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PROTEINAS DE UNION TRIESPECIFICAS Y/O TRIVALENTES

REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la prioridad de la solicitud provisional de los
U. S. con numero de serie 62/322.036, presentada el 13 de abril de 2016; la prioridad de la
solicitud provisional de los U. S. con niumero de serie 62/331.191, presentada el 3 de mayo
de 2016; la prioridad de la solicitud provisional de los U. S. con niUmero de serie 62/412.187,
presentada el 24 de octubre de 2016; y la solicitud EP N.° EP17305298.6, presentada el
17 de marzo de 2017, que se incorporan en la presenta por referencia en su totalidad.

PRESENTACION DEL LISTADO DE SECUENCIA EN ARCHIVO DE TEXTO ASCII

El contenido de la siguiente presentacion en archivo de texto ASCII se incorpora en
la presente por referencia en su totalidad: una forma legible por computadora (CRF) del
listado de secuencias (nombre del archivo: 183952027140SEQLISTING.txt, fecha
registrada: 11 de abril de 2017, tamafio: 200 KB).

CAMPO DE LA INVENCION

La descripcion se refiere a proteinas de unién triespecificas y/o trivalentes que
comprenden cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unién al antigeno que
se unen especificamente a una 0 mas proteinas diana, donde un primer par de polipéptidos
que forman la proteina de union poseen dominios variables duales que tienen una
orientacion cruzada y donde un segundo par de polipéptidos que forman la proteina de
unién posee un dominio variable Unico. La descripcién también se refiere a métodos para
preparar proteinas de unién triespecificas y/o trivalentes y los usos de tales proteinas de
union.

ANTECEDENTES

Los agentes bioterapéuticos basados en anticuerpos monoclonales se han
convertido en una via importante para el desarrollo de nuevos farmacos. La tecnologia de

anticuerpos monoclonales ofrece direccionamiento especifica, administracion de
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sefalizacién precisa y/o carga Util para la poblacién celular especifica, y proporciona un
efecto bioldgico duradero a través de sus funciones Fc. Los esfuerzos en la ingenieria de
anticuerpos han permitido desarrollar anticuerpos biespecificos que combinan las
especificidades de dos anticuerpos monoclonales para diversas aplicaciones biolégicas, lo
que amplia el alcance del desarrollo del farmaco de anticuerpo. Los anticuerpos
neutralizantes recién descubiertos con amplitud y potencia mejoradas pueden proporcionar
mas opciones para desarrollar agentes bioterapéuticos para tratar enfermedades
complejas tales como cancer, artritis y/o trastornos inflamatorios.

BREVE EXPOSICION

Se proporcionan en la presente proteinas de unién multiespecificas (por ejemplo,
anticuerpos) que forman tres sitios de unién a antigeno. Estas proteinas de unién pueden
unirse especificamente con uno, dos o tres dianas de antigenos o proteinas diana.

En una realizacién, la descripcion proporciona una proteina de unién que
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unién a antigeno que
especificamente se unen con una o varias dianas de antigenos o proteinas diana, en donde
una primera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la férmula:

Vio—L1=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhi—Ls—Vu—Ls—Ch1  [ll]
y una tercera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhs—Chri [y
y una cuarta cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la férmula:
V|_3—C|_ [|V]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
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V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.
En algunas realizaciones, la segunda y/o la tercera cadena polipeptidica también
comprenden una regién Fc ligada con Cyi, en donde la region Fc comprende una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 Y Chs.
En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de unién que
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unién a antigeno que
se unen especificamente a una o varias proteinas diana, en donde una primera cadena
polipeptidica comprende una estructura representada por la formula:
Vio—Li=Vii—L—Co [1]

y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la

formula:
VH1—L3—VH2—L4—CH1—bisag ra—CHz—CHs [| |]

y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
VH3—CH1—bi3agra—CH2—CH3 [|||]

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
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V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobulina;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy2 de inmunoglobulina;

Cusz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y
Ch2; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula 1l forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada.

En algunas realizaciones, la proteina de unién es triespecifica y capaz de unir
especificamente tres diferentes dianas de antigenos. En algunas realizaciones, la proteina
de unidn es trivalente pero biespecifica y capaz de unirse especificamente con tres dianas
de antigenos, siendo iguales dos de ellos. En algunas realizaciones, la proteina de union
de la presente descripcidbn es trivalente pero monoespecifica y capaz de unirse
especificamente con tres dianas de antigenos, siendo todos ellos iguales. En algunas
realizaciones, la proteina de union es capaz de inhibir la funcion de una o varias proteinas
diana. En algunas realizaciones, la proteina de unién es triespecifica y capaz de unirse
especificamente con tres diferentes dianas de antigenos.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende uno, dos o tres sitios de unién a antigeno que especificamente unen una
proteina diana selecciona de A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BIiS, BTK,
BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (también conocida como VTCN1), B7H5, B7H6, B7TH7, B7TRP1,

B7-4, C3, C5, CCL2 (también conocida como MCP-1), CCL3 (también conocida como
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MIP-l1a), CCL4 (también conocida como MIP-1b), CCL5 (también conocida como
RANTES), CCL7 (también conocida como MCP-3), CCL8 (también conocida como mcp—
2), CCL11 (también conocida como eotaxina), CCL15 (también conocida como MIP-1d),
CCL17 (también conocida como TARC), CCL19 (también conocida como MIP-3b), CCL20
(también conocida como MIP-3a), CCL21 (también conocida como MIP-2), CCL24
(también conocida como MPIF-2/eotaxina—2), CCL25 (también conocida como TECK),
CCL26 (también conocida como eotaxina—3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23
(también conocida como FCER2, un receptor para IgE), CD24, CD27, CD28, CD38, CD39,
CD40, CD70, CD80 (también conocida como B7-1), CD86 (también conocida como B7—-
2), CD122, CD137 (también conocida como 41BB), CD137L, CD152 (también conocida
como CTLA4), CD154 (también conocida como CD40L), CD160, CD272, CD273 (también
conocida como PDL2), CD274 (también conocida como PDL1), CD275 (también conocida
como B7H2), CD276 (también conocida como B7H3), CD278 (también conocida como
ICOS), CD279 (también conocida como PD-1), CDH1 (también conocida como E-
cadherina), quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1 (también conocida como M—CSF),
CSF-2 (también conocida como GM-CSF), CSF-3 (también conocida como GCSF),
CX3CL1 (también conocida como SCYD1), CXCL12 (también conocida como SDF1),
CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1,
FCER1A, FCERL1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1,
HVEM, ICOSLG, IDO, IFNaq, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra,
IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15,
IL17, IL17Rb (también conocida como receptor para IL25), IL18, IL22, IL23, IL25, IL27,
IL33, IL35, ITGB4 (también conocida como b4 integrina), ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina,
LPFS2, MHC clase II, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa—1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor
plaguetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocida como receptor
para IL33), STEAP2, Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5,

TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también conocida como co-
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receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1 (también
conocida como GPR5/CCXCRL1). En algunas realizaciones, uno o varios de los dianas de
antigenos anteriores son dianas de antigenos humanos. En algunas realizaciones, la
proteina de union de la presente descripcibn es triespecifica y capaz de unirse
especificamente con tres diferentes dianas de antigenos seleccionados de la lista anterior.
En algunas realizaciones, la proteina de union de la presente descripcion es trivalente pero
biespecifica y capaz de unirse especificamente con tres dianas de antigenos seleccionados
de la lista anterior, siendo dos de ellos iguales. En algunas realizaciones, la proteina de
unién de la presente descripcidn es trivalente pero monoespecifica y capaz de unirse
especificamente con tres dianas de antigenos seleccionados de la lista anterior, siendo
todos ellos iguales. En algunas realizaciones, la proteina de union se une especificamente
con tres proteinas diana que corresponden a dos proteinas diana en células T y a una
proteina diana tumoral. En algunas realizaciones, una de dichas proteinas diana en células
T es CD3. En algunas realizaciones, una de dichas proteinas diana en células T es CD28.
En algunas realizaciones, dicha proteina diana tumorales CD38. En algunas realizaciones,
la proteina de unién se une especificamente tres proteinas diana que corresponden a dos
proteinas diana en células T y a una proteina diana seleccionada del grupo que consiste
en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4,
B7H5, B7H6, B7H7, B7TRP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCLS,
CCL11, CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4,
CD3, CD19, CD20, CD23, CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86,
CD122,CD137,CD137L,CD152, CD154, CD160, CD272, CD273, CD274, CD275, CD276,
CD278, CD279, CDH1, quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3,
CX3CL1, CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa
1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2,
HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B,

IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhiL10, IL12, IL13,
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IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18, 1L22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK,
KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa—1, OX40,
OX40L, PD-1H, receptor plaquetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2,
Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa,
TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM vy
XCR1.
En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de unién que
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de union a antigeno, en
donde una primera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vi—Li—Vi—L-C, [1]

y una segunda cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls+—Ch1 [

y una tercera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vha—Chi [

Yy una cuarta cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y

L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;
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en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

(@) Vi, Viz ¥ Viz son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
2,4,10, 14, 18, 22, 115;

(b) Vi1, Vi2 y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera de un dominio variable que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
43-59, 123-125;

(c) Vi1, Vi2 Y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 151, 153, 155, 157, 159,
161, 163, 165y 167; 0

(d) Vi1, Viz y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de
aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 43-59, 123-125, 138-140 y
149; o

(e) Vi1, Viz y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera y/o secuencia del dominio variable
mostrada en las tablas 2-5; y

en donde:

(@) Vu1, V2 ¥ Vs son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
1,3,9, 13, 17, 21, 114;

(b) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones

determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable que
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comprende una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
25-42, 120-122;

(¢) Vi1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 150, 152, 154, 156, 158,
160, 162, 164 y 166;

(d) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 25-42, 120-122 y 126-128,
o

(e) Vmui, Vu2 Y Vuz comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio
variable mostrada en las tablas 2-5.

En algunas realizaciones, la segunda y/o la tercera cadena polipeptidica también
comprenden una regién Fc ligada con Cyi, en donde la region Fc comprende una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 Y Chs.

En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de unién que
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de union a antigeno, en
donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Vi—Li—Vii-L—C, [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls—Cri—bisagra—Cro—Chs [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz—Cri—bisagra—Cuo—Chis [

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
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Vis—CL [IV]
en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cri de inmunoglobulina;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy2 de inmunoglobulina;

Chusz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y

Ch2; y

L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

(@) Vi, Viz ¥ Viz son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
2, 4,10, 14, 18, 22, 115;

(b) Vi1, Vi2 y Viz comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera de un dominio variable que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:

43-59, 123-125;
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(c) Vi1, Vi2 Y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 151, 153, 155, 157, 159,
161, 163, 165y 167; 0

(d) Vi1, Viz vy Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de
aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 43-59, 123-125, 138-140 y
149, o

(e) Vi1, Viz y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera y/o una secuencia de dominio
variable mostrada en las tablas 2-5;

en donde:

(@) Vu1, V2 ¥ Vs son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
1,3,9, 13,17, 21, 114;

(b) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
25-42, 120-122;

(¢) Vi1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 150, 152, 154, 156, 158,
160, 162, 164 y 166; o

(d) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:

25-42,120-122 y 126-128, o
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(€) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio
variable mostrada en las tablas 2-5.

En algunas realizaciones, Vi1, Vi2 ¥ Vis comprenden cada uno, de modo
independiente, una secuencia de dominio variable establecida en una cualquiera de las
SEQ ID NOs:151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, y 167; ¥ Vu1, Vuz, ¥ Vs comprenden
cada uno, de modo independiente, una secuencia de dominio variable establecida en una
cualquiera de las SEQ ID NOs:150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, y 166. En algunas
realizaciones, Vi1, Vi2 ¥ Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de
aminodcidos establecida en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 43-59, 123-125, 138-140,
y 149; y (d) Vui, Vhz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminoécidos establecida en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 25-42, 120-122, y 126-
128.

En algunas realizaciones de cualquiera de las proteinas de union descritas en la
presente, (a) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:30; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; Vi, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
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la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vs comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45; (b) Vui comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:25, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:45; (c) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
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aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR—-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:37, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:56 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:57; (d) Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V., comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
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aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:37, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:56 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:57; (e) Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:40, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:42; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:59; (f) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
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aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:40, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:42; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:59; (g) Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V., comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
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aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 126, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 127 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 128; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 138, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 139 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 140; (h) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 126, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 127 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 128; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 138, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 139 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 140; (i) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
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aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 120, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 121 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 122; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 123, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 124 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 125; o (j) Vu1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de



10

15

20

25

19

aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 120, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 121 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 122; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 123, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 124 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 125. En algunas realizaciones, (a) Vu1 comprende un CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, un CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y un CDR-H3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; Vi1 comprende un CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, un CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y un CDR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:54; V4, comprende un CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25, un CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:26 y un CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:27; Vi comprende un CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:43, un CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:44 y un CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:45; Vusz comprende un CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:25, un CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y
un CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vi
comprende un CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43,
un CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y un CDR-L3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45.

