de SIRPa es capaz de
inhibir la polarizacién fenotipica M2 de los macréfagos y/o
favorece la funcién proinflamatoria de los macréfagos de tipo

M1 y puede usarse en terapéutica.

Como se define en la presente memoria, "una afeccidn
susceptible de ser mejorada o prevenida modificando 1la
polarizacidén de macrdfagos para favorecer a los macrdfagos
proinflamatorios" corresponde por ejemplo a un cancer sdélido,
un céancer liquido, una enfermedad infecciosa, un traumatismo,
una enfermedad autoinmune, una vacunacidn, una lesidn cerebral,
una lesidn nerviosa, una policitemia, una hemocromatosis o una

enfermedad inflamatoria crdnica.

La presente invencidn también se refiere a un
procedimiento de tratamiento de cualquier afeccidn susceptible

de ser mejorada o prevenida modificando la polarizacidén de
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macréfagos a macrdéfagos proinflamatorios en un sujeto que 1lo
necesite, que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad

efectiva de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o0 gque no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unidén de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y dque no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y que no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg.

En una realizacidén, la invencidén también se refiere al
uso de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definié anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y gue no se une
especificamente a SIRPg y/0 que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
gque no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn

de células T y que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,
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en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de cualquier afeccidn susceptible de ser mejorada o prevenida
modificando la polarizacién de macrdédfagos a macrdfagos

proinflamatorios.

La modificacidén de la polarizacidédn de los macrdbfagos para
favorecer las células proinflamatorias puede ser Util en una
serie de ©patologias o situaciones. Como se describid
anteriormente, esta modificacidn es particularmente Gtil en el
contexto de los canceres, para restaurar una actividad
antitumoral de los macréfagos y/o prevenir la actividad pro-
tumoral de los macrbdéfagos de tipo M2. Las respuestas inmunes
inadecuadas debidas a un exceso de polarizacidén de macrdfagos
de tipo M2 también se producen en enfermedades infecciosas,
fibrosis, vacunacién, traumatismo y enfermedades inflamatorias

crbénicas.

Por lo tanto, de acuerdo con una realizacidén particular,
el anticuerpo anti-SIRPa se puede usar ©para tratar a un
individuo que tiene un cancer seleccionado del grupo qgue
consiste en canceres de pulmdén, cénceres de mesotelioma,
canceres de ovario, canceres de higado, cénceres de vejiga,
cdnceres de cerebro, céncer de mama, canceres de colon,
sarcomas, canceres de pancreas, canceres de cabeza y cuello,
canceres de rifiébn, timomas, gliomas, melanomas y canceres
hematoldégicos como los linfomas (linfoma de Hodgkin y linfoma
no Hodgkin), leucemias como Leucemia Linfoblastica Aguda o
Crénica (ALL o CLL) de células T y B o Leucemia Mieloide Aguda

o Crdénica (AML o CML) y mielomas.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a:



10

15

20

25

30

63

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o0 gque no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y dque no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferaciédn
de células T y gue no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg,

para su uso en el tratamiento de una patologia
seleccionada del grupo gque consiste en un cancer (en
particular, canceres inflamatorios vy canceres con células
mieloides infiltradas, en particular con MDSC infiltradas y/o
células TAM), wuna enfermedad infecciosa, una enfermedad
inflamatoria crdénica, una enfermedad enfermedad inmune, una
enfermedad neuroldgica, una lesidén cerebral, una lesidn
nerviosa, una policitemia, una hemocromatosis, un traumatismo,
un shock séptico, una enfermedad infecciosa crénica (como con
Pseudomonas o CMV), fibrosis, aterosclerosis, obesidad,

diabetes tipo II y una disfuncidén por trasplante.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a un
procedimiento de tratamiento de una patologia seleccionada del
grupo dque consiste en un cancer (en particular canceres
inflamatorios y cénceres con células mieloides infiltradas, en
particular con MDSC infiltradas vy/o células TAM), una
enfermedad infecciosa, enfermedad inflamatoria crénica, una

enfermedad autoinmune, una enfermedad neuroldgica, una lesidn
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cerebral, una lesién nerviosa, una policitemia, una
hemocromatosis, un traumatismo, un shock séptico, una
enfermedad infecciosa crénica (como con Pseudomonas o CMV),
fibrosis, aterosclerosis, obesidad, diabetes tipo II y una
disfuncidén por trasplante en un sujeto gque lo necesite, que

comprende administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definid anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o0 gque no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y gque no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferaciédn
de células T y que no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg.

En una realizacidén, la invencidén se refiere al uso de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o0 gque no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que

no se une especificamente a SIRPg y gque no se une
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especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y gque no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg,

en la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento
de una patologia seleccionada del grupo gque consiste en un
cadncer (en particular, céanceres inflamatorios y canceres con
células mieloides infiltradas, particularmente con MDSCs
infiltradas y/o células TAM), una enfermedad infecciosa, una
enfermedad inflamatoria crdénica, una enfermedad autoinmune,
una enfermedad neuroldgica, una lesidn cerebral, una lesidn
nerviosa, una policitemia, una hemocromatosis, un traumatismo,
un shock séptico, una enfermedad infecciosa crénica (como con
Pseudomonas o CMV), fibrosis, aterosclerosis, obesidad,

diabetes tipo II y disfuncidédn por trasplante.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a un
anticuerpo anti-SIRPa humana o fragmento de unidén a antigeno
del mismo o mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
definié anteriormente, para sus usos como se definid
anteriormente, en el que dicho anticuerpo anti-SIRPa humana o
fragmento de wunién a antigeno del mismo o mimético de
anticuerpo de unidén a antigeno de la invencidén se administra a

un paciente que presenta un tumor positivo a SIRPa.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y gque no se une

especificamente a SIRPg y/o0 gque no se une especificamente a
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células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y gque no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacién
de células T y gque no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg,

Para su uso en vacunacioén.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a un
procedimiento de vacunacidén de un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno gque inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y que no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg.

En una realizacidén, la invencidn se refiere al uso de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definid anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno gque inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o que no se une especificamente a

células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
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que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unidén de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidén
de células T y que no inhibe la unidén de CD47 a SIRPg,

para la fabricacidédn de una vacuna.

Las células mieloides supresoras limitan la efectividad
de la vacunacidén, especialmente en nifios pequefios. Por 1lo
tanto, un anti-SIRPa/g limitaria el beneficio proporcionado
por un anti-SIRPa en la respuesta de la wvacuna, evitando que

los linfocitos T respondan a la vacunacién.

El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo
de la invencidén se puede administrar en varias rutas adecuadas,
por ejemplo, por via intravenosa (IV), subcutdnea (SC) o

intramuscular (IM) al sujeto.

El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo
puede administrarse solo o en combinaciédn con otro agente
terapéutico, por ejemplo, un segundo anticuerpo monoclonal
humano o fragmento de unidén a antigeno del mismo. En otro
ejemplo, el anticuerpo se administra Jjunto con otro agente,
por ejemplo, un agente inmunosupresor, un agente estimulante
de la eritropoyesis (ESA), en combinacidén con composiciones

celulares terapéuticas, y similares.

En una realizaciédén, la invencidén se relaciona con un
anticuerpo anti-SIRPa o fragmento de unién a antigeno del mismo
o mimético de anticuerpo de unidén a antigeno para su uso Como
se define anteriormente, en el que el anticuerpo anti-SIRPa o
fragmento de unidén a antigeno se combina con un segundo agente

terapéutico.
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En particular, los anticuerpos anti-SIRPa de la presente
invencidén se pueden combinar con algunas otras estrategias
potenciales para superar los mecanismos de evasidén inmune de
tumores con agentes en desarrollo clinico o que vya se
encuentran en el mercado (consulte la Tabla 1 de Antonia et
al. Combinaciones de inmuno-oncologia: una revisidén de la
experiencia clinica y las perspectivas futuras. Clin. Cancer

Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 20, 6258-6268, 2014), para:

1. Revertir la inhibicién de 1la inmunidad adaptativa
(bloqueo de las vias de control de las células T), por ejemplo,
usando un anti-CTLA4, un anti-PD1 o un anti-PD-L1 molécula;

2. Activar la inmunidad adaptativa (promocidén de la
sefializacidén del receptor coestimulador de células T usando
moléculas agonistas, en particular anticuerpos), por ejemplo,
dirigiéndose a CD137 (4-1BB) usando moléculas agonistas que
incluyen anticuerpos anti-CD137 (anti-4-1BB) agonistas o
ligandos CD137 (4-1BB);

3. Mejorar la funcidén de las células inmunes innatas;

4. Activar el sistema inmunoldédgico (potenciando la
funcién de la funcidén efectora de células inmunoldgicas), por

ejemplo a través de estrategias basadas en vacunas

La administracién del segundo agente terapéutico puede
ser simultédnea o no con la administracidén del anticuerpo anti-
SIRPa. Dependiendo de la naturaleza del segundo agente, se
puede preparar una administracidén conjunta en forma de un
medicamento combinado (producto), también conocido como
"combo". Un combo es una combinacidén de dosis fija que incluye
dos o mas ingredientes farmacéuticos activos combinados en una

forma de dosis tUnica, que se fabrica y distribuye en dosis
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fijas. Pero el régimen de dosis y/o la via de administracién

también pueden diferir.

En una realizacidén preferente, este segundo agente
terapéutico se selecciona del grupo gue consiste en agentes
quimioterapéuticos, agentes de radioterapia, agentes
inmunoterapéuticos, agentes de terapia celular (tales como

células CAR-T), antibidéticos y probidticos.

En particular, los agentes inmunoterapéuticos utiles en
el contexto de la invencidén se seleccionan del grupo que
consiste en vacunas terapéuticas (vacunas de ADN, ARN o
péptidos), bloqueadores o activadores de puntos de control
inmunoldégicos, en particular células inmunoldbdgicas adaptativas
(linfocitos T o B) o inmunoconjugados, tales como conjugados

anticuerpo-farmaco.

Como se usa en la presente memoria, el término "agentes
inmunoterapéuticos" se refiere en particular a los agentes que
podrian tomar vacunas contra el cancer de fendmenos bioldgicos
interesantes a agentes terapéuticos efectivos que incluyen:
factores de crecimiento de células T para aumentar el numero y
repertorio de células T virgenes, factores de crecimiento para
aumentar el numero de células dendriticas (DC), agonistas para
activar las DC y otras células presentadoras de antigenos
(APC), adyuvantes para permitir y aumentar las vacunas contra
el céancer, agonistas para activar y estimular las células T,
inhibidores del bloqueo del punto de control de las células T,
factores de crecimiento de células T para aumentar el
crecimiento y la supervivencia de las células T inmunes,
agentes para inhibir, Dbloquear o neutralizar las células

cancerosas y las citoquinas inmunosupresoras derivadas de
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células inmunoldgicas.

Se conocen en la técnica numerosos blogqueadores o
activadores de puntos de control inmunolégicos. En el contexto
de la invenciédn, los ejemplos de Dbloqueadores de puntos de
control inmunoldégicos o activadores de células inmunes
adaptativas (linfocitos B o T) que podrian ser Utiles son anti-
PDL1, anti-PD1, anti-CTLA4, anti-CD137, anti-CD2, anti-CD28,
anti-CD40, anti-HVEM, anti-BTLA, anti-CD160, anti-TIGIT, anti-
TIM-1/3, anti-LAG-3, anti-2B4 y anti-0X40, anti-CD40, CD40-L,
agonistas de TLR, anti-ICOS, 1ICOS-L vy agonistas de 1los
receptores de células B, en particular anti-PDL1, anti-PDI1,

anti-CD137.

Dicho agente inmunoterapéutico también puede ser un
anticuerpo dirigido al antigeno tumoral, particularmente
seleccionado del grupo gque consiste en anti-Her2, anti-EGFR,

anti-CD20, anti-CD19, anti-CD52.

El anticuerpo puede proporcionarse a una dosis efectiva
de aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal a aproximadamente
30 mg/kg de peso corporal, o mads. En realizaciones especificas,
la dosis puede variar desde 1 ug/kg hasta aproximadamente 20
mg/kg, opcionalmente desde 10 ug/kg hasta 10 mg/kg o desde 100

ug/kg hasta 5 mg/kg.

El término "dosis efectiva" o "dosificacidén efectiva" o
"cantidad efectiva" se define como una cantidad suficiente para
lograr, o al menos parcialmente lograr, el efecto deseado. El
término "dosis efectiva" pretende abarcar una cantidad
suficiente para curar o al menos detener parcialmente la

enfermedad y sus complicaciones en un paciente que ya padece
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la enfermedad. Las cantidades o dosis efectivas para este uso

dependeran de la condicidén a tratar, la construccidén del
anticuerpo administrado, el contexto y los objetivos
terapéuticos, la gravedad de la enfermedad, la terapia previa,
la historia clinica del paciente y la respuesta al agente
terapéutico, la via de administracidén, el tamafio (peso
corporal, superficie corporal o tamafio de &érgano) vy/o la
condicién (la edad y la salud general) del paciente, y el
estado general del propio sistema inmunoldgico del paciente.
La dosis adecuada se puede ajustar de manera gque se pueda
administrar al paciente wuna vez o durante una serie de

administraciones, y para obtener el efecto terapéutico oéptimo.

La dosificacién para tales fines se puede repetir segun
sea necesario, por ejemplo, diario, semi-semanal, semanal,

semestral, mensual o segun sea necesario durante las recaidas.

En un aspecto, la invencidén también se refiere a:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definié anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno que inhibe la unidén de CD47 a SIRPa y gue no se une
especificamente a SIRPg y/0 que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
gque no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn

de células T y que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,
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para su uso en una prueba de diagndéstico, particularmente
en medicina personalizada, més particularmente en una prueba

de diagndéstico complementaria.

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
procedimiento de diagndéstico, particularmente en medicina
personalizada, méds particularmente en una prueba de diagndstico

complementaria, usando:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definidé anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacidén de células T y/o
que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en particular, que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y gue no inhibe la unién de CD47 a SIRPg

En una realizacidén, la invencidén se refiere al uso de:

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno como se definié anteriormente, o

- un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno que inhibe la unién de CD47 a SIRPa y que no se une
especificamente a SIRPg y/o que no se une especificamente a
células T y/o que no inhibe la proliferacién de células T y/o

gque no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,
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en particular, que inhibe la unidén de CD47 a SIRPa y que
no se une especificamente a SIRPg y que no se une
especificamente a células T y que no inhibe la proliferacidn
de células T y que no inhibe la unién de CD47 a SIRPg,

en la fabricacidén de un medicamento para una prueba de
diagnéstico, particularmente en medicina personalizada, més

particularmente en una prueba de diagndéstico complementaria.

En un aspecto, la invencidén también se refiere a un
procedimiento de diagnébéstico in vitro o ex vivo, en particular
un procedimiento de diagnéstico adecuado para su uso en
medicina personalizada, mas particularmente en un diagndstico
complementario, en el que un anticuerpo anti-SIRPa o un
fragmento de unién a antigeno del mismo o un mimético de unidn
a antigeno de la invencidén se usa para la deteccién de células
SIRPa+ en una muestra obtenida previamente de un sujeto vy

opcionalmente para la cuantificacidén de la expresidédn de SIRPa.

En un aspecto, la invencidén también se refiere al uso de
un anticuerpo anti-SIRPa o un fragmento de unidén a antigeno
del mismo o un mimético de unién a antigeno de la invencién,
en la fabricacién de un medicamento adecuado para su uso en
una prueba de diagnéstico, en particular para su uso en
medicina ©personalizada, o en una prueba de diagndstico

complementaria.

En un aspecto, la invencidén también se refiere al uso de
al menos un anticuerpo anti-SIRPa humana o fragmento de unidn
a antigeno del mismo o mimético de anticuerpo de unidén a
antigeno de la invencidn, como un medio para la determinacidn
de la expresién y/o el nivel de expresién de SIRPa en una

muestra bioldgica obtenida previamente de un individuo.
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En un aspecto, la invencidén también se refiere a un
procedimiento in vitro o ex vivo para determinar células SIRPa
positivas en un sujeto a partir de una muestra bioldégica

previamente obtenida de dicho sujeto, que comprende:

i) determinar in vitro la expresién y/o el nivel de
expresién de SIRPa, en una muestra Dbiolbdgica obtenida
previamente de dicho sujeto usando el anticuerpo anti-SIRPa
humana o fragmento de unidén a antigeno del mismo o mimético de

anticuerpo de unidén a antigeno de la invencién.

En un aspecto, la invencidén también se refiere al uso, en
particular in vitro o ex vivo, de al menos un anticuerpo anti-
SIRPa humana o fragmento de unién a antigeno del mismo o
mimético de anticuerpo de unidén a antigeno de la invencidn en
un procedimiento en el que SIRPa se usa como un biomarcador
que predice la respuesta a un tratamiento en un sujeto, en

particular en un sujeto con céancer.

En un aspecto, la invencidén también se refiere a un
procedimiento in vitro o ex vivo para predecir la respuesta de
un sujeto sujeto con cancer a un tratamiento, en particular
con un anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de unidén a
antigeno o un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno de la

invencibén, que comprende:

- determinar el nivel de expresidén de SIRPa en una
muestra de tumor obtenida previamente de un sujeto, en
particular con un anticuerpo anti-SIRPa humana o fragmento de
unién a antigeno del mismo o mimético de anticuerpo de unidn a

antigeno de la invencién, vy
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- comparar el nivel de expresidén de SIRPa con un valor
representativo de un nivel de expresidén de SIRPa en una
poblacidén de sujetos que no responden,

en el que un nivel de expresidén mas alto de SIRPa en la
muestra de tumor del sujeto es indicativo para un sujeto que

responderd al tratamiento.

En un aspecto, la invencidén también se refiere a un
procedimiento de determinacidédn in vitro o ex vivo de células
SIRPat+ en una muestra obtenida previamente de un sujeto que
comprende determinar la presencia de SIRPa como biomarcador
que es predictivo para 1la respuesta de un sujeto a un
tratamiento, en particular wuna respuesta de un sujeto
diagnosticado con un cancer, en el que dicho procedimiento

comprende:

- determinar el nivel de expresidén de SIRPa en una muestra
de tumor obtenida previamente de un sujeto, en particular con
el anticuerpo anti-SIRPa humana o fragmento de unidén a antigeno
del mismo o mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, vy

- comparar el nivel de expresién de SIRPa con un valor
representativo de un nivel de expresidén de SIRPa en una
poblacidén de sujetos que no responden,

en el que un nivel de expresidén mas alto de SIRPa en la
muestra de tumor del sujeto es indicativo para un paciente que

responderd al tratamiento.

COMPOSICIONES

En otro aspecto, la invencidén se refiere a una composicidn

farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento de unidn
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a antigeno del mismo como se definidé anteriormente y un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en la presente memoria, una "composicidn
farmacéutica" pretende abarcar una composicidén adecuada para
la administracidén a un sujeto o paciente, tal como un mamifero,
especialmente un humano. En general, una "composiciédén
farmacéutica" es estéril vy generalmente estd libre de
contaminantes que son capaces de provocar una respuesta
indeseable dentro del sujeto (por ejemplo, el (los) compuesto(s)
en la composicidén farmacéutica es de calidad farmacéutica).
Las composiciones farmacéuticas pueden diseflarse para la
administracidén a sujetos o pacientes que lo necesiten a través
de una serie de diferentes vias de administracidén que incluyen
oral, bucal, rectal, parenteral, intraperitoneal,
intradérmica, intratraqueal y similares.

Como se wusa en la presente memoria, un "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" pretende abarcar un excipiente,
diluyente, portador vy adyuvante que son Utiles en la
preparacién de una composicidén farmacéutica que generalmente
es segura, no téxica y no es bioldégicamente ni de otra manera
indeseable e incluye un excipiente, diluyente, vehiculo vy
adyuvante que son aceptables para uso veterinario, asi como
para uso farmacéutico en humanos. Un "vehiculo
farmacéuticamente aceptable", como se usa en la presente
memoria, incluye uno y méds de uno de tales excipientes,

diluyentes, vehiculos y adyuvantes.

En particular, la invencidén se refiere a una composicidn
farmacéutica que comprende como ingrediente activo un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo como se

definid anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente
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aceptable.

PRODUCTOS DE COMBINACION

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un medio
terapéutico, en particular un producto de combinacidén, que
comprende como ingredientes activos: un anticuerpo anti-SIRPa
o un fragmento de unién a antigeno del mismo o un agente
mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se definid
anteriormente y un segundo agente terapéutico, en el que dichos
ingredientes activos estadn formulados para terapia separada,
secuencial o combinada, en particular para uso combinado o

secuencial.

En particular, la invencidén se refiere a un producto de
combinacidén que comprende un anticuerpo anti-SIRPa o un
fragmento de unidén a antigeno del mismo o un mimético de
anticuerpo de unidén a antigeno como se definid anteriormente y
un segundo agente terapéutico para un uso simultédneo, separado

o0 secuencial de un medicamento.

En una realizacidén, la invencidén se refiere a un producto
de combinacién como se define anteriormente, en el que el
segundo agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste
en agentes quimioterapéuticos, agentes de radioterapia,
agentes de terapia celular, agentes inmunoterapéuticos,

antibidéticos y probidticos.

En una realizacidén, la invencidén se refiere a un producto
de combinacidén como se define anteriormente, en el que dicho
agente inmunoterapéutico se selecciona del grupo que consiste

en vacunas terapéuticas, bloqueadores o activadores del punto
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de control inmunoldégico, en particular de células inmunoldgicas
adaptativas (linfocitos T y B) y conjugados de anticuerpos-

farmacos.

En una realizacidén, la invencidédn se refiere a un producto
de combinacidén como se define anteriormente, en el que dicho
bloqueador o activador del punto de control inmune de las
células inmunes adaptativas (linfocitos T y B) se selecciona
del grupo que consiste en anti-PDL1, anti-PD1, anti-CTLA4,
anti-CD137, anti-CD2, anti-CD28, anti-CD40, anti-HVEM, anti-
BTLA, anti-CD160, anti-TIGIT, anti-TIM-1/3, anti-LAG-3, anti-
2B4, y anti-0X40, anti-CD40, CD40-L, agonistas de TLR, anti-
ICOS, ICOS-L y agonistas de los receptores de células B, en
particular seleccionados del grupo que consiste en anti-PDLI1,

anti-PD1 y anti CD137.

En una realizacidén, dicho agente inmunoterapéutico es un
anticuerpo dirigido contra el antigeno tumoral, seleccionado
particularmente del grupo que consiste en anti-Her2, anti-EGFR,

anti-CD20, anti-CD19, anti-CD52.

En un aspecto, la invencidén se relaciona con un producto
de combinacién como se define anteriormente, para uso
simulténeo, separado o secuencial en el tratamiento de
cualquier condicidén susceptible de ser mejorada o prevenida al
diferenciar 1las células supresoras derivadas de mieloides

monociticas (Mo-MDSC) en células no supresoras.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a un
procedimiento de tratamiento de cualquier afeccidn susceptible
de ser mejorada o prevenida mediante la diferenciacidén de

células supresoras derivadas de mieloides monociticas (Mo-
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MDSC) en células no supresoras en un sujeto que lo necesite,
que comprende administrar simultdneamente, por separado o
secuencialmente a dicho sujeto una cantidad efectiva de un

producto de combinacién como se define anteriormente.

En una realizacidén, la invencidn se refiere al uso de un
producto de combinacién como se define anteriormente en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de cualguier
afeccidn susceptible de ser mejorada o prevenida mediante la
diferenciacién de células supresoras derivadas de mieloides

monociticas (Mo-MDSC) en células no supresoras.

En un aspecto, la invencidén se refiere a un producto de
combinacién como se define anteriormente, para uso simulténeo,
separado o secuencial en el tratamiento de cualquier afeccidn
susceptible de ser mejorada o prevenida modificando la

polarizacidén de macrdéfagos a macrdfagos proinflamatorios.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a un
procedimiento de tratamiento de cualquier afeccidn susceptible
de ser mejorada o prevenida modificando la polarizacidén de
macréfagos a macrdéfagos proinflamatorios en un sujeto que 1lo
necesite, que comprende administrar simultaneamente, por
separado o secuencialmente a dicho sujeto una cantidad efectiva

de un producto de combinacién como se define anteriormente.

En una realizacidén, la invencidn se refiere al uso de un
producto de combinacién como se define anteriormente en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de cualqguier
afeccidn susceptible de ser mejorada o prevenida modificando

la polarizacidén de macrdfagos a macrdéfagos proinflamatorios.
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En un aspecto, la invencidédn se relaciona con un producto
de combinacién como se define anteriormente, para uso
simultédneo, separado o secuencial en el tratamiento de una
patologia seleccionada del grupo gque consiste en un céancer,
una enfermedad infecciosa, una enfermedad inflamatoria
crbénica, un autoinmune. enfermedad, una enfermedad
neuroldégica, una lesidén cerebral, una lesidén nerviosa, una
policitemia, wuna hemocromatosis, un traumatismo, un shock
séptico, una enfermedad infecciosa crdnica (como con
Pseudomonas o CMV), fibrosis, aterosclerosis, obesidad,
diabetes tipo II y una disfuncidén por trasplante o para su uso
en vacunacioén.

En una realizacidén, la invencidén se refiere a un
procedimiento de tratamiento de una patologia seleccionada del
grupo que consiste en un cancer, una enfermedad infecciosa,
una enfermedad inflamatoria crbébnica, una enfermedad
autoinmune, una enfermedad neuroldgica, una lesidn cerebral,
una lesidén nerviosa, una policitemia, una hemocromatosis, un
traumatismo, un shock séptico, una enfermedad infecciosa
crbdnica (como con Pseudomonas o CMV), fibrosis, aterosclerosis,
obesidad, diabetes tipo II y una disfuncidén por trasplante de
un sujeto que lo necesite y que comprende administrar
simultaneamente por separado o secuencialmente a dicho sujeto,
una cantidad efectiva de un producto de combinacidédn como se

definid anteriormente.

En una realizacidén, la invencidn se refiere al uso de un
producto de combinacién como se definidé anteriormente, en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una
patologia seleccionada del grupo que consiste en un céancer,
una enfermedad infecciosa, una enfermedad inflamatoria

crdnica, una enfermedad autoinmune, una enfermedad
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neuroldégica, una lesidén cerebral, una lesidn nerviosa, una
policitemia, wuna hemocromatosis, un traumatismo, un shock
séptico, una enfermedad infecciosa crdnica (como con
Pseudomonas o CMV), fibrosis, aterosclerosis, obesidad,
diabetes tipo II y disfuncidén por trasplante o para Su uso en

vacunacidn.

ACIDOS NUCLEICOS

En otro aspecto, la invenciédn se refiere a una molécula
de 4cido nucleico aislada que codifica un anticuerpo o
fragmento de wunidén a antigeno del mismo como se definid

anteriormente.

Como se usa en la presente memoria, una molécula de acido
nucleico puede ser bicatenaria y monocatenaria, lineal vy
circular. Estd comprendida preferentemente en un vector qgue

estd comprendido preferentemente en una célula huésped.

En una realizacidén, la invencidn se refiere a una molécula
de 4cido nucleico aislada que codifica un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo como se definid
anteriormente, dicha molécula de &cido nucleico comprende o
consiste en al menos una secuencia seleccionada de SEQ ID NO:
58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO:
62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO:

66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69.

En una realizacidén, la invencidén se refiere a una molécula
de 4cido nucleico aislada que codifica un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo como se definid

anteriormente, comprendiendo dicha molécula de &cido nucleico:
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cadena pesada de dicho anticuerpo, que comprende
preferentemente:

- SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59 o SEQ ID NO: 60,

- SEQ ID NO: 61 o SEQ ID NO: 62, vy

- SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65 o SEQ ID
NO: 66,

y/o

- una secuencia que codifica el dominio variable de
cadena ligera de dicho anticuerpo, que comprende
preferentemente:

- SEQ ID NO: 67,

- SEQ ID NO: 68, vy

- SEQ ID NO: 69.

Tabla 5. Secuencias que codifican las CDR de los dominios

variables de la cadena pesada y las CDR de los dominios

variables de la cadena ligera de anticuerpos de acuerdo con

la invencidn

codifica HCDR2 (que corresponde
con la secuencia de aminoacidos

SEQ ID NO: 15)

CCCATTACAATCAGAAGTTTAAGGA

C

Secuencia de &cido nucleico que | AGCTATTGGGTGCAC SEQ ID NO: 58
codifica HCDR1 (que corresponde
con la secuencia de aminoéacidos | TCTTATTGGGTGCAC SEQ ID NO: 59
SEQ ID NO: 14)

TCCTATTGGGTGCAC SEQ ID NO: 60
Secuencia de &cido nucleico que | AACATCGACCCCAGCGACTCTGATA | SEQ ID NO: o6l
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Secuencia de &cido nucleico que | AACATCGACCCCAGCGACTCTGATA | SEQ ID NO: 62
codifica HCDR2 (que corresponde | CACACTACTCCCCTAGCTTTCAGGG

con la secuencia de aminoédcidos | C

SEQ ID NO: 16)

Secuencia de &cido nucleico que | GGAGGAACCGGAACAATGGCTTGGT SEQ ID NO: 63
codifica HCDR3 (que corresponde | TTGCTTAC

con la secuencia de aminoéacidos

SEQ ID NO: 17)

Secuencia de &cido nucleico que | GGAGGAACCGGCACACTGGCTTGGT | SEQ ID NO: 64
codifica HCDR3 (que corresponde | TCGCTTAC

con la secuencia de aminoéacidos

SEQ ID NO: 18)

Secuencia de &cido nucleico que | GGAGGAACCGGAACAATGGCTTACT | SEQ ID NO: 65
codifica HCDR3 (que corresponde | TCGCTTAT

con la secuencia de aminoédcidos

SEQ ID NO: 19)

Secuencia de &cido nucleico que | GGAGGAACCGGCACACTGGCTTACT SEQ ID NO: 66
codifica HCDR3 (que corresponde | TCGCTTAT

con la secuencia de aminoéacidos

SEQ ID NO: 20)

Secuencia de &cido nucleico que | AGGTCCAGCCAGTCCCTGGTGCACA | SEQ ID NO: 67
codifica LCDR1 (que corresponde | GCTATGGCAACACATACCTGTAT

con la secuencia de aminoéacidos

SEQ ID NO: 21)

Secuencia de &cido nucleico que | AGGGTGTCTAATCGGTTCTCC SEQ ID NO: 68
codifica LCDR2 (que corresponde

con la secuencia de aminoédcidos

SEQ ID NO: 22)

Secuencia de &acido nucleico que | TTTCAGGGCACCCATGTGCCATACA | SEQ ID NO: 69

codifica LCDR3 (que corresponde
con la secuencia de aminoacidos

SEQ ID NO: 23)

CA

En particular,

la invencidén se refiere a una molécula de

dcido nucleico que comprende o consiste en una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52,
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Tabla 6.