En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende un sitio de union a
antigeno que se une especificamente a una proteina de superficie de células T y otro sitio

de unién a antigeno que se une especificamente a un blanco de antigeno, por ejemplo,
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una proteina diana tumoral. En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende un
sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3, un sitio de unién a antigeno
que se une especificamente a CD28 y un sitio de unidon a antigeno que se une
especificamente a una proteina diana tumoral seleccionada del grupo que consiste en
CD19, CD20, CD38, Her2 y LAMPL1. En algunas realizaciones, Vu1 Y Via forman un primer
sitio de union a antigeno que se une especificamente a CD3 humana, Vu2 ¥ Vi2 forman un
segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD28 humanay Vuz y Vis
forman un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina diana
tumoral humano. En algunas realizaciones, Vui1 ¥ Vii forman un primer sitio de union a
antigeno que se une especificamente a CD28 humana, Va2 y V2 forman un segundo sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a CD3 humana y Vus ¥y Vis forman un
tercer sitio de union que se une especificamente a una proteina diana tumoral humano. En
algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno se une especificamente con una proteina
diana tumoral humano seleccionada del grupo que consiste en CD19, CD20, CD38, Her2
y LAMP1l. En algunas realizaciones, el sitio de unidon con antigeno que se une
especificamente a CD3 comprende: (a) un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 152 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 153; o (b) un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 154 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 155. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno
que se une especificamente con CD3 comprende seis CDR, o un dominio variable de
cadena pesada y de cadena pesada, mostrado en las tablas 2-5. En algunas realizaciones,
el sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD28 comprende: (a) un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
160 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 161; o (b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 162 y un dominio variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 163. En algunas realizaciones, el
sitio de union a antigeno que se une especificamente con CD28 comprende seis CDR, o
un dominio variable de cadena pesada y de cadena pesada, mostrado en las tablas 2-5.
En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno que se une especificamente a una
proteina diana tumoral comprende: (a) un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 156 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 157; (b) un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 158 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 159; (c) un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 164 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 165; (d) un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 150 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 151; o (e) un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 166 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 167. En
algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une especificamente con una
proteina diana tumoral comprende seis CDR, o un dominio variable de cadena pesada y
de cadena pesada, mostrado en las tablas 2-5. En algunas realizaciones, el sitio de union
a antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral comprende seis CDR,
0 un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena ligera, de un dominio de unién
de anti-Her2, anti-CD19, anti-CD20, anti-CD38 o anti-LAMP1, mostrado en las Tablas 2-5.

En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de unién que
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de union a antigeno, en

donde una primera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
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Vio—L1=Vii L—Cp [1]

y una segunda cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls+—Ch1 [

y una tercera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhs—Chri [y

y una cuarta cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y

L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

(@) Vi, Viz ¥ Viz son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
61, 63, 69, 71, 74, 76, 82, 86, 88, 94; 0

(b) Vi1, Vi2 y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera de un dominio variable de al menos
una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 61, 63, 69,

71, 74,76, 82, 86, 88, 94,
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(c) Vi1, Vi2 Y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 169, 171y 173;

(d) Vi1, Viz y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 141-147,178y 179; 0

(e) Vi1, Viz y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera y/o una secuencia de dominio
variable mostrada en las tablas 2-5; y

en donde:

(@) Vu1, V2 ¥ Vs son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
60, 62, 68, 73, 75, 81, 85, 87, 93; 0

(b) Vhi, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable de al
menos una secuencia de aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 60,
62, 68, 73, 75, 81, 85, 87, 93;

(¢) Vi1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 168, 170y 172;

(d) Vu1, Viz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129-137, o

(e) Vu1i, Viz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio
variable mostrado en las tablas 2-5.

En algunas realizaciones, la segunda y/o la tercera cadena polipeptidica también

comprenden una region Fc ligada con Cy1, en donde la region Fc comprende una region
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bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 Y Chs.

En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de unién que
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de union a antigeno, en
donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Vio—L1=Vii L—Cp [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
VH1—L3—VH2—L4—CH1—bisag ra—CHz—CHs [| |]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
VH3—CH1—bi3agra—CH2—CH3 [|||]
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]
en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cri de inmunoglobulina;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy2 de inmunoglobulina;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y

Ch2; y
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L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

(@) Vi, Viz ¥ Viz son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
61, 63, 69, 71, 74, 76, 82, 86, 88, 94;

(b) Vi1, Vi2 y Viz comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera de un dominio variable de al menos
una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 61, 63, 69,
71,74, 76, 82, 86, 88, 94;

(c) Vi1, Vi2 Y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 169, 171y 173;

(d) Vi1, Viz vy Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 141-147, 178 y 179; 0

(e) Vi1, Viz y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera y/o una secuencia de dominio
variable mostrada en las tablas 2-5;

en donde:

(@) Vu1, V2 ¥ Vs son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
60, 62, 68, 73, 75, 81, 85, 87, 93;

(b) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable de al
menos una secuencia de aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 60,

62, 68, 73, 75, 81, 85, 87, 93;
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(¢) Vi1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 168, 170y 172;

(d) Vui, Viz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129-137;

(€) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio
variable mostrada en las tablas 2-5.

En algunas realizaciones, V.1, Vi2y Vs comprenden cada uno, de modo independiente,
una secuencia de un dominio variable expuesta en una cualquiera de SEQ ID NOs:169,
171,y 173; y Vu1, VHz,y Vuz comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia
de un dominio variable expuesta en una cualquiera de SEQ ID NOs:168, 170, y 172. En
algunas realizaciones, V.1, Vi» y Viz comprenden cada uno, de modo independiente,
regiones determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 141-147,
178, y 179; ¥ V1, VH2 y Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129-137.

En algunas realizaciones de cualquiera de las proteinas de union descritas en la
presente, (a) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
134; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vi,
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:

135, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una
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CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V.2 comprende
una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; (b) Vi1 comprende una
CDR-H1 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Va2 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V; comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; (c) Vw1 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; V4, comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; V.2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; Vuz comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146: y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; (d) Vw1 comprende una
CDR-H1 gque comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; Va2 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V, comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; (e) Vw1 comprende una
CDR-H1 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Va2 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; (f) Vi1 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; Va2 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vuz comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; (g) Vw1 comprende una
CDR-H1 gque comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Va2 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V, comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; (h) Vw1 comprende una
CDR-H1 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Va2 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V., comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; (i) Vi1 comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; V4, comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vuz comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; o (j) Vw1 comprende una
CDR-H1 gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; Vi1 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; V4, comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144. En algunas realizaciones,
uno o varios de Vi, Vi1, V2, Vi2, Vusz Y Viz comprenden una, dos o tres secuencias de
CDR de un anticuerpo mostradas en las tablas 2-5.

En algunas realizaciones, la proteina de unién comprende tres sitios de union a
antigeno, donde uno, dos o tres de los sitios de antigenos se unen cada uno
especificamente con una proteina diana de citoquina seleccionada del grupo que consiste
en IL-4, IL-13 y TNFa. En algunas realizaciones, (a) VH1 y VL1 forman un primer sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a TNFa humano, VH2 y VL2 forman un sitio
de unidn a antigeno que se une especificamente a IL13 humana y VH3 y VL3 forman un
sitio de unién a antigeno que se une especificamente a IL4 humana; (b) VH1 y VL1 forman
un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a TNFa humano, VH2 y
VL2 forman un segundo sitio de union a antigeno que se une especificamente a IL4
humanay VH3 y VL3 forman un tercer sitio de union a antigeno que se une especificamente
a IL13 humana; (c¢) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a IL4 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno
gque se une especificamente a TNFa humano y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de union
a antigeno que se une especificamente a IL13 humana; (d) VH1 y VL1 forman un primer

sitio de unién a antigeno que se une especificamente a IL4 humana, VH2 y VL2 forman un
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segundo sitio de union a antigeno que se une especificamente a IL13 humanay VH3 y VL3
forman un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a TNFa humano;
(e) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a
IL13 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a IL4 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unién a antigeno que
se une especificamente a TNFa humano; o (f) VH1 y VL1 forman un primer sitio de union
a antigeno que se une especificamente a IL13 humana, VH2 y VL2 forman un segundo
sitio de unioén a antigeno que se une especificamente a TNFa humano y VH3 y VL3 forman
un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a IL4 humana. En algunas
realizaciones, el sitio de union a antigeno que se une especificamente a TNFa humano
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 168 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 169. En algunas realizaciones, el sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a IL4 humana comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
170 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 171. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a IL13 humana comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 172 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 173.

En algunas realizaciones de cualquiera de las proteinas de union descritas en la
presente, la segunda y/o la tercera cadena polipeptidica también comprende una regién Fc
ligada con Cui, donde la region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cn, ¥ Cuhs. En algunas
realizaciones, al menos uno de L, L2, L3 0 L4 tiene independientemente una longitud de O
aminodcidos. En algunas realizaciones, Li, L2, Ls 0 L4 tienen cada uno, de modo

independiente, una longitud de al menos un aminoacido. En algunas realizaciones, la
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proteina de unién es triespecifica y capaz de unirse especificamente con tres diferentes
dianas de antigenos. En algunas realizaciones, la proteina de unién es triespecifica y capaz
de unirse especificamente con tres diferentes dianas de antigenos. En algunas
realizaciones, la proteina de union es capaz de inhibir la funcion de una o varias proteinas
diana.

En algunas realizaciones de cualquiera de las proteinas de union descritas en la
presente, al menos uno de Li, Lz, Ls 0 L4 tiene independientemente una longitud de O
aminodcidos. En algunas realizaciones, Li, L2, Ls 0 L4 tienen cada uno, de modo
independiente, una longitud de al menos un aminoacido. En algunas realizaciones, uno,
dos, tres o todos los cuatro de L1, Lo, L3 y La tienen una longitud de entre 0 y 15 aminoacidos.
En algunas realizaciones, al menos dos de L1, Lz, L3 y L4 tienen una longitud de entre 1y
15 aminoéacidos. En algunas realizaciones, (a) Li, L2, Ls y L. cada uno, de modo
independiente, tienen cero aminoacidos de longitud o comprenden una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO:106), GQPKAAP
(SEQ ID NO: 175), y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO:148); o (b) L1, L, L3 y La comprenden
cada uno, de modo independiente, una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), S, RT,
TKGPS (SEQ ID NO:106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175) y GGSGSSGSGG (SEQ ID
NO:148). En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO:
175), L, comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO:106), L; comprende la secuencia S
y L. comprende la secuencia RT; L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID
NO:104), L, comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), Ls tiene una
longitud de 0 aminoacidos y L4 tiene una longitud de 0 aminoacidos; L1 comprende la
secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO:148), L, comprende la secuencia GGSGSSGSGG
(SEQ ID NO:148), L3 tiene una longitud de 0 amino&cidos y L. tiene una longitud de O

aminodcidos; o L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), L,
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tiene una longitud de 0 aminoé&cidos, L; comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS
(SEQ ID NO:105) y L4 tiene una longitud de 0 aminoécidos.

En algunas realizaciones de cualquiera de las proteinas de union descritas en la
presente, la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc unida
con Cu1, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cux2 y Chs, €n donde la primera
region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde
las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W; y en donde la tercera cadena
polipeptidica también comprende una segunda region Fc unida con Cui, donde la segunda
region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Cx2 y Crs, en donde la segunda region Fc comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368 y 407 de IgG1l o lgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V. En algunas
realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc
unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una regidn bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chis,
en donde la primera regidon Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 349, 366, 368 y 407 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e
Y407V;y en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda region
Fc unida con Cui, donde la segunda regiébn Fc comprende una region bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chis,
en donde la segunda regién Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el

indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W. En algunas
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realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc
unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Chz y Chz Yy
en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc unida
con Chi, donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Chx2 y Chs; en donde la primera
y la segunda regibn Fc comprenden sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 428 y 434 de I1gG1 o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son M428L y N434S. En algunas
realizaciones, el dominio Cys de la segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones
de aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de 1gG1
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W; y en donde el dominio Cusz de la tercera cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368 y 407 de IgG1l o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V. En algunas
realizaciones, el dominio Cys de la segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones
de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 368 y 407
de IgG1l o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V; y en donde el dominio Cys de la tercera
cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W. En algunas
realizaciones, los dominios Cus de la segunda y la tercera cadena polipeptidica
comprenden sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 428 y 434 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las

sustituciones de aminoacidos son M428L y N434S. En algunas realizaciones, la segunda
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cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc unida con Cui, donde la
primera region Fc comprende una regidn bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cyz y Chs; en donde la tercera cadena
polipeptidica también comprende una segunda region Fc unida con Cui, donde la segunda
region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Cxz y Chs; y en donde solo una de la primera y la
segunda region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son H435R e Y436F. En algunas
realizaciones, los dominios Cus de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son
dominios Cns de IgG1 0 IgG4 humana y en donde sdlo uno de los dominios Cxz comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 435 y
436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminoacidos son H435R e Y436F. En algunas realizaciones, la segunda cadena
polipeptidica también comprende una primera regiéon Fc unida con Cyi, donde la primera
region Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Cxz y Chs; en donde la tercera cadena polipeptidica
también comprende una segunda regidn Fc unida con Cyi, donde la segunda regién Fc
comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cy2 y Chs; en donde la primera y/o la segunda region Fc son
regiones Fc de IgG4 humana; y en donde la primera y la segunda region Fc comprenden
cada una sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoéacidos son S228P y R409K. En algunas realizaciones, los dominios
Cuz de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son dominios Cus de IgG4 humana y
en donde los dominios Cuz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos en las
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el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P y R409K. En algunas
realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc
unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una regidn bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chs;
en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc unida
con Chi, donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Chx2 y Crs; en donde la primera
y la segunda region Fc son regiones Fc de IgG4 humana; y en donde la primera y/o la
segunda region Fc comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A. En algunas realizaciones,
los dominios Cns de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son dominios Cys de 1gG4
humana y en donde los dominios Cnxs comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A. En
algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera
region Fc unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una region bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chs;
en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc unida
con Chi, donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Chx2 y Chs; en donde la primera
y la segunda region Fc son regiones Fc de IgG1l humana; y en donde la primera y/o la
segunda region Fc comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son L234A y L235A. En algunas realizaciones,
los dominios Cns de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son dominios Cus de IgG1

humana y en donde los dominios Cnxs comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
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en las posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG1 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son L234A y L235A. En
algunas realizaciones, la primera y/o la segunda regiébn Fc son regiones Fc de IgG1l
humana. En algunas realizaciones, la primera y/o la segunda regién Fc son regiones Fc de
IgG4 humana.

En algunas realizaciones de cualquiera de las proteinas de union descritas en la
presente, el dominio C_ de la primera cadena polipeptidica es un dominio C, kappa humano
y el dominio C. de la cuarta cadena polipeptidica es un dominio C. lambda humano; o el
dominio C. de la primera cadena polipeptidica es un dominio C. lambda humano y el
dominio C, de la cuarta cadena polipeptidica es un dominio C, kappa humano. En algunas
realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende un dominio C, lambda; en donde
el dominio Cus; de la segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 0 IgG4
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W; en donde el dominio Cys de la tercera cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368, 407, 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde
las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R e Y436F; y
en donde la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio CL kappa. En algunas
realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende un dominio CL lambda; en donde
el dominio CH3 de la tercera cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de la IgG1 o
IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W:; en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368, 407, 435y 436 de la IgG1 0 IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde
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en donde la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio CL kappa. En algunas
realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende un dominio CL lambda; en donde
el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354, 366, 435 y 436 de
la IgG1l o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminoacidos son S354C, T366W, H435R e Y436F; en donde el dominio CH3 de la tercera
cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 349, 366, 368 y 407 de la IgG1 o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S,
L368A e Y407V; y en donde la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio CL
kappa. En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende un dominio
CL kappa; en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y
366 de la IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminodcidos son S354C y T366W; en donde el dominio CH3 de la tercera cadena
polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes
a las posiciones 349, 366, 368, 407, 435y 436 de la IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con
el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A,
Y407V, H435R e Y436F; y en donde la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio
CL lambda. En algunas realizaciones, la segunda y/o la tercera cadena polipeptidica
comprenden una region Fc de IgG1 o IgG4 humana.

En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de unién que
comprende una primera cadena polipeptidica, una segunda cadena polipeptidica, una
tercera cadena polipeptidica y una cuarta cadena polipeptidica en donde:

(a) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
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la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

(b) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

(c) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 14 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia

de aminoécidos de SEQ ID NO: 14;
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(d) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 14 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 14;

(e) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o una secuencia
de amino&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 18 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 18;

(f) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o una secuencia

de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 17; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 18 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 18;

(9) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 22 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 22;

(h) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 o una secuencia
de amino&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 22 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 22;

(i) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 63 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63; la segunda cadena polipeptidica comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 o una secuencia de aminoacidos que es al
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menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 61 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 61;

() 1a primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 69 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 61 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 61;

(k) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; |la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 71 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 71;



10

15

20

25

46

() la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 76 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 76; la segunda cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 74;

(m) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 82 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 82; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 74;

(n) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 88 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 88; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia

de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 86;

(o) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 94 o una secuencia de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 94; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 93 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 93; |la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 86;

(p) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o0 una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o0 una secuencia
de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 74;

(q) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o una secuencia de aminoacidos que es
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al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 86;

(r) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 63 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63; la segunda cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 74;

(s) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 63 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62; |la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 86;
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(t) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 4 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos
gque es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y la cuarta
cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114 o una
secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 114; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 115 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 115;

(u) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 114; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 115 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 115.

En otra realizacion, la descripcién proporciona una molécula de acido nucleico
aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de unién o
su polipéptido de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones. En otra
realizacion, la descripcién proporciona un vector de expresion que comprende la molécula

de acido nucleico de acuerdo con una de las anteriores realizaciones. En otra realizacion,
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la descripcion proporciona una célula huésped aislada que comprende la molécula de acido
nucleico de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones. En otra realizacion, la
descripcion proporciona una célula huésped aislada que comprende el vector de expresion
de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones. En algunas realizaciones, la
célula huésped aislada es una célula de mamifero o una célula de insecto. En una
realizacion, la descripcidn proporciona un sistema de vectores que comprende uno o varios
vectores que codifican una primera, segunda, tercera y cuarta cadena polipeptidica de una
proteina de unién de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones. En algunas
realizaciones, el sistema de vectores comprende un primer vector que codifica la primera
cadena polipeptidica de la proteina de union, un segundo vector que codifica la segunda
cadena polipeptidica de la proteina de unién, un tercer vector que codifica la tercera cadena
polipeptidica de la proteina de unidén y un cuarto vector que codifica la cuarta cadena
polipeptidica de la proteina de union. En algunas realizaciones, el sistema de vectores
comprende un primer vector que codifica la primera y la segunda cadena polipeptidica de
la proteina de unién y un segundo vector que codifica la tercera y la cuarta cadena
polipeptidica de la proteina de union. En algunas realizaciones, los uno o varios vectores
son vectores de expresion. En una realizacion, la descripcion proporciona una célula
huésped aislada que comprende el sistema de vectores de acuerdo con cualquiera de las
anteriores realizaciones. En una realizacion, la descripcién proporciona un método de
produccion de una proteina de unién, que comprende: a) cultivar una célula huésped de
acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones en condiciones tales que la célula
huésped exprese la proteina de unién; y b) aislar la proteina de unién de la célula huésped.
En una realizacién, la descripcién proporciona una composicion farmacéutica que
comprende la proteina de unién de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones
y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacién, la descripcion proporciona un método de prevencion y/o

tratamiento de cancer en un paciente que comprende la administracion al paciente de una
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cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una proteina de uniéon o composicion
farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones. En otra realizacion,
la descripcion proporciona una proteina de unién o composicion farmaceéutica de acuerdo
con cualquiera de las anteriores realizaciones para usar en la prevencion y/o el tratamiento
de cancer en un paciente. En otra realizacion, la descripcidon proporciona una proteina de
unién de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones para la produccién de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de cancer en un paciente. En algunas
realizaciones, la proteina de unién comprende un sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a una proteina de superficie de células T y otro sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a una proteina diana tumoral. En algunas realizaciones, la
proteina de union comprende un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a
CDa3, un sitio de union a antigeno que se une especificamente a CD28 y un sitio de union
a antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral seleccionada del
grupo que consiste en CD19, CD20, CD38, Her2 y LAMP1. En algunas realizaciones, la al
menos una proteina de unién se coadministra con un agente quimioterapéutico. En algunas
realizaciones, es paciente es un humano. En algunas realizaciones, la proteina de union
es capaz de inhibir la funcién de una o varias proteinas diana seleccionadas del grupo que
consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC,
B7H1, B7H4, B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5,
CCL7, CCL8, CCL11, CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26,
CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23, CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70,
CD80, CD86, CD122, CD137, CD137L, CD152, CD154, CD160, CD272, CD273, CD274,
CD275, CD276, CD278, CD279, CDH1, quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1,
CSF-2, CSF-3, CX3CL1, CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleotsido trifosfato
difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL,
GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1,

IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10,
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IL12, 1L13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18, 1L22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35,
ITGB4, ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase II, NCR3LG1, NKG2D,
NTPDasa-1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor plaguetario, PROM1, S152, SISP1, SLC,
SPG64, ST2, STEAP2, Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF,
VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1.

En otra realizacion, la descripcion proporciona un método de prevencion y/o
tratamiento de una enfermedad o trastorno inflamatorio en un paciente que comprende la
administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una
proteina de unién o composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las anteriores
realizaciones. En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de unién o
composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones para
usar la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad o trastorno inflamatorio en un
paciente. En otra realizacion, la descripcion proporciona una proteina de union de acuerdo
con cualquiera de las anteriores realizaciones para la produccién de un medicamento para
prevenir y/o tratar una enfermedad o trastorno inflamatorio en un paciente. En algunas
realizaciones, la proteina de unién comprende tres sitios de unién a antigeno que se unen
cada uno especificamente con una proteina diana de citoquina seleccionado del grupo que
consiste en IL-4, IL-13 y TNFa. En algunas realizaciones, dos de los tres sitios de union
se unen especificamente con una proteina diana de citoguina seleccionada del grupo que
consiste en IL—4, IL-13 y TNFa. En algunas realizaciones, la al menos una proteina de
unién se coadministra con un agente antiinflamatorio. En algunas realizaciones, es
paciente es un humano. En algunas realizaciones, la proteina de union es capaz de inhibir
la funcion de una o varias proteinas diana seleccionadas del grupo que consiste en A2AR,
APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7H5,
B7H6, B7H7, B7TRP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11,

CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3,
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CD19, CD20, CD23, CD24, CD27,CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86, CD122,
CD137,CD137L,CD152, CD154, CD160, CD272,CD273, CD274,CD275, CD276, CD278,
CD279, CDH1, quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CL1,
CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR,
ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLAZ2,
HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2,
IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral,
IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, 1L18, 1L22, I1L23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK, KIR,
LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40,
OX40L, PD-1H, receptor plaquetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2,
Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa,
TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM vy
XCRL1.
En otra realizacion, la descripcién proporciona un método de purificacion de una

proteina de unién producida por una célula huésped, que comprende:
(a) proporcionar una proteina de unién que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de union a antigenos que se unen especificamente con una o varias
proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura
representada por la férmula:

Vi—Li—Viu—L-CL [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Vhi—Ls—Vho—Ls—Cha-bisagra-Crz-Crs [I1]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:

Vha—Chi [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:

Viz—CL [IV]
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V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chy;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cr2 de inmunoglobulina;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y

Chz;

y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;
yen donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada; en donde solo uno del dominio CH3 de la
segunda cadena polipeptidica y el dominio CH3 de la tercera cadena polipeptidica
comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoéacidos son H435R e Y436F;
(b) poner en contacto la proteina de union producida en (a) con la proteina A; y
(c) eluir la proteina de unién a partir de la proteina A en condiciones apropiadas para
aislar la proteina de union de las proteinas de unién que comprende 0 6 2 dominios CH3
que comprenden las sustituciones de aminoacidos son H435R e Y436F.

En algunas realizaciones, el dominio C. de la primera cadena polipeptidica es un
dominio C, kappa humano, y el dominio C, de la cuarta cadena polipeptidica es un dominio

C. lambda humano; o el dominio C. de la primera cadena polipeptidica es un dominio C_
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lambda humano, y el dominio C. de la cuarta cadena polipeptidica es un dominio C, kappa
humano, y el método también comprende: (d) poner en contacto la proteina de union eluida
en (c) con un medio de afinidad de cadena ligera kappa; y (e) eluir la proteina de unién del
medio de afinidad de cadena ligera kappa en condiciones apropiadas para aislar la proteina
de union de las proteinas de unién que comprende sélo dominios CL lambda. En algunas
realizaciones, el método también comprende, después de (e), (f) poner en contacto la
proteina de union eluida en (e) con un medio de afinidad de cadena ligera lambda; y (g)
eluir la proteina de union del medio de afinidad de cadena ligera lambda en condiciones
apropiadas para aislar la proteina de union de las proteinas de unidon que comprende sélo
dominios CL kappa. En algunas realizaciones, el dominio C_. de la primera cadena
polipeptidica es un dominio C. kappa humano, y el dominio C_. de la cuarta cadena
polipeptdidica es un dominio C. lambda humano; o el dominio C. de la primera cadena
polipeptidica es un dominio C. lambda humano, y el dominio C_ de la cuarta cadena
polipeptidica es un dominio C. kappa humano, y el método comprende ademas: (d) poner
en contacto la proteina de unién eluida en (c) con un medio de afinidad hacia cadena ligera
lambda; y (e) eluir la proteina de union del medio de afinidad hacia cadena ligera lambda
en condiciones adecuadas para aislar la proteina de union alejada de las proteinas de
unién que comprenden solo dominios C, kappa. En algunas realizaciones, el método
comprende ademas, después de (e), (f) poner en contacto la proteina de union eluida en
(e) con un medio de afinidad hacia cadena ligera kappa; y (g) eluir la proteina de unién del
medio de afinidad hacia cadena ligera kappa en condiciones adecuadas para aislar la
proteina de unién alejada de las proteinas de unién que comprenden solo dominios C.
lambda. En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende un dominio
CL lambda; en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y
366 de IgGl humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de

aminodcidos son S354C y T366W; en donde el dominio CH3 de la tercera cadena
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polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes
a las posiciones 349, 366, 368, 407, 435 y 436 de IgG1 humana de acuerdo con el indice
EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R
e Y436F; y en donde la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio C. kappa. En
algunas realizaciones, la proteina de union se detecta en uno o varios de (c) y (e) usando
cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC). En algunas realizaciones, los dominios Chus
y/o las regiones Fc de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son dominios Cns de
IgG1 o IgG4 humanos y/o regiones Fc.