SEQ ID NO:
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54 y SEQ ID NO: 55.

Secuencias que codifican los dominios variables de

cadena pesada y los dominios variables de cadena ligera de

anticuerpos de acuerdo con la invencidn

Secuencia de &cido
nucleico que
codifica Dominio
variable de cadena
pesada del
anticuerpo de tipo
salvaje (quimérico

y ratén 18D5)

CAGGTGCAGCTGCAGCAGCCAGGAGCTGAGCTGGTGAG

GCCTGGCTCCAGCGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTAGCG

GCTACACCTTCACAAGCTATTGGGTGCACTGGGTGAAG

CAGCGGCCAATCCAGGGCCTGGAGTGGATCGGCAACAT

CGACCCCAGCGACTCTGATACCCATTACAATCAGAAGT

TTAAGGACAAGGCCTCTCTGACCGTGGATAAGTCTTCC

AGCACAGCTTATATGCAGCTGTCTTCCCTGACATTCGA

GGATTCCGCCGTGTACTATTGCGTGAGGGGAGGAACCG

GAACAATGGCTTGGTTTGCTTACTGGGGCCAGGGCACC

CTGGTGACAGTGTCTGCT

SEQ ID NO: 46

Secuencia de &cido
nucleico que
codifica Dominio
variable de cadena

pesada de variante

humanizada (HA)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGAGCTGAGGTGAAGAA

GCCAGGCGAGTCTCTGAGGATCTCCTGCAAGGCTAGCG

GCTACACCTTCACATCTTATTGGGTGCACTGGGTGCGG

CAGATGCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGATCGGCAACAT

CGACCCTAGCGACTCTGATACCCACTACAATCAGAAGT

TTAAGGACCATGTGACCCTGTCTGTGGATAAGTCCATC

AGCACAGCCTATCTGCAGCTGTCCAGCCTGAAGGCCTC

CGATACAGCTATGTACTATTGCGTGAGGGGAGGAACCG

GAACAATGGCTTGGTTCGCTTACTGGGGCCAGGGCACC

CTGGTGACAGTGTCTTCC

SEQ ID NO: 47

Secuencia de acido
nucleico que
codifica Dominio
variable de cadena

pesada de variante

humanizada (HB)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGAGCTGAGGTGAAGAA

GCCAGGCGAGTCTCTGAGGATCTCCTGCAAGGCTTCTG

GCTACTCCTTCACCAGCTATTGGGTGCACTGGGTGCGG

CAGATGCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGATGGGCAACAT

CGACCCTAGCGACTCTGATACACACTACAATCAGAAGT

TTAAGGACCATGTGACCCTGAGCGTGGATAAGTCCATC

AGCACAGCCTATCTGCAGCTGTCCAGCCTGAAGGCCTC

TGATACCGCTATGTACTATTGCGTGAGGGGAGGAACCG

GAACAATGGCTTGGTTCGCTTACTGGGGCCAGGGCACC

CTGGTGACAGTGTCTTCC

SEQ ID NO: 48

Secuencia de &acido

nucleico que

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAGGTGAAGAA

GCCAGGCGAGAGCCTGAGGATCTCTTGCAAGGCTAGCG

SEQ ID NO: 49
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codifica Dominio
variable de cadena

pesada de variante

humanizada (HC)

GCTACTCTTTCACCTCCTATTGGGTGCACTGGGTGCGG

CAGATGCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGATGGGCAACAT

CGACCCCAGCGACTCTGATACACACTACTCCCCTAGCT

TTCAGGGCCATGTGACCCTGTCCGTGGACAAGTCTATC

TCCACAGCCTATCTGCAGCTGTCCAGCCTGAAGGCCAG

CGATACCGCTATGTACTATTGCGTGAGGGGAGGAACCG

GAACAATGGCTTGGTTCGCTTACTGGGGCCAGGGCACC

CTGGTGACAGTGTCTTCC

Secuencia de &cido
nucleico que
codifica Dominio
variable de cadena

pesada de variante

humanizada (HE)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAGGTGAAGAA

GCCAGGCGAGAGCCTGAGGATCTCTTGCAAGGCTAGCG

GCTACTCTTTCACCTCCTATTGGGTGCACTGGGTGCGG

CAGATGCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGATGGGCAACAT

CGACCCCAGCGACTCTGATACACACTACTCCCCTAGCT

TTCAGGGCCATGTGACCCTGTCCGTGGACAAGTCTATC

TCCACAGCCTATCTGCAGCTGTCCAGCCTGAAGGCCAG

CGATACCGCTATGTACTATTGCGTGAGGGGAGGAACCG

GCACACTGGCTTGGTTCGCTTACTGGGGCCAGGGCACC

CTGGTGACAGTGTCTTCC

SEQ ID NO:

50

Secuencia de &cido
nucleico que
codifica Dominio
variable de cadena

pesada de variante

humanizada (HF)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAGGTGAAGAA

GCCAGGCGAGAGCCTGAGGATCTCTTGCAAGGCTAGCG

GCTACTCTTTCACCTCCTATTGGGTGCACTGGGTGCGG

CAGATGCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGATGGGCAACAT

CGACCCCAGCGACTCTGATACACACTACTCCCCTAGCT

TTCAGGGCCATGTGACCCTGTCCGTGGACAAGTCTATC

TCCACAGCCTATCTGCAGCTGTCCAGCCTGAAGGCCAG

CGATACCGCTATGTACTATTGCGTGAGGGGAGGAACCG

GAACAATGGCTTACTTCGCTTATTGGGGCCAGGGCACC

CTGGTGACAGTGTCTTCC

SEQ ID NO:

51

Secuencia de &cido
nucleico que
codifica Dominio
variable de cadena

pesada de variante

humanizada (HEF)

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAGGTGAAGAA

GCCAGGCGAGAGCCTGAGGATCTCTTGCAAGGCTAGCG

GCTACTCTTTCACCTCCTATTGGGTGCACTGGGTGCGG

CAGATGCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGATGGGCAACAT

CGACCCCAGCGACTCTGATACACACTACTCCCCTAGCT

TTCAGGGCCATGTGACCCTGTCCGTGGACAAGTCTATC

TCCACAGCCTATCTGCAGCTGTCCAGCCTGAAGGCCAG

CGATACCGCTATGTACTATTGCGTGAGGGGAGGAACCG

GCACACTGGCTTACTTCGCTTATTGGGGCCAGGGCACC

SEQ ID NO:

52
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CTGGTGACAGTGTCTTCC

Secuencia de &cido | GACGTGGTCATGACCCAGACACCACTGAGCCTGCCCGT SEQ ID NO: 53

nucleico que | GTCCCTGGGCGATCAGGCCTCTATCTCCTGCAGGTCCA

codifica Cadena | GCCAGTCCCTGGTGCACAGCTATGGCAACACATACCTG

ligera del | TATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCCCCCAAGCT

anticuerpo de tipo | GCTGATCTACAGGGTGTCTAATCGGTTCTCCGGCGTGC

salvaje (quimérico | CTGACAGGTTCTCCGGCTCTGGCTCCGGCACCGATTTC

y ratén 18D5) ACACTGAAGATCAGCAGGGTGGAGGCTGAGGACCTGGG
CGTGTATTTCTGTTTTCAGGGCACCCATGTGCCATACA
CATTTGGCTCTGGCACCAAGCTGGAGATCAAG

Secuencia de &cido | GACGTGGTCATGACACAGAGCCCACTGTCTCTGCCTGT SEQ ID NO: 54

nucleico que | GACCCTGGGACAGCCAGCCTCTATCTCCTGCAGGTCCA

codifica Dominio | GCCAGTCCCTGGTGCACAGCTATGGCAACACATACCTG

variable de cadena | TATTGGTACCAGCAGAGGCCCGGACAGAGCCCAAGGCT

ligera de variante | GCTGATCTACAGGGTGTCTAATCGGTTCTCCGGCGTGC

humanizada A (LA) CTGACAGGTTTAGCGGCTCTGGCTCCGGCACCGATTTC
ACACTGAAGATCTCTAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGG
CGTGTATTTCTGTTTTCAGGGCACCCATGTGCCATACA
CATTTGGCGGCGGCACCAAGGTGGAGATCAAG

Secuencia de acido | GACGTGGTCATGACACAGAGCCCACTGTCTCTGCCTGT | SEQ ID NO: 55

nucleico que | GACCCTGGGACAGCCAGCCTCTATCTCCTGCAGGTCCA

codifica Dominio | GCCAGTCCCTGGTGCACAGCTACGGCAACACATACCTG

variable de cadena | TATTGGTTCCAGCAGAGGCCCGGACAGAGCCCAAGGCT

ligera de variante | GCTGATCTATAGGGTGTCTAATCGGTTCTCCGGCGTGC

humanizada (LB) CTGACAGGTTTAGCGGATCTGGATCCGGAACCGACTTC
ACCCTGAAGATCTCTAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGG
CGTGTACTATTGTTTCCAGGGCACCCATGTGCCATACA
CATTTGGCGGCGGCACCAAGGTGGAGATCAAG

VECTORES

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un vector que

comprende la molécula de 4&cido nucleico como se definid
anteriormente.
Como se usa en la presente memoria, un "vector" es una
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molécula de 4&cido nucleico que se usa como vehiculo para
transferir material genético a una célula. El1 término "vector"
abarca plésmidos, virus, cbésmidos y cromosomas artificiales.
En general, los vectores disefiados comprenden un origen de
replicacién, un sitio de multiclonacién y un marcador
seleccionable. El vector en si es generalmente una secuencia
de nucledétidos, cominmente una secuencia de ADN, gque comprende
un inserto (transgén) y una secuencia més grande gque sirve como
la "estructura fundamental" del vector. Los vectores modernos
pueden abarcar caracteristicas adicionales ademas del inserto
de transgén vy un esqueleto: promotor, marcador genético,
resistencia a antibidticos, gen informador, secuencia de
direccionamiento, etiqueta de purificacidén de proteinas. Los
vectores denominados vectores de expresidén (construcciones de
expresidén) son especificamente para la expresidédn del transgén
en la célula objetivo, y generalmente tienen secuencias de

control.

CELULAS HUESPED

En otro aspecto, la invencién se refiere a una célula
huésped aislada que comprende un vector como se define

anteriormente.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "célula
huésped" pretende incluir cualgquier célula individual o cultivo
celular que pueda ser o haya recibido vectores, moléculas de
dcido nucleico exdégeno y polinucledtidos que codifiquen el
constructo de anticuerpo de la presente invencidn; vy/o
receptores del propio constructo de anticuerpo. La introduccidn
del material respectivo en la célula puede llevarse a cabo por

medio de transformacidén, transfeccidn y similares. E1l término
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"célula huésped" también pretende incluir la progenie o la
progenie potencial de una sola célula. Las células huésped
adecuadas incluyen células procaridéticas o eucariotas, vy
también incluyen pero no se limitan a bacterias, células de
levadura, células de hongos, células de plantas y células
animales tales como células de insectos y células de mamiferos,
por ejemplo, de murinos, ratas, conejos, macacos O Sseres

humanos.

KITS

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un kit que
comprende:

- un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del
mismo como se definidé anteriormente,

- una molécula de &cido nucleico que codifica dicho
anticuerpo o unidén a antigeno,

- un vector que comprende dicha molécula de acido
nucleico, y/o

- una célula que comprende dicho vector.

Por motivos de conveniencia, el anticuerpo de la presente

invencién se puede proporcionar en un kit, es decir, una

combinacidén de reactivos envasados.

En el contexto de la presente invencién, el término "kit"
significa dos o méds componentes (uno de los cuales corresponde
al anticuerpo o unidén a antigeno del mismo, la molécula de
dcido nucleico, el wvector o la célula de la invencidn)
envasados juntos en un contenedor, recipiente o similar. Por
lo tanto, un kit puede describirse como un conjunto de
productos y/o utensilios que son suficientes para lograr un

determinado objetivo, que puede comercializarse como una sola
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unidad.

El kit puede comprender uno o mas recipientes (tales como
viales, ampollas, recipientes, Jjeringas, botellas, bolsas) de
cualquier forma, tamafio y material apropiados que contengan el
constructo de anticuerpo de la presente invencidén en una dosis
apropiada para la administracién. E1l kit puede contener ademas
instrucciones de uso (por ejemplo, en forma de folleto o manual
de instrucciones), medios para administrar el constructo de
anticuerpo de la presente invencidédn, como una jeringa, bomba,
infusor o similares, medios para reconstituir el constructo de
anticuerpo de la invencidén y/o medios para diluir el constructo

de anticuerpo de la invencidn.

En una realizaciédén, la invencidén se refiere a un kit como
se define anteriormente para una unidad de administracidén de
dosis tGnica. El kit de la invencidén también puede contener un
primer receptor que comprende un constructo de anticuerpo
liofilizado y seco y un segundo receptor gue comprende una
formulacidédn acuosa. En ciertas realizaciones de la presente
invencién, se proporcionan kits qgue contienen Jjeringas
precargadas de una sola camara y de multiples camaras (por

ejemplo, jeringas liquidas y liojeringas).

ANTIGENOS

En un aspecto, la invencidén se refiere a un polipéptido,

en particular un antigeno, comprende o consiste en la secuencia

del epitopo de SIRPa humana que consiste en SEQ ID NO: 3

(KFRKGSPD[DV]/[T]E) .

En wuna realizacidn, la invencién se refiere a un
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polipéptido, en particular un antigeno, comprende o consiste
en la secuencia del epitopo de SIRPa humana que consiste en
SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/[T]E), dicho polipéptido tiene un

tamafio de hasta 300 aminodcidos.

En una realizacidén, el polipéptido de la invencidn tiene
un tamafio entre 50 y 300, preferentemente entre 100 y 250

aminodcidos.

En una realizacidén, el polipéptido de la invencidn tiene

un tamafio de hasta 50, 100, 150, 200, 250 o 300 amino&cidos.

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
polipéptido, en particular un antigeno, comprende o consiste
en la secuencia del epitopo de SIRPa humana que consiste en
SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/[T]E) y al menos una secuencia del
epitopo de SIRPa humana que consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP),
SEQ ID NO: 2 (G/ARELIYNQKEGH) , SEQ ID NO: 4
(QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWEFE), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) o SEQ ID

NO: 6 ).

En una realizacidén, la invencidén se relaciona con un
polipéptido, en particular un antigeno, que comprende O
consiste en las secuencias de epitopos de SIRPa humana que
consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 2
(G/ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/[T]E), SEQ ID NO:
4 (QHTVSFTCESHGEFSPRDITLKWF), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ

ID NO: 6 (YPQRLQLTWLE) .

En una realizacidn, la invencién se refiere a un
polipéptido, en particular un antigeno, que comprende ©O

consiste en al menos un péptido seleccionado del grupo que
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consiste en SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72, dicho

polipéptido consiste en una secuencia de hasta 300 aminoacidos.

En una realizacidén, la invencidén se refiere a un
polipéptido, en particular un antigeno, qgue comprende o
consiste en el péptido de la secuencia de aminodcidos expuesta
en SEQ ID NO: 73 (YNQK) vy/o el péptido de la secuencia de
aminodcidos SIR dentro de SIRPa, dicho polipéptido consiste en

una secuencia de hasta 300 aminoécidos.

PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE UN ANTICUERPO

En un aspecto, la invencidén también se refiere a un
procedimiento para fabricar un anticuerpo, en particular un
anticuerpo de la invencidén, gque comprende inmunizar un animal
no humano, en particular un mamifero no humano, contra al menos
un antigeno como se define anteriormente, y en particular,
recolectar el suero resultante de dicho animal no humano
inmunizado para obtener anticuerpos dirigidos contra dicho

antigeno.

En particular, la invencién también se refiere a un
procedimiento para fabricar un anticuerpo que comprende
inmunizar a un animal no humano contra un antigeno comprende ©
consiste en la secuencia del epitopo de SIRPa humana que
consiste en SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/[T]E), y en particular
recolectar el suero resultante de dicho animal no humano
inmunizado para obtener anticuerpos dirigidos contra dicho

antigeno.

En particular, 1la invencién también se refiere a un

procedimiento para fabricar un anticuerpo que comprende
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inmunizar a un animal no humano contra un antigeno comprende ©
consiste en la secuencia del epitopo de SIRPa humana qgue
consiste en SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/[T]E) y al menos una
secuencia del epitopos de SIRPa humana seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ 1ID NO: 2
(G/ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 4 (QHTVSFTCESHGFSPRDITLKWF), SEQ
ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) o SEQ ID NO: 6 (YPQRLQLQL), vy en
particular recolectar el suero resultante de dicho animal no
humano inmunizado para obtener anticuerpos dirigidos contra
dicho antigeno.

En particular, la invencién también se refiere a un
procedimiento para fabricar un anticuerpo qgue comprende
inmunizar a un animal no humano contra un antigeno qgue
comprende o consiste en las secuencias de epitopos de SIRPa
humana que consiste en SEQ ID NO: 1 (SLIPVGP), SEQ ID NO: 2
(G/ARELIYNQKEGH), SEQ ID NO: 3 (KFRKGSPD[DV]/[T]E), SEQ ID NO:
4 (QHTVSFTCESHGEFSPRDITLKWE), SEQ ID NO: 5 (ICEVAHVTLQG) y SEQ
ID NO: y en particular recolectar el suero resultante de dicho
animal no humano inmunizado para obtener anticuerpos dirigidos

contra dicho antigeno.

PROCEDIMIENTO PARA SELECCIONAR UN ANTICUERPO

En un aspecto, la invencidén se refiere a un procedimiento
para seleccionar un anticuerpo de la invencidén, un fragmento
de unién a antigeno o mimético de dicho anticuerpo, que

comprende o consiste en al menos uno de las siguientes etapas:

a) probar (por ejemplo, de acuerdo con un procedimiento
descrito en los Ejemplos 1, 2 y 3) la capacidad de un
anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno o mimético de tal

anticuerpo para unirse a SIRPa, en particular a un antigeno
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como se definidé anteriormente,

b) probar (por ejemplo, de acuerdo con un procedimiento
descrito en los Ejemplos 7 y 8) la capacidad de un anticuerpo,
un fragmento de unidén a antigeno o mimético de tal anticuerpo
para unirse a SIRPDb,

c) probar (por ejemplo, de acuerdo con un procedimiento
descrito en los Ejemplos 9 y 10) la capacidad de un anticuerpo,
un fragmento de unidén a antigeno o mimético de tal anticuerpo
para unirse a SIRPg,

d) probar (por ejemplo, de acuerdo con un procedimiento
descrito en los Ejemplos 4 y 5) la capacidad de un anticuerpo,
un fragmento de unidén a antigeno o mimético de tal anticuerpo
para inhibir la unidén de CD47 humana a SIRPa humana;

e) probar (por ejemplo, de acuerdo con un procedimiento
descrito en el Ejemplo 12) la capacidad de un anticuerpo, un
fragmento de unidén a antigeno o mimético de tal anticuerpo para
unirse a células T;

f) probar (por ejemplo, de acuerdo con un procedimiento
descrito en el Ejemplo 13) la capacidad de un anticuerpo, un
fragmento de unidén a antigeno o mimético de tal anticuerpo para
inhibir la proliferacién de células T;

g) probar (por ejemplo, de acuerdo con un procedimiento
descrito en el Ejemplo 11) la capacidad de un anticuerpo, un
fragmento de unidén a antigeno o mimético de tal anticuerpo para
inhibir la unién de CD47 humana a SIRPg humana;

y opcionalmente comprende la siguiente etapa:

- seleccionar un anticuerpo, un fragmento de unidén a
antigeno o un mimético de dicho anticuerpo gque se une
especificamente a SIRPa, en particular a un antigeno como se
definidé anteriormente, y que inhibe significativamente la unidn
de CD47 a SIRPa, y gque no se une especificamente a humanos

SIRPg, y/o que no se une especificamente a células T humanas,
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y/0 que no 1inhibe significativamente la proliferacidén de
células T humanas, y/o que no inhibe significativamente la
unién de CD47 humana a SIRPg humana; mas particularmente que
se une especificamente a SIRPa, en particular a un antigeno
como se definidé anteriormente, y que inhibe significativamente
la unidén de CD47 a SIRPa, y gque no se une especificamente a
SIRPg humana, y gque no se une especificamente a células T
humanas, y que no inhibe significativamente la proliferacidn
de células T humanas, y que no inhibe significativamente la

unién de CD47 humana a SIRPg humana.

El procedimiento para seleccionar un anticuerpo de la
invencién puede realizarse ventajosamente ademas del
procedimiento para fabricar un anticuerpo de acuerdo con la

invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las siguientes Figuras vy Ejemplos se presentan para
proporcionar a los expertos en la técnica una divulgacidén y
descripcidén completas de cdédmo realizar y usar la presente
invencién, y no pretenden limitar el alcance de lo que 1los
inventores consideran como su invenciédn ni  pretenden
representar que los experimentos a continuacidén son todos o
los Unicos experimentos realizados. Si bien 1la presente
invencidén se ha descrito con referencia a las realizaciones
especificas de la misma, los expertos en la técnica deberian
entender que se pueden realizar varios cambios y se pueden
sustituir los equivalentes sin apartarse del verdadero espiritu
y ambito de la invencidén. Ademds, pueden hacerse muchas
modificaciones para adaptar una situacidn particular,

material, composicién de la materia, proceso, etapa o etapas
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del proceso, al objetivo, espiritu y ambito de la presente
invencidén. Se pretende que todas estas modificaciones estén

dentro del alcance de las reivindicaciones anexas.

Figura 1. Analisis de unidén de los anticuerpos anti-SIRPa
mediante un ensayo ELISA (recubrimiento de SIRPa-His humano y

deteccidén de kappa anti-humana) .

Evaluacidén por ELISA en SIRPa-His inmovilizada de
guimérico (), HALA (O), HFLA (*), HFLB (+), HEFLA (A), HEFLB
(W), SIRP29 (A), Kwar23 (o) en la Figura A; de HCLA (), HCLB
(x), HELA (0), HELB (-) en la Figura B; de HALB (-), HBLA (),
HBLB (M) en la Figura C. La revelacidn se realizdé con un
anticuerpo antihumano de burro y se reveld por colorimetria a
450 nm usando un sustrato TMB. ED50 es la concentracidén del

anticuerpo indicado para alcanzar el 50 % de la sefial en este

ensayo. Unién del clon ml8D5 (M) (n = 4), clon comercial SE5AS
(A) (n = 7), clon 6G10 (V) (n = 3) y clon 12D7 (1) (n = 4) en

la Figura D.

Figura 2. Anédlisis de afinidad por Biacore de anticuerpos

anti-SIRP en proteina recombinante de SIRPa humana.

La proteina recombinante SIRPa-His se inmovilizdé en un
chip CM5 a 5 upg/ml (500RU) vy los anticuerpos indicados se
agregaron a diferentes concentraciones. Los valores se midieron
después de un periodo de asociacidédn (ka) de 3min seguido de un
periodo de disociacién de 10 min (kd) para determinar la

constante de afinidad (KD).

Figura 3. Andlisis de unién de anticuerpos anti-SIRPa en

monocitos humanos (homocigotos para la variante 1 de SIRPa
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(v1i/v1)).

(A, B) Evaluacidén mediante citofluorometria en monocitos
humanos v1/v1l (previamente tefiidos con anticuerpo inhibidor de
la unidén al receptor Fc humano) de quiméricos (¢), HALA (L)),
HFLA (*), HFLB (+), HEFLA (A), HEFLB (M), SIRP29 (A), Kwar23
(o). La revelacidén se realizd con un mAb Fc antihumano de ratdn
marcado con PE en un citdémetro CantolI, valores
correspondientes al porcentaje de monocitos tefiidos. ED50 es
la concentracidén del anticuerpo indicado para alcanzar el 50 %
de la seflal en este ensayo. La Figura A corresponde al
porcentaje de monocitos vl1/vl tefiidos. La Figura B corresponde

a la intensidad media de fluorescencia (MFI) de los monocitos

vl/vl.

(C, D) Estudio de unidén de anticuerpos contra SIRPa en
monocitos humanos por citometria de flujo (FACS): se probaron
diferentes anticuerpos anti-SIRPa: ml8D5 (M) (n = 1), SE7C2
(A) (n = 2), 12D7 (1) (n = 2), 6G10 (4) (n = 4): La Figura C
representa la Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) de 1los
diferentes anticuerpos en una respuesta de dosis. La Figura D
representa el ©porcentaje de monocitos tefilidos sobre 1la
respuesta a la dosis de anticuerpos. El1 analisis estadistico

se realizd cuando fue posible.

(E, F, G) Variantes de SIRPa que se unen en la poblacidn
mediante anticuerpos anti-h SIRPa: La capacidad de diferentes
anticuerpos anti-hSIRPa para unirse a variantes de SIRPa en
los 32 voluntarios se mididé mediante FACS con una IgG anti-
ratdé4n PE. Todos los clones se analizaron a 10 pg/ml: ml18D5 (H),
12D7 (¥), 6G1l0 () y anticuerpos comerciales SE5AS5 ([J), SE7C2

(A) . La Figura E representa los voluntarios de la Variante 1
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homocigota (n = 16). La Figura F representa los voluntarios de
la Variante 2 homocigota (n = 8). La Figura G representa los

voluntarios de V1/V2 heterocigotas (n = 8).

Figura 4. Competencia de anticuerpos anti-SIRPa con CD47

en SIRPa.

(A) Evaluacidén por ELISA en SIRPa-His inmovilizado de
quiméricos (¢), HFLA (*), HFLB (+), HEFLA (A), HEFLB (W),
SIRP29 (A), Kwar23 (o) a diferentes concentraciones incubadas
con concentracidén constante de CD47-Fc biotinilada (6 pg/ml).
La revelacidén se realizd con estreptavidina peroxidasa para
detectar la molécula CD47 y se reveld mediante colorimetria a
450 nm usando un sustrato TMB. Los resultados de un segundo
experimento se dan con los valores de IC50. IC50 es la
concentracidén del anticuerpo indicado para inhibir el 50 % de

la seflal en este ensayo.

(B) Estudio de actividad antagonista de los anticuerpos
anti-SIRPa en la interaccidén SIRPa-CD47 por ELISA: Los
diferentes anticuerpos anti-SIRPa se probaron en una respuesta
a la dosis: clon ml8D5 (M) (n = 1), anticuerpo comercial SE5LSADS
(A) (n = 2) y ml2D7 (J) (n = 2). La Figura representa el
porcentaje de interacciones positivas para CD47 SIRPa-CD47
medidas por ELISA durante una respuesta de dosis de anticuerpos

anti-hSIRPa.

Figura 5. Competencia de anticuerpos anti-SIRPa con CD47

en monocitos humanos.

(A, B) Evaluacidén por citometria en monocitos humanos

(vl/v1l) de gquiméricos (¢), HFLA (*), HFLB (+), HEFLA (A), HEFLB
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(M) a diferentes concentraciones incubadas con concentracioén
constante de CD47-Fc biotinilada (10 pg/ml). La revelacidén se
realizé con FicoEritrina-estreptavidina para detectar la
molécula CD47 y se reveld mediante un citdmetro CantoII. IC50
es la concentracidédn del anticuerpo indicado para inhibir el 50
% de la seflal en este ensayo. La Figura A corresponde al
porcentaje de células positivas. La Figura B corresponde a la

intensidad media de fluorescencia.

(C) Estudio de la actividad antagonista de los anticuerpos
anti-SIRPa en la interaccidén Sirpa-CD47 por FACS: Los
diferentes anticuerpos anti-SIRPa se probaron en una respuesta
a la dosis: clon ml8D5 (M) (n = 1), anticuerpo comercial SE7C2
(A) (n = 2) y ml2D7 ([J) (n = 2). La Figura C representa el
porcentaje de células positivas para CD47 medidas por FACS

después de la competencia con anticuerpos anti-hSIRPa.

Figura 6. (A) Anédlisis de afinidad por Blitz del
anticuerpo anti-SIRP en la proteina recombinante SIRPa humana
preincubada o no con ligando SP-D. La proteina recombinante
SIRPa-His se inmovilizdé en un biosensor NINTA a 10 upg/ml y el
ligando SP-D se afadié a 100 upg/ml (concentracidén de
saturacidén) . Luego, se afiadid anticuerpo anti-SIRPa a 20 ug/ml
y los valores de afinidad se dedujeron después de un periodo
de asociacién (ka) de 120 segundos, seguido de un periodo de
disociacidén de 120 segundos (kd) para determinar la constante
de afinidad (KD). (B) Anadlisis de afinidad por Blitz del
anticuerpo anti-SIRP en la proteina recombinante SIRPa humana
preincubada con anticuerpo 18D5 de ratén. La proteina
recombinante SIRPa-His se inmovilizdé en un biosensor NINTA a
10 pg/ml y el anticuerpo anti-SIRPa se afiadié a 20 pg/ml

(concentracién de saturaciédn). Luego se afiadidé el ligando SP-
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D a 100 pg/ml y los valores de afinidad se dedujeron después
de un periodo de asociacidén (ka) de 120 segundos, seguido de
un periodo de disociacidén de 120 segundos (kd) para determinar
la constante de afinidad (KD).

Figura 7. (A) Andlisis de afinidad por Blitz de
anticuerpos anti-SIRP en proteina recombinante SIRPb humana.

La proteina recombinante SIRPb-His se inmovilizdé en un
biosensor NINTA y los anticuerpos indicados se agregaron a 20
pg/ml. Los valores se dedujeron después de un periodo de
asociacidén (ka) de 120 segundos, seguido de un periodo de
disociacién de 120 segundos (kd) para determinar la constante
de afinidad (KD). (B) Anadlisis de unidén de anticuerpos anti-
SIRP (recubrimiento de SIRPb-His humana y deteccidén de kappa
anti-humana). Evaluacién por ELISA en SIRPb-His inmovilizada
de HEFLB (M), SIRP29 (A), Kwar23 (o), B4B6 (4) y control de Ab
de IgG4 (M). La revelacidn se realizd con un anticuerpo anti-
humano de burro con la excepcidén de B4B6 revelado con un
anticuerpo de ratdén y revelado por colorimetria a 450 nm usando

un sustrato TMB.

Figura 8. (A) Anédlisis de afinidad por Blitz de
anticuerpos anti-SIRP en proteina recombinante SIRPg humana.