Se ha de entender que una, varias o todas las propiedades de las distintas
realizaciones descritas en la presente se pueden combinar para formar otras realizaciones
de la presente invencién. Estos y otros aspectos de la invencion se volveran obvios para
un experto en la técnica. Estas y otras realizaciones de la invencion se describen luego por
medio de la siguiente descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las FIGS. 1A-1C muestran representaciones esquematicas de proteinas de union
triespecificas que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de
unién al antigeno que se unen especificamente a tres proteinas diana, donde un primer par
de polipéptidos poseen dominios variables duales que tienen una orientacién cruzada
(VH1-VH2 y VL2-VL1) que forma dos sitios de unién al antigeno, y donde un segundo par
de polipéptidos posee un dominio variable Gnico (VH3 y VL3) que forma un sitio de union
al antigeno anico. La FIG. 1A muestra una proteina de unién triespecifica que comprende
una mutacion de "botones en ojales”, donde el boton esta en el segundo par de polipéptidos
con un dominio variable Unico. La FIG. 1B muestra una proteina de union triespecifica que
comprende una mutacion "botones en ojales", donde el botdn esta en el primer par de
polipéptidos que tienen la orientacion cruzada. La FIG. 1C muestra la orientacion de
dominios variables en las cadenas polipeptidicas y la orientacion de botén/ojal para las

proteinas de unién mostradas en las Tablas 1-3. La "cadena pesada A" (por ejemplo, una
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tercera cadena polipeptidica de la presente descripcion) indica el dominio variable de la
cadena pesada A. La "cadena ligera A" (por ejemplo, una cuarta cadena polipeptidica de
la presente descripcion) indica el dominio variable de la cadena ligera A. La cadena B
pesada (por ejemplo, una segunda cadena polipeptidica de la presente descripcion) indica
el dominio variable 1 y el dominio variable 2 de la cadena pesada B. La "cadena ligera B"
(por ejemplo, una primera cadena polipeptidica de la presente descripcion) indica el
dominio variable 1y el dominio variable 2 de la cadena ligera B.

La FIG. 2 muestra los resultados de un ensayo ELISA que determina la unién de un
anticuerpo triespecifico de 1gG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 (proteina de union 1), o
anticuerpo de control de isotipo, anti-CD3, CD28 y Her2 humano. Los anticuerpos unidos
se detectaron usando un anticuerpo secundario anti—-Fab conjugado con peroxidasa de
rdbano picante (HRP).

Las FIGS. 3A-3C muestran los resultados de la destruccién especifica mediada por
anticuerpos de células de cancer de mama Her2* usando un anticuerpo triespecifico de
IgG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 (denominado en la presente como "proteina de unién 1"),
un anticuerpo biespecifico IgG4 anti—-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo IgG1
anti-Her2, o un anticuerpo de control (IgG1 humana), usando PBMC humanos en el E:T =
10. La FIG. 3A muestra los resultados de la destruccion especifica mediada por anticuerpos
triespecificos de las células ZR-75-1. La FIG. 3B muestra los resultados de la destruccion
especifica mediada por anticuerpos triespecificos de células AU565. . La FIG. 3D muestra
los resultados del analisis FACS que determina la expresion en la superficie celular de los
marcadores indicados en las células ZR-75-1 y AU565..

FIGS. 4 & 5 muestra los resultados de destruccion especifica mediada por
anticuerpos de las células de cancer de mama Her2+ usando un anticuerpo triespecifico
de 1gG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 (Proteina de unién 1), un anticuerpo biespecifico IgG4
anti-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo anti-Her2 IgG1, o un anticuerpo de

control (IgG1 humana). FIG. 4 muestra los resultados de la destruccién especifica mediada
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por anticuerpos de las células ZR-75-1 usando células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMCs) del donante KP45926 a E:T=10. La FIG. 5 muestra los
resultados de destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células AU565 usando
las PBMC humanos del donante KP45944 a E:T=10. Las FIGS. 4 & 5 confirmar resultados
de destruccion celular similares como se muestra en las FIGS. 3A-3C usando las PBMC
de un dador diferente.

Las FIGS. 6A & 6B muestran la activacion (CD69") y la proliferacion de células T
humanas tratadas con proteina de unién triespecifica de 1gG4 anti-Her2 x CD28 x CD3
(HER2/CD28su,p;xCD3mig; denominada en la presente como “proteina de union 1”), proteina
de union triespecifica de 1gG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 que carece del dominio de union
anti—-CD28 (HER2/ACD28:,,xCD3nmig), proteina de union triespecifica de 1gG4 anti—-Her2 x
CD28 x CD3 que carece del dominio de union anti-CD3 (HER2/CD28s,pXACD3mid), proteina
de unién triespecifica de IgG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 que carece de los dominios de
union anti-CD28 y anti-CD3 (HER2/A(CD28s,,xACD3ig)), anticuerpo monoclonal anti—
CD3 control, o anticuerpo IgG4 control. La FIG. 6A muestra la activacion (CD69*) de células
T CD4" humanas de tres donantes. La FIG. 6B muestra la activacion (CD69*) de las células
T CD8+ humanas de tres donantes. CD28s,,: anticuerpo superagonista anti-CD28. CD3mid:
anticuerpo anti—-CD3.

Las FIGS. 7A—-C muestran la activacion de la via IL-2, NFkB y el factor nuclear de
las células T activadas (NFAT) mediante la sefializacion anti-CD3 y anti—-CD28, medida
por el ensayo de luciferasa utilizando células T Jurkat humanas con un constructo
promotor—luciferasa IL-2 (FIG. 7A), un constructo promotor—luciferasa NFkB (FIG. 7B), o
un constructo promotor—luciferasa NFAT (FIG. 7C). Los anticuerpos ensayados fueron los
descritos anteriormente en las FIGS. 6A-6D.

La FIG. 8 muestra los resultados de un ensayo ELISA que determina la unién de un
anticuerpo triespecifico de 1gG4 anti—-Her2 x CD28 x CD3 (denominado en la presente

como "proteina de union 3"), o anticuerpo de control de isotipo, anti—- CD3, CD28 y CD19.



10

15

20

25

59

Los anticuerpos unidos se detectaron usando un anticuerpo secundario anti—Fab
conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP).

Las FIGS. 9A-9N muestra los resultados de destruccion especifica mediada por
anticuerpos de las células de linfoma GCB humano CD19" usando un anticuerpo
triespecifico de IgG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 (denominada en la presente como “proteina
de unién 3"), o los controles indicados, usando PBMC humanos como células efectoras en
E:T=10. La FIG. 9A muestra los resultados de destruccion especifica mediada por
anticuerpos de células OCI-LY19. La FIG. 9B muestra los resultados del andlisis FACS
que determina la expresién en la superficie celular de los marcadores indicados en las
células OCI-LY19. La FIG. 9C muestra los resultados de destruccion especifica mediada
por anticuerpos de las células OCI-LY19 usando las PBMC del dador KP48572 a E:T=10.

La FIG. 9D muestra los resultados de destruccion especifica mediada por
anticuerpos de las células OCI-LY19 usando las PBMC del dador KP48573 a E:T=10. La
FIG. 9E muestra los resultados de destruccion especifica mediada por anticuerpos de las
células KARPASS-422 de linfoma humano usando las PBMC del dador KP48572 a
E:T=10. La FIG. 9F muestra los resultados de destruccién especifica mediada por
anticuerpos de las células KARPASS—422 usando las PBMC del dador KP48573 a E:T=10.
La FIG. 9G muestra los resultados de destruccion especifica mediada por anticuerpos de
células MeC1 de leucemia de células B cronica humana usando las PBMC del dador
KP48572 a E:T=10. La FIG. 9H muestra los resultados de destruccion especifica mediada
por anticuerpos de las células RPMI8226 de mieloma multiple humano usando las PBMC
del dador KP48775 a E:T=10. La FIG. 9] muestra los resultados de destruccion especifica
mediada por anticuerpos de células Raji del linfoma de Burkitt humano usando las PBMC
del dador KP48572 a E:T=10. La FIG. 9J muestra los resultados de destruccion especifica
mediada por anticuerpos de células HBL1 de linfoma difuso de células B grandes humanos
usando las PBMC del dador KP48775 a E:T=10. La FIG. 9K muestra los resultados de

destruccion especifica mediada por anticuerpos de células de SUDHL8 de linfoma de
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células grandes usando las PBMC del dador KP48572 a E:T=10. La FIG. 9L muestra los
resultados de destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células SUDHLS8
usando las PBMC del dador KP48573 a E:T=10. La FIG. 9M muestra los resultados de
destruccion especifica mediada por anticuerpos de células ARH77 de linfoma de células B
humano usando las PBMC del dador KP48775 a E:T=10. La FIG. 9N muestra los resultados
de destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células OCIl-Ly3 usando las
PBMC del dador KP48775 a E:T=10.

La FIG. 10 muestra los resultados de un ensayo ELISA que determina la unién de
un anticuerpo triespecifico de IgG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 o anticuerpo de control de
isotipo, anti- CD3, CD28 y CD38. Los anticuerpos unidos se detectaron usando un
anticuerpo secundario anti—-Fab conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP).

Las FIGS. 11A-11D muestran los resultados de destruccién especifica mediada por
anticuerpos de las células de cancer de mieloma multiple humano CD38+ usando un
anticuerpo triespecifico de 1gG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de unién 5), un
anticuerpo biespecifico IgG4 anti-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo anti-CD38
IgG1, o un anticuerpo de control (IgG1 humana). La FIG. 11A muestra los resultados de
destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células MOLP-8 usando PBMC
humano como células efectoras a E:T=10. La FIG. 11B muestra los resultados de
destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células RPMI-8226 usando PBMC
humanos como células efectoras a E:T=10. La FIG. 11C muestra los resultados de
destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células KMS—-12—-BM usando PBMC
humanos como células efectoras a E:T=10. La FIG. 11D muestra los resultados de analisis
FACS que determina la expresion en la superficie celular de los marcadores indicados en
las células MOLP-8, RPMI-8226, y KMS-12-BM.

Las FIGS. 12A-12D muestran los resultados de destruccion especifica mediada por
anticuerpos de células de cancer de mieloma mdltiple humano CD38+ usando un

anticuerpo triespecifico de 1gG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de union 5), un
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anticuerpo biespecifico IgG4 anti-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo anti-CD38
IgG1, o un anticuerpo de control (IgG1 humana), usando PBMC humanos como células
efectoras a E:T=10. La FIG. 12A muestra los resultados de destruccion especifica mediada
por anticuerpos de las células NCI-H929. La FIG. 12B muestra los resultados de
destrucciéon especifica mediada por anticuerpos de las células MM.1S. La FIG. 12C
muestra los resultados de destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células
MM.1R. La FIG. 12D muestra los resultados de andlisis FACS que determina la expresion
en la superficie celular de los marcadores indicados en las células NCI-H929, MM.1S, y
MM.1R.

Las FIGS. 13A-13D muestran los resultados de destruccién especifica mediada por
anticuerpos de las células de cancer de mieloma mdultiple humano CD38+ usando un
anticuerpo triespecifico de 1gG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de unién 5), un
anticuerpo biespecifico IgG4 anti-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo anti-CD38
IgG1, o a anticuerpo de control (IgG1 humana), usando PBMC humanos como células
efectoras a E:T=10. FIG. 13A muestra los resultados de destruccion especifica mediada
por anticuerpos de las células OPM-2. La FIG. 13B muestra los resultados de destruccion
especifica mediada por anticuerpos de las células KMS-26, La FIG. 13C muestra los
resultados de destruccion especifica mediada por anticuerpos de las células U266. La FIG.
13D muestra los resultados de andlisis FACS que determina la expresion en la superficie
celular de los marcadores indicados en las células OPM-2, KMS-26, y U226.

Las FIGS. 14A-14C muestran los resultados de destruccién especifica mediada por
anticuerpos de células cancerosas de linfoma humano CD38+ usando un anticuerpo
triespecifico de IgG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de unién 5), un anticuerpo
biespecifico IgG4 anti-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo anti-CD38 IgG1, o a
anticuerpo de control (IgG1 humana), usando PBMC humanos como células efectoras a
E:T=10. La FIG. 14A muestra los resultados de destruccion especifica mediada por

anticuerpos de las células SUDHL-8. La FIG. 14B muestra los resultados de destruccion
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especifica mediada por anticuerpos de las células OCI-LY19. La FIG. 14C muestra los
resultados de andlisis FACS que determina la expresion en la superficie celular de los
marcadores indicados en las células SUDHL-8 y OCI-LY19.

Las FIGS. 15A-15D muestran los resultados de destruccion especifica mediada por
anticuerpos de las células cancerosas de ALL CD38+ usando un anticuerpo triespecifico
de IgG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de union 5), un anticuerpo biespecifico IgG4
anti-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo anti-CD38 IgG1, o a anticuerpo de
control (IgG1 humana), usando PBMC humanos como células efectoras a E:T=10. La FIG.
15A muestra los resultados de destruccion especifica mediada por anticuerpos de las
células KOPN-8. La FIG. 15B muestra los resultados de destruccién especifica mediada
por anticuerpos de las células HAL-1. La FIG. 15C muestra los resultados de destruccion
especifica mediada por anticuerpos de las células CCRF-SB. La FIG. 15D muestra los
resultados de analisis FACS que determina la expresion en la superficie celular de los
marcadores indicados en las células KOPN-8, HAL-1, y CCRF-SB.

La FIG. 16 muestra los resultados de destruccién especifica mediada por
anticuerpos de las células cancerosas de mieloma CD38* usando los anticuerpos
triespecificos anti-CD38 x CD28 x CD3 IgG4 (denominada en la presente como “Proteina
de union 5" y “Proteina de unién 6” que depende del dominio de unién anti-CD28 especifico
usado), un anticuerpo biespecifico IgG4 anti-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), un anticuerpo
anti-CD38 IgG1, a control anticuerpo anti-CD38 IgG1, o un anticuerpo de control (IgG1
humana), usando las PBMC del dador PK45926 a E:T=10.

Las FIGS. 17A & 17B muestran IL-2, NFkB, y factor nuclear de activacion de la via
de las células T activadas (NFAT) por medio de sefalizaciébn anti-CD3 y anti—-CD28,
medido por ensayo de luciferasa usando células T Jurkat humanas con un constructo de
promotor IL—2—-luciferasa (FIG. 17A) o un constructo de promotor NFAT—luciferasa (FIG.
17B). Los anticuerpos analizados fueron anticuerpo 1gG4 triespecifico de 1IgG4 anti—-CD38

x CD28 x CD3 (Proteina de unién 5, marcado como “Tri—Ab"), anticuerpo IgG4 triespecifico
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de 1gG4 anti—-CD38 x CD28 x CD3 que carece del dominio de union CD28 (marcado como
“Tri-Ab (ACD28)), anticuerpo IgG4 triespecifico de IgG4 anti—-CD38 x CD28 x CD3 que
carece del dominio de unién CD3 (marcado como “Tri-Ab (ACD3)), y anticuerpo 1gG4
triespecifico de 1gG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 que carece del CD3 y dominios de unién
CD28 (marcado como “Tri—Ab (ACD28x ACD3)). Los ensayos de luciferasa se realizaron
por duplicado para cada uno de los Tri—Ab indicados.

Las FIGS. 18A-18E muestran los resultados de un estudio de toxicidad del
escalado de dosis usando el anticuerpo triespecifico de IgG4 anti-Her2 x CD28 x CD3
(denominada en la presente como “Proteina de unién 1") en primates no humanos
(escalado de dosis de 0,1, 0,5, 2,5, 5, 10, a 100 ug/kg; animales marcados como “409” y
“410"). La FIG. 18A muestra los resultados de porcentaje de células T CD4+ circulantes en
cada animal, 6 horas después de la administracion del anticuerpo triespecifico anti-Her2 x
CD28 x CD3. La FIG. 18B muestra los resultados de porcentaje de células T CD8+
circulantes en cada animal, 6 horas después de la administraciébn del anticuerpo
triespecifico anti-Her2 x CD28 x CD3. La FIG. 18C muestra los resultados de la activacion
(CD69") de células T CD4+ circulantes 6 horas después de dosificacion. La FIG. 18D
muestra los resultados de la activacion (CD69%) de células T CD8+ circulantes 6 horas
después de la dosificacion. La FIG. 18E muestra la liberacion de citoquinas inflamatorias
observada 6 horas después de administrar el anticuerpo triespecifico anti-Her2 x CD28 x
CD3 en cada dosis.

Las FIGS. 19A-B muestran la actividad antitumoral in vivo del anticuerpo
triespecifico de IgG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 (denominada en la presente como “Proteina
de union 1") en el modelo de raton NSG humanizado con células de sangre de cordon
umbilical CD34 + implantado con células BT474. La FIG. 19A muestra el cambio en el peso
corporal de ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de union

triespecifica anti-Her2 x CD28 x CD3 o control PBS. La FIG. 19B muestra el cambio en el
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volumen tumoral en los ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina
de unién triespecifica anti-Her2 x CD28 x CD3 o control PBS.

Las FIGS. 20A-20H muestran la actividad antitumoral in vivo del anticuerpo
triespecifico de IgG4 anti-Her2 x CD28 x CD3 (denominada en la presente como “Proteina
de unién 1) en el modelo de raton NSG humanizado con PBMC humanos implantado con
células BT474. La FIG. 20A muestra el efecto de administrar las concentraciones indicadas
de la proteina de union triespecifica anti-Her2 x CD28 x CD3, las concentraciones
indicadas de Herceptina, o control de vehiculo, sobre el peso corporal de los ratones. La
FIG. 20B muestra la actividad antitumoral dependiente de la dosis de la proteina de union
triespecifica anti-Her2 x CD28 x CD3, Herceptina o controles indicados, como en los
ratones individuales. La FIG. 20C muestra el volumen tumoral promedio en los ratones
después de la administracion de las concentraciones indicadas de la proteina de unién
triespecifica anti-Her2 x CD28 x CD3 o control PBS. La FIG. 20D muestra el volumen
tumoral promedio en los ratones después de la administracién de las concentraciones
indicadas de Herceptina o control PBS. La FIG. 20E muestra los gréficos de barra del
volumen tumoral promedio en el dia 34 en los ratones después de la administracion de las
concentraciones indicadas de la proteina de union triespecifica anti-Her2 x CD28 x CD3,
las concentraciones indicadas de Herceptina, o control PBS. La FIG. 20F muestra el peso
tumoral promedio en el dia 34 en los ratones después de la administraciébn de las
concentraciones indicadas de la proteina de union triespecifica anti-Her2 x CD28 x CD3,
las concentraciones indicadas de Herceptina, o control PBS. La FIG. 20G muestra las
células CD45+, CD3+, CD4+, CD8+ humanas en la sangre de los ratones al final del
estudio. La FIG. 20H muestra las células CD45+, CD3+, CD4+, CD8+ humanas en los
bazos de los ratones en el fin del estudio.

Las FIGS. 21A—F muestran los resultados de un estudio de toxicidad del escalado
de dosis usando el anticuerpo triespecifico de IgG4 anti—-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de

unién 5) en primates no humanos (escalado de dosis de 0,1, 0,5, 2,5, 5, 10, a 100 pg/kg).
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La FIG. 21A muestra la activacion de células Tn (CD69") (gréfico de lineas) y proliferacion
(grafico de barras) de células T CD4+ circulantes después de la administracién del
anticuerpo triespecifico anti-CD38 x CD28 x CD3. La FIG. 21B muestra activacion de
células T (CD69") (grafico de lineas) y proliferacion (grafico de barras) de las células T
CD8+ circulantes después de la administracion del anticuerpo triespecifico anti-CD38 x
CD28 x CD3. La FIG. 21C muestra la liberacién IL6 en animales que reciben el anticuerpo
triespecifico anti-CD38 x CD28 x CD3 6 horas después de cada dosis por animal individual.
La FIG. 21D muestra la liberacion IL10 en los animales que reciben el anticuerpo
triespecifico anti-CD38 x CD28 x CD3 6 horas después de cada dosis por animal individual.
La FIG. 21E muestra la liberacion de TNFa en animales que reciben el anticuerpo
triespecifico anti-CD38 x CD28 x CD3. La FIG. 21F muestra la liberacion de IFNy en
animales que reciben el anticuerpo triespecifico anti-CD38 x CD28 x CD3 6 horas después
de cada dosis por animal individual.

Las FIGS. 22A-22C muestran la actividad antitumoral in vivo del anticuerpo
triespecifico de IgG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de unién 5) en el modelo de ratén
NSG humanizado con células sanguineas del cordon umbilical CD34+ implantados con
células de mieloma multiple RPMI-8226 transducidas con CD38 y PD-L1. Como un estudio
piloto, este experimento determind el rango de dosis de trabajo para la proteina de union
5. La FIG. 22A muestra la curva de crecimiento tumoral in vivo en grupos de las
concentraciones indicadas de la proteina de unién triespecifica anti-CD38 x CD28 x CD3
o controles. La FIG. 22B muestra células T CD8+ humanas infiltrantes del tumor en ratones
tratados con la proteina de unién triespecifica anti-CD38 x CD28 x CD3 o los controles
indicados. La FIG. 22C muestra células T CD4+ humanas infiltrantes del tumor en ratones
tratados con la proteina de union triespecifica anti-CD38 x CD28 x CD3 o los controles
indicados.

Las FIGS. 23A-23D muestran la actividad in vivo del anticuerpo triespecifico de

IgG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina de union 5) en el modelo de ratdn NSG
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humanizado con células sanguineas del cordén umbilical CD34+ implantados con células
RPMI-8226 transducidas con CD38 y PD-L1. La FIG. 23A muestra el cambio en el peso
corporal de ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina de union
triespecifica anti-CD38 x CD28 x CD3 o control PBS. La FIG. 23B muestra el cambio en el
volumen tumoral en los ratones tratados con las concentraciones indicadas de la proteina
de unidn triespecifica anti-CD38 x CD28 x CD3 o control PBS. La FIG. 23C muestra los
volimenes tumorales de cada grupo al dia 19. Los volimenes tumorales de todos los
grupos tratados mostraron una reduccion marcada, que es estadisticamente diferente del
grupo de control de PBS. La FIG. 23D muestra la concentracién sérica de citoquinas
inflamatorias IFN—g, TNF e IL-2 en ratones cuatro horas después de la primera dosis de
las concentraciones indicadas de la proteina de union triespecifica anti-CD38 x CD28 x
CD3 o control PBS.

Las FIGS. 24 & 25 muestra la actividad in vivo de las células T en el modelo de
ratbn NSG humanizado con células sanguineas del cordén umbilical CD34+ mediante la
administracion de un anticuerpo triespecifico de IgG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina
de unidn 5; triangulos), un anticuerpo biespecifico IgG4 anti-CD28 x CD3 (cuadrados), o
un anticuerpo 1gG4 anti—-CD28 (circulos) mediante la determinacion del aumento en el
porcentaje de las células T CD69". La FIG. 24 muestra la actividad in vivo de las células T
CD4*. La FIG. 25 muestra la actividad in vivo de las células T CD8".

Las FIGS. 26 A-26C muestran la actividad in vivo de las células T en el modelo de
ratbn NSG humanizado con células sanguineas del cordon umbilical CD34+ mediante la
administracion de un anticuerpo triespecifico de IgG4 anti-CD38 x CD28 x CD3 (Proteina
de unidn 5; triangulos), un anticuerpo biespecifico IgG4 anti-CD28 x CD3 (cuadrados), o
un anticuerpo 1gG4 anti—-CD28 (circulos) mediante la determinacion de los niveles séricos
de las citoquinas inflamatorias. La FIG. 26A muestra los niveles séricos de IL-2. La FIG.

26B muestra los niveles séricos de TNF. La FIG. 26C muestra los niveles séricos de IFN—

Y.
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Las FIGS. 27A & 27B muestra la purificacion de las proteinas indicadas por
cromatografia de exclusion por tamafio. La FIG. 27A muestra la purificacion de las
proteinas de unién 9-15 por cromatografia de exclusion por tamafio. La FIG. 27B muestra
la purificacién de las proteinas de unién 16—19 por cromatografia de exclusién por tamafo.

La FIG. 28A describe la proteina de union triespecifica usada en experimentos para
optimizar un esquema de purificacion y configuracion de caracteristicas de proteina de
unién opcionales (por ejemplo, cadenas ligeras kappa/lambda, mutaciones botén/ojal y
mutaciones H435R/Y436F). La FIG. 28B muestra cada una de las configuraciones
analizadas.

La FIG. 29 muestra cromatogramas representativos de la cromatografia de
interaccion hidrofobica analitica (HIC), lo que demuestra que las proteinas de unién
triespecificas se distinguen de las especies mal apareadas.

Las FIGS. 30A & 30B muestran la purificacion exitosa de una proteina de union con
cadena ligera lambda para la rama CODV, cadena ligera kappa para la rama Fab,
mutaciones botén en la rama CODV, mutaciones en el ojal en la rama Fab y mutaciones
RF en la rama Fab por Proteina A seguido por etapas de purificacion KappaSelect (GE
Healthcare). La purificacion exitosa de la proteina de unién de especies mal apareadas se
demostré por cromatografia de interaccion hidrofobica (HIC, Figura 30A) y SDS—-PAGE
(Figura 30B).