La proteina recombinante SIRPg-His se inmovilizdé en un
biosensor NINTA y los anticuerpos indicados se agregaron a 10
png/ml. Los valores se dedujeron después de un periodo de
asociacién (ka) de 120 segundos, seguido de un periodo de
disociacidén de 120 segundos (kd) para determinar la constante
de afinidad (KD). (B) Andlisis de unién mediante ensayo ELISA
de anticuerpos anti-SIRP en SIRPg (recubrimiento de SIRPg-His
humana y deteccidédn de kappa anti-humana). Evaluacidén por ELISA
en SIRPg-His inmovilizada de HEFLB (M), SIRP29 (A), Kwar23 (o),

LSB2-20 (e) y control de Ab de IgG4 (M). La revelacidén se
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realizdé con un anticuerpo antihumano de burro y se reveld

mediante colorimetria a 450 nm usando un sustrato TMB.

Figura 9. Analisis de afinidad por Blitz de CD47 en
proteina recombinante SIRPg humana preincubada con anticuerpos
anti-SIRP. La proteina recombinante SIRPg-His se inmovilizd en
un biosensor NINTA a 10 pg/ml y los anticuerpos indicados se
agregaron a 20 upg/ml (concentracidén de saturacidn). Luego, se
agregd CD47Fc a 100 pg/ml y los valores de afinidad se dedujeron
después de un periodo de asociacidén (ka) de 120 segundos,
seguido de un periodo de disociacidén de 120 segundos (kd) para

determinar la constante de afinidad (KD).

Figura 10. Intensidad media de fluorescencia geométrica
medida por citometria de flujo en (A) linfocitos T CD3+ humanos
periféricos, (B) gldébulos rojos o (C) plaquetas después de
tefilir con diferentes anticuerpos monoclonales y revelar con

anticuerpo fluorescente anti-IgG secundario.

Figura 11. Porcentaje de células T CD3+ humanas
periféricas positivas después de la tincidén con diferentes
anticuerpos monoclonales. La tabla indica el valor del % de

células positivas en experimentos duplicados.

Figura 12. Células T humanas aisladas de células
mononucleares de sangre periférica de voluntarios sanos se
estimularon con (A) (C) perlas anti-CD3+ anti-CD28 en una
proporcién de 1:1 durante 3 dias o (B) (D) con células
dendriticas (DC) alogénicas en una proporcién de células T 5:1
DC durante 5 dias o (E) con diferentes concentraciones de
derivado proteico no purificado de tuberculina (PPD) durante 5

dias. Se afiadieron anticuerpos en el dia 0 del cultivo. La
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proliferacién se midid mediante la incorporacidn de H?*-timidina
durante las Ultimas 12 horas de cultivo.

Figura 13. Se aislaron células T CD8+ de ratdn a partir
de esplenocitos de ratones sin tratamiento previo. Las células
T CD8 se estimularon con perlas anti-CD3+ anti-CD28 en una
proporcidén de 1:1 durante 3 dias. Se afiladieron anticuerpos en
el dia 0 del cultivo. La proliferacién se mididé mediante la
incorporacién de H?*-timidina durante las ultimas 12 horas de

cultivo.

Figura 14. Células T Thumanas aisladas de células
mononucleares de sangre periférica de voluntarios sanos se
estimularon con células dendriticas (DC) alogénicas en una
proporciédn de células T 5:1 DC durante 5 dias. Se afiadieron
anticuerpos en el dia 0 del cultivo. La proliferacién se midid
mediante la incorporacién de H®-timidina durante las ultimas

12 horas de cultivo.

Figura 15. (A) Efecto antitumoral administracidén i.p. de
anti-SIRPa (clon P84) tres veces a la semana durante 4 semanas
(300 png/inyeccidén) en combinacidén o no con dos inyecciones (dia
4 yv 8) de mAb anti-4-1-BB (clon 3H3, 100 pg/inyeccién) o con
inyecciones (dos veces a semana) de anti-PDL-1 (clon 10F.9G2,
200 pg/inyeccidén, tratamiento durante 4 semanas) en un modelo
ortotrépico de hepatoma murino (2,5x10° de células Hepa 1.6
inyectadas a través de la vena porta en el dia 0). Los ratones
fueron considerados curados cuando sobrevivieron tres veces
mas tiempo del tiempo necesario para que todos los ratones de
control murieran. (B) Las células infiltrantes de tumores se
analizaron el dia 13 después de la inoculacidén del tumor. (C)
Las células infiltrantes de tumores y las células de bazo se

analizaron el dia 13 después de la inoculacidén del tumor. (D)
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Ratones curados previamente en el modelo de hepatoma mediante
inyeccidén anti-SIRPa+ anti-4-1BB o ratones mutantes SIRPa
tratados con anti-4-1BB se volvieron a exponer mediante
inyeccién de células Hepa 1.6 en el Dbazo (2,5x10°
células/ratdn). Se inyectaron ratones sin tratamiento previo
en paralelo en la misma ruta para comparar el desarrollo de
tumores con ratones reexpuestos. Los ratones entonces se
dejaron sin tratamiento. (E) Los ratones curados previamente
en el modelo de hepatoma con anti-SIRPa+ anti-4-1BB se
volvieron a exponer mediante la inyeccidén de Hepa 1.6 células
en el bazo (2,5x10° células/ratdn) y su bazo se recogid 30 dias
después de la reexposicidén. Se aislaron esplenocitos vy
esplenocitos de células T. Los ratones no tratados se
inyectaron por via intravenosa con vehiculo, esplenocitos
completos (10x10°/ratén) o células T purificadas a partir de
esplenocitos (2,5x10%/ratén) y todos recibieron inyeccidn de
células Hepa 1.6 en el bazo (2,5x10° células/ratdn). Los
ratones entonces se dejaron sin tratamiento y se consideraron
curados cuando sobrevivieron tres veces mas tiempo del tiempo

necesario para que todos los ratones de control murieran.

Figura 16. Ratones curados previamente en el modelo de
hepatoma mediante inyeccidén anti-SIRPa+ anti-PDL1 se volvieron
a exponer mediante inyeccidén de células Hepa 1.6 en el bazo
(2,5%x10° células/ratdén). Se inyectaron ratones sin tratamiento
previo en paralelo en la misma ruta para comparar el desarrollo
de tumores con ratones reexpuestos. Los ratones entonces se

dejaron sin tratamiento.

Figura 17. Efecto antitumoral de administracidén i.p. de
anti-SIRPa (clon P84) tres veces por semana durante 4 semanas

(200 pg/inyeccidén) en un modelo ortotdpico de carcinoma mamario
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murino (0,25x10° de células 4T1 inyectadas en la gléandula
mamaria). El desarrollo del tumor se evaludé midiendo el
didmetro del tumor y se calculd de acuerdo con la férmula: =
(0,52*(d?))!>. Los ratones se sometieron a eutanasia cuando el
desarrollo del tumor era de casi 1000 mm® de acuerdo con las

pautas éticas.

Figura 18. Anadlisis de fenotipo de células inmunolégicas
en bazo, tumor y ganglios linfaticos de ratones tratados con
anti-SIRPa (clon P84) o ctrl mAb i.p. tres veces por semana
durante dos semanas (200 pg/inyeccidén) en un modelo ortotrdpico
de carcinoma mamario murino (0,25x10° de células 4T1 inyectadas
en la glandula mamaria). El andlisis de células inmunes se

realizé dos semanas después de la inoculacidén del tumor.

Figura 19. Anti-SIRPa (clon P84), anti-CD47 (clon MIAP410)
y control de isotipo irrelevante se administraron por via
intraperitoneal el dia 0 y el dia 2 a 12 mg/kg en ratones
C57B1/6. Las muestras de sangre se recogieron el dia 0 y el
dia 3 en tubos que contenian EDTA y se realizd un hemograma
con un analizador de hematologia XS-800i (Sysmex). El nivel de
hemoglobina (izquierda) y el porcentaje de hematocrito
(derecha) se evaluaron el dia 3. Las lineas de puntos
representan valores de rango normal en los ratones C57Bl/6 para

cada parametro.

Figura 20. (Arriba) Analisis de citometria de flujo de
mAb anti-SIRPa (HEFLB, gris) y anti-CD47 (B6H12, negro) en
comparacidédn con un mAb de control (linea punteada) en plaquetas
humanas recién aisladas de la sangre de donantes sanos. (Abajo)
Medicidén de agregacidn plaquetaria humana mediante agregdmetro

béptico en presencia de 50 pg/ml de mAb de control, anti-SIRPa
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(HEFLB), anti-CD47 (B6H12) o anti-integrina oIIb como control

positivo del inhibidor de agregacidén. Los anticuerpos se

evaluaron en plaquetas no activadas y activadas por ADP.

Figura 21. Se cultivaron células T CD4+ alogénicas en una
proporcidén 1:1 con células mieloides CD14+ extraidas de ascitis
de céncer de ovario (A) fresco o (B) congelado con 10 pg/ml de
anticuerpo de control (blanco), anti-SIRPa HEFLB (negro) o mAb
anti-CD47 (gris). La proliferacién se mididé el dia 5 por
incorporacién de *H-timidina. (C) Alternativamente, las células
T alogénicas se cultivaron en una proporcién de 5:1 con células
dendriticas alogénicas y una proporcidén diferente de células
mieloides CDl4+ extraidas de ascitis de céancer de ovario en

presencia de 10 pg/ml de anticuerpo como en (A).

EJEMPLOS

En los siguientes Ejemplos, el anticuerpo “18D5” (o
“ml18D5”) corresponde al anticuerpo de ratdén 18D5, el anticuerpo
“quimérico” corresponde al anticuerpo quimérico ratdédn/humano
18D5, y los anticuerpos “HALA, HALB, HBLA, HBLB, HCLA, HCLB,
HELA, HELB, HFLA, HFLB, HEFLA y HEFLB” corresponden a variantes
especificas de 18D5 humanizadas. Los anticuerpos 6G10 y 12D7
pertenecen al solicitante; estos anticuerpos se han obtenido
por el mismo procedimiento que ml8D5 y se usan como control.
Estos anticuerpos de control son anticuerpos monoclonales anti-

SIRPa humanas de ratdn IgGla.

Ademés, se usaron anticuerpos comerciales para
comparacién. El primero es un anticuerpo anti-SIRPa, llamado
SE7C2 (Santa Cruz sc-23863); el segundo anticuerpo es un

anticuerpo capaz de reconocer tanto SIRP o/f y se llama SES5AS
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(BioLegend BLE323802); y el tercero es un anticuerpo anti-SIRPa

humana llamado Kwar23 (Creative Biolabs). Un anticuerpo anti-
SIRPa humana 1llamado SIRP29 de 1la Universidad de Toronto
descrito en la solicitud PCT W02013056352 también se usd para

la comparacién.

Ejemplo 1. Analisis de unidén de los anticuerpos anti-SIRPa

en SIRPa por ELISA

Procedimiento: La actividad de unién de los anticuerpos
anti-SIRPa se evaludé mediante ELISA. Para el ensayo ELISA con
el anticuerpo quimérico, se 1inmovilizaron los anticuerpos
humanizados, SIRP29 y Kwar23, un hSIRPa recombinante (Sino
Biologicals, Beijing, China; referencia 11612-HO08H) sobre
pléastico a 0,5 pg/ml en tampdédn carbonato (pH 9,2) y se afadid
el anticuerpo purificado para medir la unidn. Después de la
incubacién y el lavado, se afiadié IgG antihumana de burro
marcada con peroxidasa (Jackson Immunoresearch; EE. UU.;
referencia 709-035-149) vy se reveld mediante procedimientos

convencionales.

Para el ensayo ELISA con los anticuerpos de ratédn, se
inmovilizé un hSIRPa recombinante (Sino Biologicals, Beijing,
China; referencia 10975-H08H) sobre pléastico a 0,5 pg/ml en
tampdén de carbonato (pH 9,2) vy se afiadié el anticuerpo
purificado para medir Unidén. Después de la incubacidén y el
lavado, se afiadidé la cadena Fc anti-ratén de cabra marcada con
peroxidasa (Jackson Immunoresearch; referencia 115-036-071) vy
se reveld mediante procedimientos convencionales.

Resultados: como se muestra en la Figura 1A, 1B y 1C, la
actividad de unidén de los diferentes anticuerpos anti-SIRPa en

SIRPa medida por ELISA mostrd concentraciones efectivas (EC50)
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de 2,9 ng/ml para el anticuerpo quimérico, 3,9 ng/ml para HALA,
5,1 ng/ml para HFLA, 4,0 ng/ml para HFLB, 7,1 ng/ml para HEFLA,
4,4 ng/ml de HEFLB en un primer experimento, 4,06 ng/ml para
el anticuerpo quimérico, 5,60 ng/ml para HCLA, 5,59 ng/ml para
HCLB, 4,61 ng/ml para HELA, 4,13 ng/ml para HELB en un segundo
experimento y 2,74 ng/ml para el anticuerpo quimérico, 2,53
ng/ml para HALB, 2,68 ng/ml para HBLA, 2,95 ng/ml para HBLB en
un tercer experimento. Esos resultados indican que 1los
anticuerpos de la invencidn probados son buenos aglutinantes
de SIRPa por ELISA en comparacidén con otros anticuerpos anti-
SIRPa conocidos SIRP29 (3,7 ng/ml) y Kwar23 (3,3 ng/ml). Esos
resultados indican que el epitopo reconocido por todos 1los
anticuerpos de la invencién es accesible cuando SIRPa esta

recubierto en un pocillo de pléastico.

Como se muestra en la Figura 1D, la actividad de unién de
diferentes anticuerpos anti-SIRPa en SIRPa medida por ELISA
mostrd una dosis efectiva (ED50) de 0,16nM (24ng/ml) para SESAS
y 0,06nM (9ng/ml) para el clon ml8D5. Los clones 6G10 y 12D7
no parecieron unirse a SIRPa mediante el ensayo ELISA. Esos
resultados indican que el clon ml8D5 es un buen ligante de
SIRPa por ELISA en comparacién con un anticuerpo comercial e
indica que el epitope reconocido por este clon es accesible
cuando SIRPa estd recubierto en un pozo de plastico en

comparacién con los clones 6G10 y 12D7.

Ejemplo 2. Medicidén de la afinidad del biosensor de los

anticuerpos anti-SIRPa para SIRPa

Procedimiento: Se inmovilizdé hSIRPa recombinante (Sino
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Biologicals, Beijing, China; referencia 11612-HO8H) en un chip
sensor CM5 (GeHealthcare; Francia) a 5 pg/ml (500RU) y 1los
anticuerpos se aplicaron a diferentes concentraciones con un
caudal de 40 pl/min. El1 andlisis se realizd con un BIAcore 3000
(Biacore, GeHealthcare). Los valores se midieron después de un
periodo de asociacidén (ka) de 3 minutos seguido de un periodo
de disociacién de 10 minutos (kd) para determinar la constante

de afinidad (KD).

Resultados: como se muestra en la Figura 2, los
anticuerpos de la invencién tienen una fuerte afinidad (KD)
por SIRPa (de 1,93e-10 M a 3,67e-10 M), que es equivalente a
la afinidad de los anticuerpos SIRP29 y Kwar23 anti-SIRPa
conocidos vy mejor que la afinidad de los anticuerpos

comerciales anti-SIRPa SE7C2 y SEbLAS.