DESCRIPCION DETALLADA

La descripcion proporciona proteinas de union triespecificas y/o trivalentes que
comprenden cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unién al antigeno que
se unen especificamente a una 0 mas proteinas diana, donde un primer par de polipéptidos
que forman la proteina de union poseen dominios variables duales que tienen una
orientacion cruzada donde un segundo par de polipéptidos que forman la proteina de union
posee un dominio variable Unico.

Definiciones generales
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Como se utiliza de acuerdo con la presente descripcion, se entendera que los
siguientes términos, al menos que se indique de otro modo, tienen los siguientes
significados. Al menos que se requiera lo contrario por contexto, los términos singulares
incluiran pluralidades y los términos plurales incluirdn lo singular.

El término "polinucledtido” como se usa en la presente se refiere a polimeros de
acido nucleico de cadena simple o cadena doble de al menos 10 nucledétidos de longitud.
En ciertas realizaciones, los nucleétidos que comprenden el polinucleétido pueden ser
ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos o una forma modificada de cualquiera de los dos
tipos de nucledtidos. Tales modificaciones incluyen modificaciones de bases tales como
bromuridina, modificaciones de ribosa tales como arabinésido y 2',3'-didesoxirribosa, y
modificaciones del enlace internucleotidico tales como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanotioato, fosforaniladato y fosforoamidato. El
término "polinucledtido” incluye especificamente las formas de ADN de cadena simple y
cadena doble.

Un “polinucleétido aislado” es un polinucleétido de origen gendémico, ADNc o
sintético o alguna combinacion de estos, que: (1) no esti asociado con la totalidad o una
porcién de un polinucle6tido en el que el polinucleétido aislado se encuentra en la
naturaleza, (2) esta ligado a un polinucleétido al cual no esté ligado en la naturaleza, o (3)
no ocurre en la naturaleza como parte de una secuencia mas grande.

Un "polipéptido aislado" es uno que: (1) esta libre de al menos algunos otros
polipéptidos con los que normalmente se puede encontrar, (2) esta esencialmente libre de
otros polipéptidos de la misma fuente, por ejemplo, de la misma especie, (3) se expresa en
una célula de una especie diferente, (4) se ha separado de al menos aproximadamente 50
por ciento de polinucleétidos, lipidos, carbohidratos u otros materiales con los cuales esta
asociado en la naturaleza, (5) no esta asociado (por interaccion covalente o no covalente)
con porciones de un polipéptido con el cual el "polipéptido aislado" esta asociado en la

naturaleza, (6) esta asociado operativamente (por interaccion covalente o no covalente)
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con un polipéptido con el cual no esta asociado en la naturaleza, o (7) no se produce en la
naturaleza. Tal polipéptido aislado se puede codificar por ADN gendémico, ADNc, ARNm u
otro ARN, de origen sintético, o cualquier combinacion de estos. Con preferencia, el
polipéptido aislado esta sustancialmente libre de polipéptidos u otros contaminantes que
se encuentran en su ambiente natural que pueden interferir en su uso (terapéutico,
diagnéstico, profilactico, de investigacion o de otro tipo).

Los anticuerpos naturales tipicamente comprenden un tetramero. Cada uno de tales
tetrameros estd compuesto tipicamente de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas,
cada par tiene una cadena "ligera" de longitud completa (tipicamente con un peso
molecular de aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada” de longitud completa (que
tiene un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). Los términos "cadena pesada”
y "cadena ligera" como se usan en la presente se refieren a cualquier polipéptido de
inmunoglobulina que tiene una secuencia de dominio variable suficiente para conferir
especificidad para un antigeno blanco. La porcién amino—terminal de cada cadena ligera 'y
pesada incluye tipicamente un dominio variable de aproximadamente 100 a 110 o mas
aminoacidos gue normalmente es responsable del reconocimiento del antigeno. La porcion
carboxi—terminal de cada cadena define tipicamente un dominio constante responsable de
la funcion efectora. De este modo, en un anticuerpo natural, un polipéptido de
inmunoglobulina de cadena pesada de longitud completa incluye un dominio variable (V+)
y tres dominios constantes (Cui, Chz, Y Cns), donde el dominio Vy esta en el extremo amino
del polipéptido y el dominio Cns esta en el extremo carboxilo terminal y un polipéptido de
inmunoglobulina de cadena ligera de longitud completa incluye un dominio variable (V.) y
un dominio constante (C.), en el que el dominio V. esta en el extremo amino terminal del
polipéptido y el dominio C, esta en el extremo carboxilo terminal.

Las cadenas ligeras humanas se clasifican tipicamente como cadenas ligeras
kappay lambda, y las cadenas pesadas humanas se clasifican tipicamente como mu, delta,

gamma, alfa o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE,
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respectivamente. IgG tiene varias subclases, que incluyen, pero sin limitacion, 1gG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4. IgM tiene subclases que incluyen, pero sin limitacion, IgM1 e IgM2. IgA se
subdivide de forma similar en subclases que incluyen, pero sin limitacién, IgA1 e IgA2.
Dentro de las cadenas ligeras y pesadas de longitud completa, los dominios variable y
constante tipicamente estan unidos por una region "J" de aproximadamente 12 o mas
aminodcidos, la cadena pesada que también incluye una regién "D" de aproximadamente
10 aminoé&cidos mas. Ver, por ejemplo, FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul, W., ed., Raven
Press, 2nd ed., 1989), que se incorpora por referencia en su totalidad para todos los
propdsitos. Las regiones variables de cada par de cadenas ligeras/pesadas forman
tipicamente un sitio de union al antigeno. Los dominios variables de los anticuerpos
naturales presentan tipicamente la misma estructura general de regiones estructurales
(FR) relativamente conservadas unidas por tres regiones hipervariables, también
denominadas regiones determinantes de complementariedad o CDR. Las CDR de las dos
cadenas de cada par tipicamente estan alineadas por las regiones estructurales, que
pueden permitir la unién a un epitopo especifico. Desde el extremo amino hasta el extremo
carboxilo terminal, tanto los dominios variables de la cadena ligera como los de la cadena
pesada comprenden tipicamente los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3y FR4.

La expresion "conjunto CDR" se refiere a un grupo de tres CDR que se producen
en una region variable Unica capaz de unirse al antigeno. Los limites exactos de estas CDR
se han definido de manera diferente de acuerdo con los diferentes sistemas. El sistema
descrito por Kabat (Kabat et al., SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) y (1991)) no solo proporciona un
sistema de numeracion de restos inequivoco aplicable a cualquier regién variable de un
anticuerpo sino que también proporciona limites de restos precisos que definen las tres
CDRs. Estas CDR se pueden denominar como CDR de Kabat. Chothia y colaboradores
(Chothia 'y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-17; Chothia et al., 1989, Nature 342: 877-83)

hallaron que ciertas sub—porciones dentro de las CDR de Kabat adoptan conformaciones
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de esqueleto de péptido casi idénticas, a pesar de tener una gran diversidad en el nivel de
la secuencia de aminoacidos. Estas subporciones se denominaron L1, L2, y L3 o H1, H2,
y H3 donde la "L" y la “H" designan las regiones de cadena ligera y de cadena pesada,
respectivamente. Estas regiones se pueden denominar como CDR de Chothia que tienen
limites que se superponen con las CDR de Kabat. Otros limites que definen CDRs que se
superponen con las CDR de Kabat se han descrito en Padlan, 1995, FASEB J. 9: 133-39;
MacCallum, 1996, J. Mol. Biol. 262(5): 732-45; y Lefranc, 2003, Dev. Comp. Immunol. 27:
55-77. Otras definiciones de limites de CDR mas no pueden seguir estrictamente uno de
los sistemas de la presente, pero sin embargo se superpondran con las CDR de Kabat,
aunque pueden estar acortados o alargados a la luz de la prediccibn o hallazgos
experimentales de que restos o grupos de restos particulares o incluso CDRs enteras no
afectan significativamente la unién al antigeno. Los métodos usados en la presente pueden
utilizar CDR definidas de acuerdo con cualquiera de estos sistemas, aunque ciertas
realizaciones usan CDRs de Kabat o Chothia definidas. La identificacion de las CDRs
predichas usando la secuencia de aminoacidos es bien conocida en el campo, tal como en
Martin, A.C. "Protein sequence y structure analysis of antibody variable domains," In
Antibody Engineering, Vol. 2. Kontermann R., Dubel S., eds. Springer—Verlag, Berlin, p.
33-51 (2010). La secuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena pesada y/o
ligera se puede inspeccionar también para identificar las secuencias de las CDR por otros
métodos convencionales, por ejemplo, por comparacién con secuencias de aminoacidos
conocidas de otras regiones variables de cadena pesada Yy ligera para determinar las
regiones de hipervariabilidad de secuencia. Las secuencias numeradas se pueden alinear
a la vista, o empleando un programa de alineamiento tal como uno del conjunto de
programas CLUSTAL, como se describe en Thompson, 1994, Nucleic Acids Res. 22: 4673—
80. Los modelos moleculares se utilizan convencionalmente para delinear correctamente
la estructura y las regiones CDR vy, por tanto, corregir las asignaciones basadas en

secuencias.
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El término "Fc" tal como se usa en la presente se refiere a una molécula que
comprende la secuencia de un fragmento de no unién al antigeno resultante de la digestion
de un anticuerpo o producido por otros medios, ya sea en forma monomérica o multimérica,
y puede contener la region bisagra. La fuente de inmunoglobulina original de Fc nativa con
preferencia es de origen humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas, aunque
se prefieren IgG1 e IgG2. Las moléculas de Fc estan constituidas por polipéptidos
monoméricos que se pueden unir en formas diméricas o multiméricas mediante asociacién
covalente (es decir, en laces disulfuro) y no covalente. El nimero de en laces disulfuro
intermoleculares entre subunidades monomeéricas de las moléculas Fc nativas varia de 1
a 4 de acuerdo con la clase (por ejemplo, IgG, IgA, e IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1,
1gG2, IgG3, IgAl e IgGA2). Un ejemplo de una Fc es un dimero unido a disulfuro resultante
de la digestién con papaina de una IgG. El término "Fc nativa" como se usa en la presente
es genérico para las formas monoméricas, diméricas y multiméricas.

Un fragmento F (ab) incluye tipicamente una cadena ligera y los dominios Vi y Cha
de una cadena pesada, en donde la porcion de cadena pesada Vu—Cwi del fragmento F
(ab) no puede formar un en lace disulfuro con otro polipéptido de cadena pesada. Como
se usa en la presente, un fragmento F (ab) puede incluir también una cadena ligera que
contiene dos dominios variables separados por un ligador de aminoacidos y una cadena
pesada que contiene dos dominios variables separados por un ligador de aminoacidos y
un dominio Cp.

Un fragmento AF (ab') tipicamente incluye una cadena ligera y una porcién de una
cadena pesada que contiene mas de la region constante (entre los dominios Cui y Ch2), de
manera que puede formarse un en lace disulfuro intercatenario entre dos cadenas pesadas
para formar una molécula F (ab')..

La expresiéon “proteina de unién”, tal como se utiliza en la presente memoria, se
refiere a una molécula no natural (o recombinante o modificada genéticamente) que se une

especificamente a al menos un antigeno blanco y que comprende cuatro cadenas
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polipeptidicas que forman al menos tres sitios de union al antigeno, en donde una primera
cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vio—L1=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls+—Ch1 [
y una tercera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhs— Cha1 [
y una cuarta cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y
L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;
y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.
Una molécula "recombinante" es una molécula que ha sido preparada, expresada,
creada o aislada por medios recombinantes.
Una realizacion de la descripcion proporciona proteinas de union que tienen
especificidad biolégica e inmunolégica entre uno y tres antigenos blanco. Otra realizacion
de la descripcién proporciona moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de

nucledtidos que codifican cadenas polipeptidicas que forman tales proteinas de unién. Otra
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realizacion de la descripcidbn proporciona vectores de expresion que comprenden
moléculas de &cido nucleico que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican
cadenas polipeptidicas que forman tales proteinas de unién. Todavia otra realizacion de la
descripcion proporciona células huésped que expresan tales proteinas de unién (es decir,
que comprenden moléculas de acido nucleico o vectores que codifican cadenas
polipeptidicas que forman tales proteinas de unién).

La expresion "capacidad de intercambio" como se usa en la presente se refiere a la
intercambiabilidad de dominios variables dentro del formato de proteina de unién y con la
retencion del plegamiento y la afinidad de unién final. La "capacidad de intercambio total"
se refiere a la capacidad de intercambiar el orden de los dominios Vu1 Y V2, Y por los tanto
el orden de los dominios Vi1 ¥ Vi2, en la cadena polipeptidica de férmula | o la cadena
polipeptidica de férmula Il (es decir, para invertir el orden) mientras que se mantiene la
funcionalidad completa de la proteina de union como se evidencia por la retencién de la
afinidad de unién. Ademas, se debe observar que las designaciones Vy y V. se refieren
solo a la ubicacion del dominio en una cadena proteica particular en el formato final. Por
ejemplo, Vi1 Y V2 se pueden derivar de los dominios Vi1 ¥ V12 en anticuerpos originales y
colocar en las posiciones Vi1 Y Viz en la proteina de union. Del mismo modo, Vi1 y Vi2 se
pueden derivar de los dominios Vw1 y Vi de los anticuerpos originales y colocar en las
posiciones Vw1 ¥ Viz en la proteina de union. Por lo tanto, las designaciones Vy y V. se
refieren a la ubicacién presente y no a la ubicacién original en un anticuerpo original. Por
lo tanto, los dominios Vu y Vi son "intercambiables".

El término "antigeno” o "antigeno blanco" o "blanco de antigeno” como se usa en la
presente se refiere a una molécula o una porcién de una molécula que es capaz de estar
unida por una proteina de unién y ademas se puede usar en un animal para producir
anticuerpos capaces de unirse a un epitopo de ese antigeno. Un antigeno blanco puede

tener uno 0 mas epitopos. Con respecto a cada antigeno blanco reconocido por una
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proteina de union, la proteina de union es capaz de competir con un anticuerpo intacto que
reconoce el antigeno blanco.

El término "Her2" se refiere al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano que es un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico.

"CD3" es el cluster del polipéptido del factor de diferenciacion 3 y es proteina de
superficie de las células T que es tipicamente parte del complejo del receptor de células T
(TCR).

"CD28" es el cluster del polipéptido de diferenciacion 28 y es una proteina de
superficie de las células T que proporciona sefales coestimuladoras para la activacion y
supervivencia de las células T.

"CD19" es el cluster del polipéptido de diferenciacion 19 y se ubica en las células

"CD20" es el cluster del polipéptido de diferenciacién 20 y es una fosfoproteina
glicosilada activada expresada en la superficie de las células B.

"CD38" es el cluster del polipéptido de diferenciacién 38 y es una glicoproteina
hallada en la superficie de muchos células inmunoldgicas.

"LAMP1" es la proteina de membrana 1 asociada a los lisosomas.
"IL-4" es interleuquina 4 y es una citoquina que induce la diferenciacion de células T
auxiliares naif.

La "IL-13" es la interleuquina 13 y es una citoguina secretada por muchos tipos
celulares tales como células T.

"TNFa" es el factor de necrosis tumoral alfa y es una citoquina implicada en la
inflamacion sistematica.

La expresion "acoplador de células T" se refiere a proteinas de unién dirigidas al
sistema inmunitario de un huésped, mas especificamente a la actividad citotéxica de las
Células T, asi como dirigidas a wuna proteina diana de tumor.

La expresion "proteina de union monoespecifica" se refiere a una proteina de union
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que se une especificamente a una blanco de antigeno.
El término "proteina de unibn monovalente" se refiere a una proteina de union que tiene un
sitio de union al antigeno.

La expresion "proteina de union biespecifica" se refiere a una proteina de union que
se une especificamente a dos dianas de antigeno diferentes.

La expresion "proteina de unidn bivalente" se refiere a una proteina de uniéon que
tiene dos sitios de union.

La expresion "proteina de union triespecifica” se refiere a una proteina de unién que
se une especificamente a tres dianas de antigeno diferentes.

La expresion "proteina de unidn trivalente" se refiere a una proteina de unién que
tiene tres sitios de unién. En realizaciones particulares la proteina de unién trivalente se
puede unir a un blanco de antigeno. En otras realizaciones, la proteina de union trivalente
se puede unir a dos dianas de antigeno. En otras realizaciones, la proteina de union
trivalente se puede unir a tres dianas de antigeno.

Una proteina de unién "aislada" es la se ha identificado y separado y/o recuperado
de un componente de su ambiente natural. Los componentes contaminantes de su
ambiente natural son materiales que pueden interferir en los usos diagndsticos o
terapéuticos para la proteina de unién, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos
proteinicos o no proteinicos. En algunas realizaciones, la proteina de union se purificara:
(1) hasta mas del 95% en peso de anticuerpo segun se determina por el método de Lowry,
y con maxima preferencia mas de 99% en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener
al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos N—terminal o interna mediante el uso
de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE
en condiciones reductoras o no reductoras usando azul Coomassie o, con preferencia,
tincién con plata. Las proteinas de unién aisladas incluyen la proteina de unién in situ dentro
de células recombinantes ya que al menos un componente del ambiente natural de la

proteina de unién no estara presente.
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Las expresiones "sustancialmente puro" o "sustancialmente purificado" como se
usa en la presente se refieren a un compuesto 0 especie que es la especie predominante
presente (es decir, sobre una base molar es mas abundante que cualquier otra especie
individual en la composicion). En algunas realizaciones, una fraccién sustancialmente
purificada es una composicién en la que la especie comprende al menos aproximadamente
el 50% (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. En otras
realizaciones, una composicion sustancialmente pura comprendera mas de
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95% o0 99% de todas las especies macromolares
presentes en la composicion. En otras realizaciones, la especie se purifica hasta obtener
una homogeneidad esencial (las especies contaminantes no se pueden detectar en la
composicion mediante métodos de deteccidén convencionales) en donde la composicion
consiste esencialmente en una Unica especie macromolecular.

Una proteina de union "neutralizante”, como se usa en la presente, se refiere a una
molécula que es capaz de bloquear o reducir sustancialmente una funcién efectora de un
antigeno blanco al que se une. Como se usa en la presente, "reduce sustancialmente"
significa que al menos aproximadamente 60%, con preferencia al menos aproximadamente
70%, con mas preferencia al menos aproximadamente 75%, aun con mas preferencia al
menos aproximadamente 80%, aun con mas preferencia al menos aproximadamente 85%,
con maxima preferencia al menos aproximadamente 90% de reducciéon de una funcion
efectora del antigeno blanco.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante, con preferencia un
determinante polipéptido, capaz de unirse especificamente a una inmunoglobulina o
receptor de células T. En ciertas realizaciones, los determinantes de epitopos incluyen
agrupaciones de moléculas quimicamente activas tales como aminoacidos, cadenas
laterales de azUcar, grupos fosforilo o grupos sulfonilo y, en ciertas realizaciones, pueden
tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga

especificas. Un epitopo es una region de un antigeno que esta unido por un anticuerpo o
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proteina de union. En ciertas realizaciones, se dice que una proteina de unidn se une
especificamente a un antigeno cuando reconoce preferentemente su antigeno blanco en
una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas. En algunas realizaciones, se dice
gue una proteina de unién se une especificamente a un antigeno cuando la constante de
disociacion de equilibrio es < 10® M, con mas preferencia cuando la constante de
disociacion de equilibrio < 10° M, y con méaxima preferencia cuando la constante de
disociacion de equilibrio < 10719 M.

La constante de disociacion (Kp) de una proteina de union se puede determinar, por
ejemplo, por resonancia de plasmon superficial. Generalmente, el andlisis de resonancia
de plasmon superficial mide las interacciones de union en tiempo real entre el ligando (un
antigeno blanco sobre una matriz de biosensor) y el analito (una proteina de unién en
solucion) por resonancia de plasmoén de superficie (SPR) usando el sistema BlAcore
(Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ). El andlisis de plasmon de superficie también se
puede realizar mediante la inmovilizacion del analito (proteina de union en una matriz de
biosensor) y presentacion del ligando (antigeno blanco). El término "Kp", como se usa en
la presente, se refiere a la constante de disociacion de la interaccion entre una proteina de
unién particular y un antigeno blanco.

La expresion "se une especificamente" como se usa en la presente se refiere a la
capacidad de una proteina de unién o un fragmento de unién al antigeno de este para
unirse a un antigeno que contiene un epitopo con un Kd de al menos aproximadamente 1
Xx10°M,1x10"M,1x108M,1x10°M,1x10°M, 1x 101 M, 1x 1072 M, o mas y/o
para unirse a un epitopo con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad
por un antigeno no especifico.

El término "ligador" tal como se usa en la presente se refiere a uno 0 mas restos de
aminodcidos insertados entre dominios de inmunoglobulina para proporcionar suficiente
movilidad para que los dominios de las cadenas ligera y pesada se plieguen en las

inmunoglobulinas de regién variable dual. Se inserta un ligador en la transicion entre
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dominios variables o entre dominios variables y constantes, respectivamente, en el nivel
de secuencia. La transicibn entre dominios se puede identificar porque el tamafio
aproximado de los dominios de inmunoglobulina esta bien entendido. La localizacion
precisa de una transicion de dominio se puede determinar mediante la ubicacion de
extensiones peptidicos que no forman elementos estructurales secundarios tales como
hojas beta o alfa—hélices como se demuestra mediante datos experimentales o0 como se
puede asumir por técnicas de modelado o prediccibn de estructura secundaria. Los
ligadores descritos en la presente se denominan L1, que esta ubicada en la cadena ligera
entre el extremo C—terminal del V., y el extremo N terminal de dominio V.1; y L,, que esta
ubicado en la cadena ligera entre el extremo C—terminal del Vi1 y el extremo N—-terminal
del dominio C.. Los ligadores de cadena pesada se conocen como Lz, que estd ubicado
entre el extremo C—terminal del Vi1 y el extremo N—terminal del dominio Vu2; y La, que esta
ubicado entre el extremo C—-terminal del Vi y el extremo N—terminal del dominio Chi.

El término "vector" como se usa en la presente se refiere a cualquier molécula (por
ejemplo, acido nucleico, plasmido o virus) que se utiliza para transferir informaciéon de
codificaciébn a una célula huésped. El término "vector" incluye una molécula de acido
nucleico que es capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de
vector es un "plasmido", que se refiere a una molécula de ADN circular de cadena doble
en la que se pueden insertar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un
vector viral, donde se pueden insertar segmentos de ADN adicionales en el genoma viral.
Ciertos vectores son capaces de replicacién auténoma en una célula huésped en la que se
introducen (v.g., vectores bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacion y
vectores de mamiferos episdémicos). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos
no episémicos) se pueden integrar en el genoma de una célula huésped después de la
introduccion en la célula huésped y por lo tanto se replican junto con el genoma del
huésped. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que

estan unidos operativamente. Tales vectores se denominan en la presente como "vectores
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de expresion recombinantes” (o simplemente, "vectores de expresion"). En general, los
vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a menudo en
forma de plasmidos. Los términos "plasmido" y "vector" se pueden usar indistintamente en
la presente, ya que un plasmido es la forma de vector mas comunmente usada. Sin
embargo, se pretende gque la descripcién incluya otras formas de vectores de expresion,
tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos de replicacién, adenovirus
y virus adenoasociados) que cumplen funciones equivalentes.

La frase "célula huésped recombinante" (o "célula huésped") como se usa en la
presente se refiere a una célula en la que se ha introducido un vector de expresion
recombinante. Se considera que una célula huésped recombinante o célula huésped se
refiera no solo a la célula en cuestion particular, sino también a la progenie de tal célula.
Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones posteriores debido a
mutaciones o influencias ambientales, tal progenie no puede, en efecto, ser idéntica a la
célula progenitora, pero tales células todavia estan incluidas dentro del alcance del término
"célula huésped" como se usa en la presente. Se puede usar una amplia variedad de
sistemas de expresion de células huésped para expresar las proteinas de union, que
incluyen sistemas de expresion bacterianos, de levaduras, baculovirales y mamiferos (asi
como sistemas de expresidon de despliegue en fagos). Un ejemplo de un vector de
expresion bacteriano adecuado es pUC19. Para expresar una proteina de union de forma
recombinante, una célula huésped se transforma o transfecta con uno o mas vectores de
expresion recombinantes que portan fragmentos de ADN que codifican las cadenas
polipeptidicas de la proteina de union de tal manera que las cadenas polipeptidicas se
expresan en la célula huésped, y con preferencia se secretan en el medio en el que se
cultivan las células huésped, de cuyo medio se puede recuperar la proteina de unién.

El término "transformacion” como se usa en la presente se refiere a un cambio en
las caracteristicas genéticas de una célula, y una célula se ha transformado cuando se ha

modificado para contener un nuevo ADN. Por ejemplo, una célula se transforma cuando se
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modifica genéticamente de su estado nativo. Después de la transformacion, el ADN
transformante se puede recombinar con el de la célula mediante la integracién fisica en un
cromosoma de la célula, o se puede mantener transitoriamente como un elemento
episodico sin replicarse, o se puede replicar independientemente como un plasmido. Se
considera que una célula se ha transformado establemente cuando el ADN se replica con
la division de la célula. El término "transfeccién" como se usa en la presente se refiere a la
captaciéon de ADN exdgeno o extrafio por una célula, y una célula se ha "transfectado"
cuando el ADN exdégeno se ha introducido dentro de la membrana celular. Una serie de
técnicas de transfeccidén son bien conocidas en la materia. Tales técnicas se pueden usar
para introducir una o mas moléculas de ADN exdgeno en células huésped adecuadas.