Ejemplo 3. Ensavo de unién de SIRPa en monocitos humanos

por citofluorometria

Procedimiento: Para medir la unidén de los anticuerpos
anti-SIRPa en monocitos humanos, se afiadid® por primera vez
inhibidor de la unidén al receptor Fc humano (BD pharmingen;
EE. UU., referencia 564220) durante 30 minutos a temperatura
ambiente para bloquear los receptores Fc humanos en monocitos
humanos para reducir el fondo. Luego, se incubd un anticuerpo
durante 30 minutos a 4 °C, y se lavd antes de tefiir 30 minutos

a 4 °C con Fc de IgG anti-humana marcado con PE (Biolegend;

EE. UU., referencia 409303). Para los anticuerpos de ratdn, se
usoé un anti-IgG de raté4n marcado con PE (Jackson
Immunoresearch; referencia 715-116-151). Las muestras se

analizaron en el citofluordémetro BD LSRII o Canto II.
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Resultados: como se muestra en la Figura 3, los resultados
indican una fuerte unidén de los anticuerpos anti-SIRPa de la
invencidédn en monocitos humanos y una unién de aglutinante
(segln lo medido con la MFI (Intensidad Media de
Fluorescencia)) que los conocidos anticuerpos anti-SIRPa

Kwar23, SE7C2 y SE5SAS.

Ejemplo 4. Analisis competitivo entre CD47 v los

anticuerpos anti-STRPa mediante un ensayo ELISA antagonista

Procedimiento: Para el ensayo ELISA competitivo, se
inmovilizé hSIRPa recombinante (Sino Biologicals, Beijing,
China; referencia 11612-HO08H) sobre pléastico a 0,5 pg/ml en
tampdén de carbonato (pH 9,2). Para el anticuerpo quimérico,
los anticuerpos humanizados, SIRP29 y Kwar23, un anticuerpo
purificado (a diferentes concentraciones) se mezcld con 6 ug/ml
final (concentracién fija) de CD47Fc humana Dbiotinilada
(AcroBiosystems interchim; Francia; referencia: #CD7-H82F0)
para medir la unidén competitiva durante 2h a 37 °C. Después de
la incubacidén y el lavado, se agregd estreptavidina marcada
con peroxidasa (Vector laboratoring; EE. UU.; referencia SA-
5004) para detectar la unidén de Biotina-CD47Fc y se reveld

mediante procedimientos convencionales.

Para los anticuerpos de ratdn, se mezcld un anticuerpo
purificado (en diferentes concentraciones) con 0,04 ug/ml de
CD47Fc (Sino Biologicals, Beijing, China; referencia 12283-
HO2H) para medir la unidén competitiva durante 2 horas a 37 °C.
Después de la incubacién y el lavado, se afadidé la cadena de
Fc antihumana de Dburro marcada con peroxidasa (Jackson
Immunoresearch; referencia 709-035-149) para detectar la unidn

a CD47Fc y se reveld mediante procedimientos convencionales.
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Resultados: Como se muestra en la Figura 4, los
anticuerpos de la invencidén tienen una actividad antagonista
en la interaccién SIRPa-CD47. En particular, se observa que el
anticuerpo quimérico, HFLA, HFLB, HEFLA y HEFLB tienen una
mejor actividad antagonista en comparacidén con la actividad
antagonista de SIRP29 y el anticuerpo comercial anti-SIRPa

SEDLAS.

Ejemplo 5. Analisis competitivo entre CD47 v los

anticuerpos anti-SIRPa humanizados en monocitos humanos

mediante el ensayo de citofluorometria antagonista

Procedimiento: Para medir la competencia entre CD47 y los
anticuerpos anti-SIRPa humanizados en monocitos humanos, se
afiadidé un anticuerpo purificado en monocitos durante 15 minutos
a 4 °C, luego se mezcld con 5 upg/ml final de CD47Fc humano
biotinilado (AcroBiosystems Interchim; Francia; referencia:
#CD7-H82F6) y se incubd durante 30 minutos a 4 °C para medir
el anticuerpo de unidén competitiva. Después de la incubacidn y
el lavado, se afiadid estreptavidina marcada con PE
(BDBiosciences; EE. UU.; referencia 554061) durante 15 minutos
a 4 °C para detectar la unién de Biotin-CD47Fc y se analizd en

el citofluordmetro BD LSRII o Canto IT.

Para medir la competencia entre CD47 y los anticuerpos
anti-hSIRPa de ratdédn en monocitos humanos, se afadidé un
anticuerpo purificado en monocitos durante 15 minutos a 4 °C,
luego se mezcld con 5 pg/ml final de CD47Fc (Sino Biologicals,
Beijing, China; referencia 12283 -HO02H) y se incubd durante 15
min a 4 °C para medir el anticuerpo de unidén competitiva.

Después de la incubacién y el lavado, se afadidé Fc antihumano
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marcado con FITC (Beckman Coulter; referencia IM1627) durante
15 minutos a 4 °C para detectar la unién a CD47Fc y se analizd

en el citofluordmetro BD LSRII o Canto ITI.

Resultados: Como se muestra en la Figura 5, los
anticuerpos de la invencidn tienen una actividad antagonista

en la interaccidén SIRPa-CD47 en monocitos humanos.

Ejemplo 6. Competencia del procedimiento Blitz con SP-D
Procedimiento: Este procedimiento se realizd con un Blitz

(Forté Bio; EE. UU.; referencia C22-2 No 61010-1).

Condicién A: SIRPat+ anticuerpo anti-SIRPa+ proteina
tensioactivo D (SP-D). En una primera etapa, la proteina
recombinante SIRPa (His) (Sino Biologicals, Beijing, China;

referencia 11612-HO08H) se inmovilizdé a 10 pg/ml mediante una
cola de histidina en un biosensor Ni-NTA (Forté Bio; EE. UU.;
referencia 18-0029) durante 30 segundos. En una segunda etapa,
se agregaron anticuerpos anti-SIRPa a 20 pg/ml (concentracidn
de saturacién) durante 120 segundos. Luego, el SP-D humano (R
et D Systems; EE. UU.; referencia 1920-SP-050) se asocidé a 100
ng/ml, en competencia con anticuerpos anti-SIRPa, durante 120
segundos. La disociacidén de SP-D se realizd en tampdn cinético
durante 120 segundos. El anadlisis de los datos se realizd con
el software Blitz pro 1.2, que calculdé la constante de
asociacién (ka) y la constante de disociacidén (kd) y determind

la constante de afinidad KD (ka/kd).

Condicién B: SIRPa+ proteina tensioactivo D (SP-D) +
anticuerpo anti-SIRPa. En una primera etapa, la proteina
recombinante Sirp-a (His) (Sino Biologicals, Beijing, China;

referencia 11612-HO08H) se inmovilizé a 10 pg/ml mediante una
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cola de histidina en un biosensor Ni-NTA (Forté Bio; EE. UU.;
referencia 18-0029) durante 30 segundos. En una segunda etapa,
se afiadié SP-D humano (R et D Systems; EE. UU.; referencia
1920-SP-050) a 100 pg/ml durante 120 segundos. Luego, los
anticuerpos anti-SIRPa se asociaron a 20 ug/ml (concentracidn
de saturacidén) durante 120 segundos. La disociacidén del
anticuerpo anti-SIRPa se realizdé en tampdn cinético durante
120 segundos. Los datos de anadlisis se realizaron con el
software Blitz pro 1.2, que calculd la constante de asociacidn
(ka) y 1la constante de disociacidén (kd) vy determind la

constante de afinidad KD (ka/kd).

Resultados: Como se muestra en la Figura 6, la unidén del
anticuerpo anti-SIRPa 18D5 no bloquea la unidén de SP-D a SIRPa
y la unién de SP-D no bloquea la unién de 18D5 a SIRPa. Por lo
tanto, el anticuerpo de la invencidn no inhibe la interaccidn

entre SIRPa y SP-D.

Ejemplo 7. Afinidad de los anticuerpos anti-SIRPa para

SIRPb por el procedimiento de Blitz

Procedimiento: Este procedimiento se realizd con un Blitz
(Forté Bio; EE. UU.; referencia C€22-2 ©No 61010-1). Se
inmovilizd hSIRPb-His recombinante (Anticuerpos en linea; EE.
UU.; referencia ABIN3077231) a 10 npg/ml con una cola de
histidina en un biosensor Ni-NTA (Forté Bio; EE. UU.;
referencia 18-0029) durante 30 segundos. Luego, se asocid un
anticuerpo anti-SIRPa a 20 ug/ml durante 120 segundos. La
disociacién del anticuerpo anti-SIRPa se realizdé en tampdn
cinético durante 120 segundos. El1 andlisis de los datos se
realizbd con el software Blitz pro 1.2, que calculd la constante

de asociacién (ka) vy la constante de disociacién (kd) vy
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determindé la constante de afinidad KD (ka/kd).

Resultados: Como se muestra en la Figura 7A, los
anticuerpos de la invencidédn tienen una menor afinidad por SIRPDb
en comparacidén con SIRPa. En particular, se observa que el
anticuerpo quimérico, HFLA, HFLB, HEFLA, HEFLB tienen una

afinidad reducida por SIRPb en comparacién con SIRP29 y Kwar23.

Ejemplo 8. Unidén de ELISA de anticuerpos anti-SIRP en

SIRPb

Procedimiento: Para el ensayo ELISA de actividad, se
inmovilizd hSIRPb-His recombinante (Anticuerpos en linea; EE.
UU.; referencia ABIN1466557) sobre plastico a 1 pg/ml en tampdn
de carbonato (pH 9,2) y se agregd un anticuerpo purificado para
medir la unién. Después de la incubacidén y el lavado, se afladid
IgG antihumana de Dburro marcada con peroxidasa (Jackson
Immunoresearch; EE. UU.; referencia 709-035-149) y se reveld

mediante procedimientos convencionales.

Resultados: como se muestra en la Figura 7B, los
anticuerpos anti-SIRPa tienen una baja afinidad por SIRPb. Debe
indicarse que la revelacidn se realizd con un anticuerpo anti-
humano de burro para todos los anticuerpos excepto para B4B6
(revelado con un anticuerpo de ratdén), lo que puede explicar
que la seflal obtenida para el anticuerpo B4B6 anti-SIRPb es
mas baja que la sefial obtenida. Para los anticuerpos anti-

SIRPa.

Ejemplo 9. Analisis de afinidad de los anticuerpos anti-

SIRPa para SIRPg por el procedimiento de Blitz
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Procedimiento: Este procedimiento se realizd con un Blitz
(Forté Bio; EE. UU.; referencia C€$22-2 ©No 61010-1). Se
inmovilizd hSIRPg-His recombinante (Sino Biologicals, Beijing,
China; referencia 11828-H08H) a 10 wnpg/ml por la cola de
histidina en un biosensor Ni-NTA (Forté Bio; EE. UU.;
referencia 18-0029) durante 30 segundos. Luego, se asocid un
anticuerpo anti-SIRPa a 20 ug/ml durante 120 segundos. La
disociacién del anticuerpo anti-SIRPa se realizdé en tampdn
cinético durante 120 segundos. El andlisis de los datos se
realizbé con el software Blitz pro 1.2, que calculd la constante
de asociacién (ka) vy la constante de disociacién (kd) vy

determindé la constante de afinidad KD (ka/kd).

Resultados: Como se muestra en la Figura 8A, los
anticuerpos anti-SIRPa de la invencién tienen una baja afinidad
por SIRPg. Esta afinidad es ligeramente mas débil que 1la
afinidad de los anticuerpos anti-SIRPa conocidos SIRP2S vy
Kwar23. Sin embargo, las propiedades cinéticas difieren entre
los anticuerpos anti-SIRPa, SIRP29 y Kwar23, con una constante
de alta tasa de disociacidédn (Kd) para los anticuerpos anti-
SIRPa en comparacién con SIRP29 y Kwar23. En particular, HFLB
tiene la afinidad méds baja para SIRPg con un valor KD de 1,036e-
7 M gque equivale a una diferencia de 2 logs en comparacidn con

los valores KD de SIRP29 y Kwar23.

Ejemplo 10. Unidén de ELISA de los anticuerpos anti-SIRP

en SIRPg

Procedimiento: Para el ensayo ELISA de actividad, se
inmovilizé hSIRPg-His (Sino Biologicals, Beijing, China;
referencia 11828-H08H) sobre plastico a 1 pg/ml en tampdn de

carbonato (pH 9,2) vy se afiadidé anticuerpo purificado para medir
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la unién. Después de la incubacidén y el lavado, se afadidé IgG
antihumana de burro marcada con peroxidasa (Jackson
Immunoresearch; EE. UU.; referencia 709-035-149) y se reveld

mediante procedimientos convencionales.

Resultados: como se muestra en la Figura 8B, el anticuerpo
anti-SIRPa HEFLB no se une a SIRPg, mientras dque 1los
anticuerpos anti-SIRPa conocidos SIRP29 y Kwar23 muestran una

unién significativa a SIRPg.

Ejemplo 1ll1l. Competencia del procedimiento de Blitz con

CD47 para SIRPg: SIRPg + anticuerpo anti-STIRPa+ CD47

Procedimiento: Este procedimiento se realizd con un Blitz
(Forté Bio; EE. UU.; referencia C22-2 No 61010-1). En una
primera etapa, se inmovilizé hSIRPg-His (Sino Biologicals,
Beijing, China; referencia 11828-H08H) a 10 pg/ml por la cola
de histidina en un biosensor de Ni-NTA (Forté Bio; EE. UU.;
referencia 18-0029) durante 30 segundos. En una segunda etapa,
se afiadié un anticuerpo anti-SIRPa a 20 pg/ml (concentracidn
de saturacidén) durante 120 segundos. Luego, se asocid CD47Fc
humano (Sino Biologicals, Beijing, China; referencia 12283-
HO2H) a 100 pg/ml, en competencia con anticuerpos anti-SIRPa,
durante 120 segundos. La disociacidén de CD47Fc se realizd en
un tampdn cinético durante 120 segundos. Los datos de andlisis
se realizaron con el software Blitz pro 1.2, que calculd la
constante de asociacidén (ka) y la constante de disociacidén (kd)

y determindé la constante de afinidad KD (ka/kd).

Resultados: Como se muestra en la Figura 9, el HEFLB anti-
SIRPa de la invencidén no compite con la unidén de CD47 a SIRPg.

Por el contrario, los otros anticuerpos conocidos SIRP29 vy, en
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particular, kwar23 compiten con la unién de CD47 a SIRPg.

Ejemplo 12. Unidén a las células sangquineas por citometria

de fluijo

Procedimiento: El experimento se realizd para analizar la
unién de los anticuerpos anti-SIRPa en las células sanguineas
humanas. Se extrajeron linfocitos T positivos para CD3,
gldébulos rojos y plaquetas de sangre purificada de voluntarios
sanos. Las células se tifieron luego durante 30 minutos a 4 °C
con 10 microgramos/ml de cada anticuerpo analizado, se lavaron
y luego se tifieron con un anticuerpo anti-IgG fluorescente
secundario durante otros 30 minutos a 4 °C. Después de los
lavados, las células se analizaron en un citémetro de flujo

CANTO II (BD Bioscience).

Resultados: como se muestra en la Figura 10, las células
T, los gldébulos rojos y las plaguetas son positivas para CD47,
que se expresa de forma ubicua, y se tifieron con el anticuerpo
BoH12. Los anticuerpos SIRP29 'y Kwar23, como LSB2.20
(anticuerpo anti-SIRPy especifico), se unen a las células T
que se conocen por expresar SIRPy. Sin embargo, el anticuerpo
anti-STIRPa humanizado 18D5 no se une a las células T (se
obtuvieron los mismos resultados con cuatro diferentes
variantes humanizadas de 18D5 probadas). Los gldébulos rojos y
las plaquetas no expresan SIRPa y, por lo tanto, no se revelaron
con el anticuerpo 18D5 humanizado y los otros anticuerpos anti-
SIRPa. Este resultado muestra la especificidad del anticuerpo
18D5 humanizado para SIRPa en células vivas en comparacidén con

los anticuerpos anti-SIRPa conocidos.

Como se muestra en la Figura 11, las células T no se tifien
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con el anticuerpo 18D5 humanizado (se obtienen los mismos
resultados con cinco variantes humanizadas de 18D5 diferentes)
y con el 18D5 quimérico (datos no mostrados), mientras que mas

del 70 % de las células T se tifien Por SIRP29 y Kwar23.

Ejemplo 13. Proliferacidén de células T CD3+ humanas

Procedimiento: se aislaron hPBMC de una capa lustrosa de
voluntarios sanos. Las células T CD4 o CD8 se seleccionaron
mediante seleccidn positiva usando un AutoMACS (Miltenyi) y se
sembraron en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo).
Las seflales proliferativas fueron proporcionadas por
microperlas recubiertas con anti-CD3/anti-CD28
(LifeTechnologies) en una perla de 1 T para 1 célula T durante
tres dias, o células dendriticas albdgenas maduras generadas in
vitro en una célula 5 T durante 1 mDC durante 5 dias o con
diferentes concentraciones de derivado proteico no purificado
de tuberculina (PPD) durante 5 dias. Se agregaron anticuerpos
dirigidos a la via SIRPa/CD47 desde el inicio de la prueba de
proliferacidén a una concentracidén de saturacidédn (10 pg/ml). La
proliferacién se midid mediante la incorporacidén de H3*-timidina

durante las uUltimas 12 horas de cultivo.

Resultados: como se muestra en la Figura 12, las variantes
del anticuerpo anti-SIRPa HALA vy HEFLB no inhiben 1la
proliferacién de células T cuando las células T se estimulan
con cuentas anti-CD3+ anti-CD28 (A) (C) o <con células
dendriticas alogénicas (B) (D) o con PPD (E), mientras que el
anti-SIRPa Kwar23 inhibe la proliferacién de células T cuando
las células T se estimulan con células dendriticas alogénicas.
Como se esperaba, los anticuerpos anti-CD47 y el anticuerpo

anti-SIRPg son inhibidores de la proliferacién de células T.
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Ejemplo 14. Proliferacidén de células T CD8+ de ratdn

Procedimiento: Se aislaron esplenocitos de ratones sin
tratamiento previo. Las células T CD8 se seleccionaron mediante
seleccidn positiva usando un AutoMACS (Miltenyi) y se sembraron
en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las serfiales
proliferativas fueron proporcionadas por microperlas
recubiertas con anti-CD3/anti-CD28 (LifeTechnologies) en una
cuenta de 1 cuenta por 1 célula T durante tres dias. Se
agregaron un anticuerpo anti-SIRPa de ratén (P84) vy un
anticuerpo anti-CD47 (MIAP310) dirigidos a la via SIRPa/CD47
desde el inicio de la prueba de proliferacién a una
concentraciédn de saturacidén (10 pg/ml). La proliferacidn se
midié mediante la incorporacién de H3-timidina durante las

tltimas 12 horas de cultivo.

Resultados: como se muestra en la Figura 13, no hay
inhibicién del anticuerpo anti-SIRPa o anti-CD47 en la
proliferacidén de células T de ratdn. Este resultado se explica
por el hecho de que los ratones no expresan el gen SIRPg. Por
lo tanto, los ratones pueden usarse como modelo para predecir
los efectos in vivo de un anticuerpo especifico anti-SIRPa que
no se une a SIRPg. En contraste, los anticuerpos anti-CD47 o
no selectivos anti-SIRPa en la eficacia preclinica in vivo, en
particular sobre la inmunidad adaptativa y la generacidn de
linfocitos T de memoria, no son predictivos de la situacidn

humana.

Ejemplo 15. Proliferacidén de células T humanas.

Procedimiento: se aislaron hPBMC de una capa lustrosa de
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voluntarios sanos. Las células T CD4 o CD8 se seleccionaron
mediante seleccidn positiva usando un AutoMACS (Miltenyi) y se
sembraron en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo).
Las seflales proliferativas fueron proporcionadas por
microperlas recubiertas con anti-CD3/anti-CD28
(LifeTechnologies) en una perla de 1 T para 1 célula T durante
tres dias, o células dendriticas aldgenas maduras generadas 1in
vitro en una célula 5 T durante 1 mDC durante 5 dias. Los
anticuerpos se agregaron desde el inicio de 1la prueba de
proliferacidén a una concentracidén de saturacidédn (5 pg/ml para
los anticuerpos anti-CD47 y anti-SIRPa y 2,5 pg/ml para los
anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 y el 4- recombinante 1BBL). La
proliferacién se midié mediante la incorporacién de H3-timidina

durante las Ultimas 12 horas de cultivo.

Resultados: como se muestra en la Figura 14, los
anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 y el 4-1BBL recombinante tienen un
efecto de refuerzo en la proliferacidén de células T humanas,
mientras que el anti-CD47 tiene un efecto negativo en la
proliferacién de células humanas. Células T En particular, el
anticuerpo anti-CD47 previene la eficacia inmunoestimuladora
de las células T humanas de los agentes agonistas anti-PD-1/PD-
L1 o 4-1BB. El anti-SIRPa HEFLB no tiene un efecto

significativo sobre la proliferacidédn de células T.

Ejemplo 16. Efectos antitumorales en ratones

Procedimiento: Los ratones se anestesiaron con un cbctel
de xilazina/ketamina. Después de una laparotomia, se inyectaron
células tumorales Hepa 1.6 a través de la vena porta (2,5x10°
células/100 pl) en PBS. El tratamiento se inicidé 4 dias después

de la inyeccidén del tumor. El anticuerpo monoclonal anti-4-1BB
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agonista (3H3) se inyectd dos veces en d4 y d8 después de la
inyeccidén de células Hepa 1.6 (células de hepatocarninoma, HCC)
por via intraperitoneal en PBS (100 ng/inyeccidén). E1
anticuerpo monoclonal anti-PDL1 se inyectd dos veces por semana
durante 4 semanas por via intraperitoneal en PBS (200
pg/inyeccién) . E1l anticuerpo anti-SIRPa antagonista (P84) se
inyectdé tres veces por semana durante cuatro semanas por via

intraperitoneal en PBS (300 pg/inyeccidn) .

La respuesta antitumoral se evalud en el modelo ortotdpico
de HCC trece dias después de la inoculacién del tumor. En este
momento, se recogieron el tumor y el bazo para fenotipar las
células inmunes que se infiltraron en el tumor o de forma
sistémica. Los esplenocitos y las células no parenquimatosas
(NPC) del higado que son las células inmunes infiltrantes se
tifleron con cuatro mezclas diferentes para la adquisicidn de

citometria de flujo.

Resultados: como se muestra en la Figura 15A, el
anticuerpo anti-SIRPa solo prolonga significativamente la
supervivencia en una fraccidén de ratones (28 %) . En combinacién
con anticuerpos anti-4-1BB o anti-PDL1l, el anticuerpo anti-

SIRPa permite una tasa de respuesta muy alta de ratones que

sobreviven incluso después de la retirada del tratamiento.

Como se muestra en la Figura 15B, la combinacidén de anti-
SIRPa con un agente coestimulador (por ejemplo, anti-4-1BB) o
inhibidor del punto de control de células T (por ejemplo, anti-
PDL1) modifica el microentorno del tumor al disminuir las
células inmunoldgicas reguladoras e inmunosupresoras (Tregs,
Mo-MDSC) mientras aumenta la acumulacidén de células T CD8+ de

memoria efectora en combinacidn con anti-4-1BB. Las Mo-MDSC se
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caracterizan por una alta expresién de Ly6C y no Ly6G entre la

poblacidén CD1llb positiva y MHC clase II negativa.

Como se muestra en la Figura 15C, la combinacidén de anti-
SIRPa con un agente coestimulador (por ejemplo, anti-4-1BB) o
inhibidor de punto de control de células T (por ejemplo, anti-
PDL1) modifica la composicidén celular del microambiente tumoral
y en la periferia en el bazo, al disminuir la frecuencia de
células B inmaduras e ingenuas al tiempo que aumenta la
acumulacidén de memoria y células plasmablastas. De manera
similar, la acumulacidén de células NK citoliticas (CD27-
negativas) es inducida por el tumor y la periferia mediante la
combinacidén de anti-SIRPa con anti-41BB o anti-PDL1.

En conjunto, el anti-SIRPa modifica el tumor vy la
inmunidad ©periférica en particular las células inmunes
adaptativas (células T, células Tregs, células B) e innatas
(células MKM, macréfagos, células NK) que contribuyen a la

eliminacién del tumor y la proteccidén a largo plazo.

Ejemplo 17. Efectos antitumorales en ratones previamente

curados

Procedimiento: Ratones curados previamente en el modelo
de hepatoma mediante inyeccidén anti-SIRPa+ anti-4-1BB o ratones
mutantes SIRPa tratados con anti-4-1BB se volvieron a someter
a 1inyeccién de células Hepa 1.6 en el Dbazo (2,5x10°
células/ratén). Los ratones fueron anestesiados con 3 % de
isoflurano en el aire. Después de la incisidén en el flanco de
los ratones y el aislamiento del bazo, se inyectaron células
tumorales Hepa 1.6 en el bazo (2,5x10° células/50 upl) en PBS.

Se inyectaron ratones sin tratamiento previo en paralelo en la

misma ruta para comparar el desarrollo de tumores con ratones
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reexpuestos.

Resultados: como se muestra en la Figura 15D, todos los
ratones curados sobrevivieron cuando se volvieron a exponer vy,
por el contrario, murieron todos los ratones sin tratamiento
previo. Este resultado demuestra que las células T de memoria
fueron inducidas bajo terapia anti-SIRPa o ausencia de sefiales
de SIRPa (ratones mutantes SIRPa) y aun persisten en el largo

plazo en ratones curados.

Ejemplo 18. Efectos antitumorales de esplenocitos de

células T o esplenocitos completos recolectados de ratones

previamente curados

Procedimiento: Se sometieron a eutanasia ratones curados
anti-SIRPa+ anti-4-1BB y se recogidé el bazo. Después de la
lisis de gldébulos rojos, se extrajeron esplenocitos y se
aislaron células T positivas para CD3 de wuna parte de
esplenocitos con un AutoMACS. Después de la anestesia, a los
ratones se les inyectaron esplenocitos de células T (2,5x10°
células/100 pL) o esplenocitos completos (10x10° células/100
pL) o excipiente solo (PBS) por via intravenosa. Todos los
ratones recibieron células Hepa 1.6 a través de la vena porta

como se describid anteriormente (2,5x10° células/100 nL).

Resultados: como se muestra en la Figura 15E, 1los
esplenocitos y linfocitos T aislados recolectados de ratones
curados tienen un alto efecto positivo en la supervivencia de
los ratones. Estos resultados indican que las células T de
memoria estdn presentes en los esplenocitos de los ratones
curados después del tratamiento del hepatoma y son responsables

de la memoria inmune adaptativa a largo plazo.
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Ejemplo 19. Efectos antitumorales en ratones previamente

curados

Procedimiento: 1los ratones previamente curados en el
modelo de hepatoma mediante inyeccidén anti-SIRPa+ anti-PDL-1
se volvieron a exponer mediante inyeccidén de células Hepa 1.6
en el Dbazo (2,5x10% células/ratdn). Los ratones fueron
anestesiados con 3 % de isoflurano en el aire. Después de la
incisidén en el flanco de los ratones y el aislamiento del bazo,
se inyectaron células tumorales Hepa 1.6 en el bazo (2,5x10°
células/50 pl) en PBS. Se inyectaron ratones sin tratamiento
previo en paralelo en la misma ruta para comparar el desarrollo
de tumores con ratones reexpuestos.

Resultados: como se muestra en la Figura 16, todos los
ratones curados sobrevivieron cuando se volvieron a exponer vy,
por el contrario, murieron todos los ratones sin tratamiento
previo. Este resultado sugiere que las células T de memoria
todavia estadn presentes en ratones curados. Este resultado
demuestra que las células T de memoria fueron inducidas bajo
terapia anti-SIRPa y aun persisten a largo plazo en ratones

curados.

Ejemplo 20. Efectos del crecimiento de un tumor en un

modelo de carcinoma mamario

Procedimiento: Los ratones se anestesiaron con 3 % de
isoflurano en el aire. Los ratones se afeitaron en el abdomen
y se inyectaron células 4T1 en la glandula mamaria con una
jeringa de insulina (30 medidores) en 50 pl de PBS. EI
anticuerpo anti-SIRPa antagonista (P84) o un anticuerpo de
control se inyectd tres veces por semana durante cuatro semanas

por via intraperitoneal en PBS (200 pg/inyecciédn).
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Resultados: Como se muestra en la Figura 17, el anticuerpo
anti-SIRPa reduce significativamente (p<0,01) el crecimiento
del tumor en el modelo de carcinoma mamario en comparacidédn con

un anticuerpo de control.

La Figura 18 muestra el andlisis de células inmunes dos
semanas después de la inoculacién. E1 anti-SIRPa tiene un
efecto positivo en las células mieloides y no mieloides
(células T y NK) tanto en el tumor como en la periferia (bazo)
con una disminucién dramdtica de las Treg y la acumulacién de

células T de memoria.

Ejemplo 21. Efectos de los anticuerpos contra SIRPa sobre

la concentracidén de hemoglobina y sobre el hematocrito

Procedimiento: Anti-SIRPa (clon P84), anti-CD47 (clon
MIAP410) y control de isotipo irrelevante se administraron por
via intraperitoneal el dia 0 y el dia 2 a 12 mg/kg en ratones
C57Bl/6. Las muestras de sangre se recogieron el dia 0 y el
dia 3 en tubos que contenian EDTA y el recuento sanguineo se
realizé con un analizador de hematologia XS-800i (Sysmex). E1
nivel de hemoglobina (izquierda) y el porcentaje de hematocrito

(derecha) se evaluaron en el dia 3.

Resultados: como se muestra en la Figura 19, el anticuerpo
anti-SIRPa no tiene efecto téxico sobre la concentracidn de
hemoglobina y sobre el hematocrito. Por el contrario, el
anticuerpo anti-CD47 induce una disminucién de la concentracién
de hemoglobina y del hematocrito de acuerdo con la anemia

observada durante la fase 1 en el hombre.
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Ejemplo 22. Agregacidén plagquetaria

Procedimiento: se extrajo sangre de donantes sanos vy
voluntarios en tubos de recoleccidédn de Vacuette (Greiner Bio-
One) tamponados con citrato de sodio. El1 plasma rico en
plaquetas (PRP) y el plasma pobre en plaquetas (PPP) se
obtuvieron por centrifugacidén durante 10 minutos a 200 g y 15
minutos a 3.500 g, respectivamente. El1 PRP de trabajo se ajustd
a 3x10® plaquetas.L™!. Ensayos de 1inhibicién: los mAb se
incubaron previamente con PRP para una concentracién final de
40 o 50 pg.mL™! anticuerpos de prueba. Después de 3 minutos sin
agitacidén, se inicid la agregacidn plaquetaria con la adiciédn
de ADP 5 uM. La agregacidén se determind midiendo la transmisidn
de luz a través de la muestra a 37 °C con agitacidédn continua
usando un agregbémetro oSptico esténdar (TA-8V  Thrombo-
Aggregometer, SD Innovation SAS, Frouard, Francia). La
transmisidén de PPP se fijd en 100 %. La agregacidn se registrd
con agitacién durante un total de 5 minutos. FEnsayos de
induccidén: la agregacidén plaquetaria se 1inicidé directamente
mediante la adicién de mAb (50 pg.mL™'). La agregacidén se

registrdé con agitacidén por un total de maximo 10 minutos.

Resultados: Como se muestra en la Figura 20, a diferencia
de los anticuerpos anti-CD47, los anticuerpos anti-SIRPa no se
unen a los gldébulos rojos o plaguetas humanos. En consecuencia,
el anti-CD47 induce la agregacidén de plagquetas humanas in vitro
mientras que los anticuerpos anti-SIRPa no lo hacen. De manera
similar, los anticuerpos anti-SIRPa no perturban la agregaciédén
reversible de plaquetas humanas inducidas por ADP, mientras

que la anti-integrina alfa 2b la revoca completamente.

Ejemplo 23. Proliferacidédn de células T alogénicas por
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células CDl4+ que bloquean SIRPa de una ascitis ovarica de

cancer

Procedimiento: Se aislaron células T CD4 alogénicas
mediante seleccidén positiva usando un AutoMACS (Miltenyi) de
hPBMC de una capa leucocitaria de un voluntario sano. CD4 se
colocaron en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo).
Las células CD14+ se aislaron por el mismo procedimiento de la
ascitis de un paciente ovarico con cancer. Las células CD14+
se colocaron en placas con las células T CD4 alogénicas en una
proporcidén de 1:1 durante 5 dias. En algunas condiciones, se
agregaron células dendriticas derivadas de monocitos
alogénicos (moDC) maduradas con LPS humano en una proporcidn
de 1:5 para estimular las células T y se analizd la accidn
inmunosupresora de diferente proporcién de MDSC CD14+
purificada de la ascitis. Se agregaron anticuerpos dirigidos a
la via SIRPa/CD47 desde el inicio de la prueba de proliferacidn
a una concentracién de saturacién (10 pg/ml). La proliferacidn
se mididé mediante la incorporacién de H?-timidina durante las

ultimas 12 horas de cultivo.

Resultados: como se muestra en las Figuras 21A y 21B, las
células mieloides  humanas frescas 'y congeladas (TAM)
purificadas a partir de la ascitis por céncer de ovario son
linfocitos T humanos alogénicos hipoestimulantes. En contraste
con los anticuerpos anti-CD47, 1los anticuerpos anti-SIRPa
modifican las propiedades de las células mieloides permitiendo

la activacién y proliferacidén de las células T humanas.

Como se muestra en la Figura 21C, las células mieloides
humanas (MDSC) purificadas a partir de la ascitis por céncer

de ovario pueden suprimir la proliferacidén de células T humanas
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inducida por moDC alogénica en una proporcidén de 1:1 y 2:1 de

mieloides a células T. En contraste con los anticuerpos anti-

cb47, los anticuerpos anti-SIRPa

inmunosupresién inducida por MDSC humana.

no

potencian

la
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unién
a antigeno que se unen especificamente al menos a un péptido
de una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ 1ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 dentro de SIRPa humana,

en particular, que se unen especificamente al péptido de
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3 dentro de
SIRPa humana y al menos a otro péptido de secuencia de
aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6
dentro de SIRPa humana; y/o

que se unen especificamente a un epitope conformacional
que comprende al menos un péptido seleccionado del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72 dentro

de SIRPa humana.

2. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn
a antigeno de acuerdo con la reivindicacidén 1, que se unen
especificamente a los péptidos de la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2.SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 dentro de SIRPa humana; y/o

gque se unen especificamente a un epitope conformacional
que consiste en el péptido de la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 73 y el péptido de la secuencia de

aminodcidos SIR dentro de SIRPa humana.

3. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de

unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn
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a antigeno de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, que
comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada que comprende
HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y/o

b) un dominio variable de cadena ligera que comprende
LCDR1, LCDR2 y LCDR3,

en el que:

- HCDR1 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 14,

- HCDR2 comprende o consiste en la secuencia de
aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16,

- HCDR3 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19 o SEQ ID NO: 20,

- LCDR1 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 21,

- LCDRZ2 comprende o consiste en la secuencia de
aminodcidos expuesta en SEQ ID NO: 22, y

- LCDR3 comprende o consiste en la secuencia de

aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 23.

4. Un anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn
a antigeno, que comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada que comprende
HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y/o

b) un dominio wvariable de cadena ligera que comprende
LCDR1, LCDR2 y LCDR3,

en donde:

- HCDR1 comprende o <consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 14,

- HCDR2 comprende o consiste en la secuencia de
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aminodcidos expuesta en SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16,

- HCDR3 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19 o SEQ ID NO: 20,

- LCDR1 comprende o consiste en 1la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 21,

- LCDR2 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 22 y

- LCDR3 comprende o consiste en la secuencia de

aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO: 23.

5. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, gque es un anticuerpo antagonista anti-

SIRPa, que inhibe la unidén de CD47 humana a SIRPa humana.

6. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unién
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, que no se une especificamente a SIRPg

humana.

7. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, que no se une especificamente a células

T humanas, en particular a células T CD3+.

8. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unién

a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 7, que no inhibe 1la proliferacién de

células T humanas.

9. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unidén a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, que no inhibe la unién de CD47 humana

a SIRPg humana.

10. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unién
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, que comprende:

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminocdcidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26,
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30,
y/o

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33,

en particular, gque comprende:

- un dominio variable de cadena ligera que comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
33, vy

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26,
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30,
en particular SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, y mas

particularmente SEQ ID NO: 30.
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11. El1 anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, gque comprende:

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
24, y

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

31,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 25, vy

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 25, vy

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

33,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
26, vy

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminoadcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,
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- un dominio variable de cadena
consiste en la secuencia de aminoacidos
26, y

- un dominio variable de cadena
consiste en la secuencia de aminoacidos

33,

- un dominio variable de cadena
consiste en la secuencia de aminoacidos
27, vy

- un dominio variable de cadena
consiste en la secuencia de aminoacidos

32,

- un dominio variable de cadena
consiste en la secuencia de aminoacidos
27, vy

- un dominio variable de cadena
consiste en la secuencia de aminoacidos

33,

- un dominio variable de cadena

pesada que comprende O

expuesta en SEQ ID NO:

ligera que comprende o

expuesta en SEQ ID NO:

pesada que comprende O

expuesta en SEQ ID NO:

ligera que comprende o

expuesta en SEQ ID NO:

pesada que comprende O

expuesta en SEQ ID NO:

ligera que comprende o

expuesta en SEQ ID NO:

pesada que comprende O

consiste en una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID

NO: 28, y
- un dominio variable de cadena

consiste en la secuencia de aminoacidos

32,

ligera que comprende o

expuesta en SEQ ID NO:

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©

consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID

NO: 28, y

- un dominio variable de cadena

ligera que comprende o
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consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

33,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
29, vy

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende o
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada gue comprende ©
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:
29, vy

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

33,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID
NO: 30, y

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en la secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:

32,

- un dominio variable de cadena pesada gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID
NO: 30, y

- un dominio variable de cadena ligera gque comprende ©
consiste en una secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID

NO: 33.

12. E1 anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
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unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unién
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, en donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal humanizado, en particular en donde el
dominio constante de cadena ligera de anticuerpo se deriva de
un dominio constante de cadena ligera kappa humana, mas
particularmente en donde el dominio constante de cadena ligera
consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 35, y en donde el dominio
constante de cadena pesada del anticuerpo se deriva de un
dominio constante de cadena pesada de IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4
humana, en particular de un dominio constante de cadena pesada
de IgG4 humana, mas particularmente en donde el dominio
constante de cadena pesada de anticuerpo consiste en la

secuencia con SEQ ID NO: 34.

13. El anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unién
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, o

un anticuerpo antagonista anti-SIRPa humana o un fragmento
de unidén a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de
unién a antigeno, que inhibe la unidén de CD47 humana a SIRPa
humana, y que no se une especificamente a SIRPg humana, y/o
que no se une especificamente a células T humanas, y/o que no
inhibe la proliferacidén de células T humanas, y/o que no inhibe
la unidén de CD47 humana a SIRPg humana,

para su uso como un medicamento.

14. E1 anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidn
a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12, o
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un anticuerpo antagonista anti-SIRPa humana o un fragmento
de unidén a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de
unidén a antigeno, que inhibe la unidén de CD47 humana a SIRPa
humana, y gque no se une especificamente a SIRPg humana, y/o
que no se une especificamente a células T humanas, y/o que no
inhibe la proliferacidén de células T humanas, y/o que no inhibe
la unién de CD47 humana a SIRPg humana,

para su uso en la prevencidén o el tratamiento de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en un céancer
(en particular céncer inflamatorio y cancer con células
mieloides infiltradas, particularmente con células MDSC vy/o
TAM infiltradas), una enfermedad infecciosa, una enfermedad
inflamatoria crbédnica, una enfermedad autoinmune, una
enfermedad neuroldégica, una lesidén cerebral, una lesidn
nerviosa, una policitemia, una hemocromatosis, un traumatismo,
un shock séptico, wuna enfermedad infecciosa crdénica (en
particular Pseudomonas y CMV), fibrosis, aterosclerosis,
obesidad, diabetes tipo II y una disfuncidén por trasplante, o

para su uso en vacunacién.

15. E1 anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de
unién a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unién
a antigeno como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, para su uso de acuerdo con la
reivindicacién 14, en donde dichos anticuerpo anti-SIRPa humana
o fragmento de unién a antigeno del mismo o mimético de
anticuerpo de unidén a antigeno se administran a un paciente

que presenta un tumor positivo a SIRPa.

16. Una composicidén farmacéutica que comprende al menos
un anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento de unidén a

antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de unidén a
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antigeno Como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, vy un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

17. Un producto de combinacidén que comprende:

- al menos un anticuerpo anti-SIRPa humana o un
fragmento de unién a antigeno del mismo o un mimético de
anticuerpo de unidén a antigeno como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 14, y

- al menos un segundo agente terapéutico seleccionado
del grupo que consiste en agentes quimioterapéuticos, agentes
de radioterapia, agentes inmunoterapéuticos, agentes de
terapia celular, antibidticos y probidticos; en particular,
agentes inmunoterapéuticos seleccionados del grupo que
consiste en un blogueador del punto de control o un activador
de células inmunoldgicas adaptativas, particularmente
seleccionado del grupo que consiste en anti-PDL1, anti-PDI1,
anti-CTLA4, anti-CD137, anti-CD2, anti-CD28, anti-CD40, anti-
HVEM, anti-BTLA, anti-CD160, anti-TIGIT, anti-TIM-1/3, anti-
LAG-3, anti-2B4 vy anti-0X40, agonista anti-CD40, CD40-L,
agonistas de TLR, anti-ICOS, ICOS-L y agonistas de receptores
de células B,

para su uso simultaneo, separado o secuencial como un

medicamento.

18. Una molécula de &cido nucleico aislada que codifica
un anticuerpo o un fragmento de unidén a antigeno del mismo o
un mimético de anticuerpo de unidén a antigeno de acuerdo con

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

19. Un vector que comprende una molécula de acido

nucleico de acuerdo con la reivindicacidn 18.
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20. Una célula huésped aislada que comprende una molécula
de &acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 18 y/o un

vector de acuerdo con la reivindicacidn 19.

21. Un polipéptido, particularmente un antigeno, que
comprende o consiste en la secuencia del epitopo de SIRPa
humana que consiste en SEQ ID NO: 3,

en particular un antigeno que comprende o consiste en la
secuencia del epitopo de SIRPa humana que consiste en SEQ ID
NO: 3 y al menos una secuencia del epitopo de SIRPa humana
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ 1ID
NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, mas
particularmente un antigeno que comprende o consiste en las
secuencias de epitopos de SIRPa humana que consisten en SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5
y SEQ ID NO: 6,

dicho polipéptido consiste en una secuencia de hasta 300

aminodcidos.

22. Un procedimiento para fabricar un anticuerpo como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que
comprende inmunizar a un animal no humano, en particular a un
mamifero no humano, contra al menos un antigeno como se define
en la reivindicacidén 21 y/o contra al menos un antigeno que
comprende o consiste en al menos un péptido seleccionado del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO:
72, SEQ ID NO: 73 y el péptido de la secuencia de aminoacidos
SIR, consistiendo dicho antigeno en una secuencia de hasta 300
aminoacidos y, en particular, recolectar el suero resultante
de dicho animal no humano inmunizado para obtener anticuerpos

dirigidos contra dicho antigeno.
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23. Un procedimiento in vitro o ex vivo para determinar
células SIRPa positivas en un sujeto a partir de una muestra
biolégica previamente obtenida de dicho sujeto, gque comprende:

i) determinar in vitro la expresidén y/o el nivel de
expresién de SIRPa en una muestra Dbioldgica obtenida
previamente de dicho sujeto usando el anticuerpo anti-SIRPa
humana o un fragmento de unién a antigeno del mismo o un
mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se define en

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

24. Un procedimiento de diagnédstico in vitro o ex vivo,
en particular un procedimiento de diagndéstico adecuado para su
uso en medicina personalizada, mas particularmente en un
diagnéstico complementario, en donde un anticuerpo anti-SIRPa
o un fragmento de unidédn a antigeno o un mimético de anticuerpo
de unidé a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 se usan para la deteccidén de células
SIRPa+ en una muestra obtenida previamente de un sujeto vy

opcionalmente para la cuantificacidén de la expresidédn de SIRPa.

25. Uso de un anticuerpo anti-SIRPa o de un fragmento de
unién a antigeno del mismo o de un mimético de unidén a antigeno
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14,
en la fabricacién de un medicamento adecuado para su uso en
una prueba de diagnéstico, en particular para su uso en
medicina ©personalizada, o en una prueba de diagndstico

complementaria.

26. Uso 1in vitro o ex vivo de al menos un anticuerpo
anti-SIRPa humana o del fragmento de unién a antigeno del mismo

o del mimético de anticuerpo de unidén a antigeno como se define
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en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 en un
procedimiento en el que se usa SIRPa como un biomarcador que
es predictivo para la respuesta a un tratamiento en un sujeto,

en particular en un sujeto con cancer.

27. Un procedimiento in vitro o ex vivo para predecir la
respuesta de un sujeto con cancer a un tratamiento, en
particular con un anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento
de unidén a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de
unién a antigeno como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, gque comprende:

- determinar el nivel de expresidédn de SIRPa en una
muestra de tumor obtenida previamente de un sujeto, en
particular con un anticuerpo anti-SIRPa humana o un fragmento
de unidén a antigeno del mismo o un mimético de anticuerpo de
unién a antigeno como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, vy

- comparar el nivel de expresién de SIRPa con un valor
representativo de un nivel de expresidén de SIRPa en una
poblacidén de sujetos que no responden,

en donde un nivel de expresidén més alto de SIRPa en la
muestra de tumor del sujeto es indicativo para un paciente que

respondera al tratamiento.
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RESUMEN

La presente invencidén proporciona nuevos anticuerpos
anti-SIRPa capaces de antagonizar especificamente la
interaccidén entre SIRPa y CD47, sin afectar la interaccidn

entre SIRPg y CD47, y sus usos.
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