El término "natural” como se usa en la presente y aplicado a un objeto se refiere al
hecho de que el objeto se puede encontrar en la naturaleza y no ha sido manipulado por el
hombre. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido que esta presente en un organismo
(incluyendo virus) que se puede aislar de una fuente en la naturaleza y que no ha sido
intencionalmente modificado por el hombre es natural. De forma similar, "no natural" como
se usa en la presente se refiere a un objeto que no se encuentra en la naturaleza o que ha
sido estructuralmente modificado o sintetizado por el hombre.

Como se usa en la presente, los veinte aminoacidos convencionales y sus
abreviaturas siguen el uso convencional. Los estereocisbmeros (por ejemplo, D-
aminodcidos) de los veinte aminoacidos convencionales; aminoacidos no naturales y
analogos tales como aminoacidos a,a—disustituido, N—alquilamino&cidos, acido lactico y
otros aminoacidos no convencionales también pueden ser componentes adecuados para
las cadenas polipeptidicas de las proteinas de unién. Los ejemplos de aminoacidos no
convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y—carboxiglutamato, e—N,N,N-trimetillisina, &—
N-acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N—formilmetionina, 3—metilhistidina, 5-
hidroxilisina, c—N—metilarginina, y otros aminoacidos o aminoacidos similares (por ejemplo,

4-hidroxiprolina). En la notacion de polipéptidos usada en la presente, la direccion de la
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izquierda es la direccién del amino terminal y la direccion de la derecha es la direccion del
carboxilo terminal, de acuerdo con el uso y la convencion estandar.

Los restos naturales se pueden dividir en clases basadas en propiedades de la
cadena lateral comun:

(1) hidrofdbicos: Met, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Tyr, Pro;

(2) hidrofilicos polares: Arg, Asn, Asp, GIn, Glu, His, Lys, Ser, Thr;

(3) alifaticos: Ala, Gly, lle, Leu, Val, Pro;

(4) hidrofdbicos alifaticos: Ala, lle, Leu, Val, Pro;

(5) hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(6) acidos: Asp, Glu;

(7) basicos: His, Lys, Arg;

(8) restos que influyen la orientacion de la cadena: Gly, Pro;

(9) aromaético: His, Trp, Tyr, Phe;y

(10) hidrofébico aromatico: Phe, Trp, Tyr.

Las sustituciones de aminodcidos conservadoras pueden implicar el intercambio de
un miembro de una de estas clases con otro miembro de la misma clase. Las sustituciones
no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases
por un miembro de otra clase.

Un experto en la técnica sera capaz de determinar variantes adecuadas de las
cadenas polipeptidicas de las proteinas de union usando técnicas bien conocidas. Por
ejemplo, un experto en la técnica puede identificar areas adecuadas de una cadena
polipeptidica que se puede cambiar sin destruir actividad mediante regiones de
direccionamiento que no se consideran importantes para la actividad. Alternativamente, un
experto en la técnica puede identificar restos y porciones de las moléculas que estan
conservadas entre polipéptidos similares. Ademas, incluso las areas que pueden ser

importantes para la actividad biolégica o para la estructura se pueden someter a
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sustituciones conservadoras de aminoacidos sin destruir la actividad biolégica o sin afectar
negativamente a la estructura del polipéptido.

El término "paciente" como se usa en la presente incluye sujetos humanos y
animales.

Los términos "tratamiento” o "tratar" como se usa en la presente se refieren tanto al
tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas. Aquellos que necesitan
tratamiento incluyen los que tienen un trastorno asi como los propensos a tener el trastorno
0 aquellos en los que se debe prevenir el trastorno. En realizaciones particulares, las
proteinas de unidn se pueden usar para tratar seres humanos con cancer, o seres humanos
susceptibles al cancer, o mejorar el cancer en un sujeto humano. Las proteinas de union
también se pueden usar para prevenir el cancer en un paciente humano. En realizaciones
particulares, el cancer es mieloma multiple, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
linfocitica cronica, leucemia mieloide aguda, linfoma, cancer de mama tal como cancer de
mama Her2+, linfoma de células B del centro germinal o leucemia linfoblastica aguda de
células B. En otras realizaciones, las proteinas de unidn se pueden usar para tratar seres
humanos con trastornos inflamatorios, o seres humanos susceptibles a trastornos
inflamatorios, o para mejorar trastornos inflamatorios en un sujeto humano.

Las expresiones "composicién farmacéutica" o "composicion terapéutica" como se
usa en la presente se refieren a un compuesto o composicién capaz de inducir un efecto
terapéutico deseado cuando se administra adecuadamente a un paciente.

La expresion "portador farmacéuticamente aceptable" o "portador fisiolégicamente
aceptable” como se usa en la presente se refiere a uno o mas materiales de formulacion
adecuados para llevar a cabo o potenciar la administracion de una proteina de union.

Las expresiones "cantidad efectiva" y "cantidad terapéuticamente efectiva" cuando
se usan en referencia a una composicion farmacéutica que comprende una 0 mMas
proteinas de union se refieren a una cantidad o dosis suficiente para producir un resultado

terapéutico deseado. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente efectiva es una
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cantidad de una proteina de union suficiente para inhibir, durante algun periodo de tiempo,
uno o mas de los procesos patoldgicos definidos clinicamente asociados con la afeccion
que se esta tratando. La cantidad efectiva puede variar de acuerdo con la proteina de union
especifica que se esta usando, y también depende de una variedad de factores y
afecciones relacionadas con el paciente que se esta tratando y la gravedad del trastorno.
Por ejemplo, si la proteina de unién se va a administrar in vivo, factores tal como edad,
peso y salud del paciente, asi como las curvas de dosis respuesta y los datos de toxicidad
obtenidos en el trabajo preclinico con animales deben estar entre los factores
considerados. La determinacion de una cantidad efectiva o de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicion farmacéutica dada esta dentro de la
capacidad de los expertos en la técnica.

Una realizacion de la descripcidén proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente
efectiva de una proteina de unién.

Proteinas de unién triespecificas y/o trivalentes

En una realizacion, la proteina de unién de la descripcién es una proteina de unién
triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres
sitios de unién a antigeno que especificamente unen uno o varios (por ejemplo, tres)
diferentes dianas de antigenos o proteinas diana, en donde una primera cadena
polipeptidica comprende una estructura representada por la formula:

Vio—Li=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls+—Ch1 [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhs—Chra [y

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
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V|_3—C|_ [|V]
en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.

En una realizacion, la proteina de unién de la descripcidn es una proteina de unién
triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres
sitios de union a antigeno que especificamente unen uno o varios (por ejemplo, tres) dianas
de antigenos o proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica comprende
una estructura representada por la férmula:

Vio—L1=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vu—Ls—Ch1  [ll]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhs—Chri [y
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
V|_3—C|_ [|V]

en donde:
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V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.
En una realizacion, la proteina de unién de la descripcidn es una proteina de unién
triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres
sitios de unién a antigeno que especificamente unen uno o varios (por ejemplo, tres)
diferentes dianas de antigenos o proteinas diana, en donde una primera cadena
polipeptidica comprende una estructura representada por la formula:
Vio—Li=Vii—L—Co [1]

y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la

formula:
VH1—L3—VH2—L4—CH1—bisag ra—CHz—CHs [| |]

y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz— CHl—bisagra—CHz—CHs [|||]

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
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V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobulina;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy2 de inmunoglobulina;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y
Ch2; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.

En una realizacion, la proteina de unién de la descripcidn es una proteina de unién
triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres
sitios de union a antigeno que especificamente unen uno o varios (por ejemplo, tres) dianas
de antigenos o proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica comprende
una estructura representada por la férmula:

Vio—L1=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
VH1—L3—VH2—L4—CH1—bisag ra—CHz—CHs [| |]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz— CHl—bisagra—CHz—CHs [|||]
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]

en donde:
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V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cyi de inmunoglobulina;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy2 de inmunoglobulina;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y
Ch2; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica y la segunda cadena
polipeptidica tienen una orientacion cruzada que forma dos distintos sitios de union a
antigeno. En algunas realizaciones, VH1 y VL1 forman un par de union y forman el primer
sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones, VH2 y VL2 forman un par de union y
forman el segundo sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones, el tercer polipéptido
y el cuarto polipéptido forman un tercer sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones,
VH3 y VL3 forman un par de unién y forman el tercer sitio de unién a antigeno.

En una realizacion, la proteina de unién de la descripcidn es una proteina de unién
triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres
sitios de union a antigenos que se unen especificamente a uno o varios (por ejemplo, tres)
antigenos diana o proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica comprende

una estructura representada por la férmula:
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Vp1—L1—Vo—L—C, [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vp3—Ls—Vps—Ls—Cri—bisagra—Cro—Chs [
5 vy unatercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz— Cri—bisagra—Cpo—Chis [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]
en donde:
10 Vp1 €s un dominio variable de cadena pesada o ligera de una primera
inmunoglobulina;
Vp2z €s un dominio variable de cadena pesada o ligera de una segunda
inmunoglobulina;
Vps €s un dominio variable de cadena pesada o ligera de una tercera
15  inmunoglobuling;
Vpsa €S un dominio variable de cadena pesada o ligera de una cuarta
inmunoglobulina;
Vus €s un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V13 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
20 C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH1;
Ch2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;
Cuz es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;
bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios CH1 y
25 CH2;y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;
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y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.

En algunas realizaciones, la proteina de union de la descripcidbn comprende tres
sitios de unidon a antigeno que especificamente unen uno, dos o tres dianas de antigenos
0 proteinas diana. En algunas realizaciones, la proteina de unién se une con tres dianas
de antigenos. En algunas realizaciones, la proteina de unién se une con tres diferentes
dianas de antigenos. En algunas realizaciones, dos de los sitios de union a antigeno se
unen con el mismo blanco de antigeno. In those realizaciones, la proteina de unidn
comprende los mismos dominios de unién dos veces, o diferentes dominios de unién, y/o
se une especificamente a diferentes antigenos o epitopos en el mismo blanco de antigeno.
En algunas realizaciones, tres de los sitios de unién a antigenos se unen con el mismo
blanco de antigeno. En esas realizaciones, la proteina de unién comprende los mismos
dominios de union tres veces, o diferentes dominios de unién, y/o se une especificamente
a diferentes antigenos o epitopos en el mismo blanco de antigeno.

En algunas realizaciones, V.1, Vi2 Y Vi3 son cada uno, de modo independiente, un
dominio variable derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de
las SEQ ID NOs: 2, 4, 10, 14, 18, 22 0 115; y V1, VH2 Y Vus son cada uno, de modo
independiente, un dominio variable derivado de una secuencia de aminoacidos establecida
en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1, 3, 9, 13, 17, 21 6 114. En otras realizaciones, Vi1, V.2
y Vizson cada uno, de modo independiente, un dominio variable derivado de una secuencia
de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 61, 63, 69, 71, 74, 76, 82,
86, 88 0 94; ¥y Vu1, V2 Y Vhs son cada uno, de modo independiente, un dominio variable
derivado de una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs:
60, 62, 68, 73, 75, 81, 85, 87 6 93. En otras realizaciones, Vi1, Vi2 ¥ Viz comprenden cada
uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena
ligera de un dominio variable que comprende una secuencia de aminoacidos establecida

en cualquiera de las SEQ ID NOs: 43-59, 123-125; y Vi1, Viz2 Y Vuz cOmprenden cada uno,
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de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada
de un dominio variable que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en
cualquiera de las SEQ ID NOs: 25-42, 120-122. En otras realizaciones, Vi1, Vi2 Y Vi3
comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de
complementariedad de cadena ligera de un dominio variable que comprende una
secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 61, 63, 69, 71,
74, 76, 82, 86, 88 0 94; y Vu1, VH2 Y Vuz comprenden cada uno, de modo independiente,
regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable
que comprende una secuencia de aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ ID
NOs: 60, 62, 68, 73, 75, 81, 85, 87 6 93. En algunas realizaciones, Vui, Vi2 ¥ Vhs3
comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de
complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio variable mostrada en
las tablas 2-5.

En algunas realizaciones, Vi1, Vi y Viz comprenden cada uno, de modo
independiente, una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ
ID NOs: 169, 171y 173; y/o Vi1, Vuz2 Y Vuz comprenden cada uno, de modo independiente,
una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 168, 170
y 172. En algunas realizaciones, Vi1, Vi2 ¥ Viz comprenden cada uno, de modo
independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena ligera que
comprenden una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NOs: 50, 141-147, 178 y 179; y/o Vw1, V2 ¥ Vs comprenden cada uno, de modo
independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que
comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NOs: 129-137. En algunas realizaciones, Vi1, V12 ¥ Viscomprenden cada uno, de modo
independiente, una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ
ID NOs: 151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165y 167; y/0 V11, V2 Y Vuz comprenden cada

uno, de modo independiente, una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera
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delas SEQ ID NOs: 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164 y 166. En algunas realizaciones,
Vi1, V2 Y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de
complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de aminoacidos
establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 43-59, 123-125y 138-140 y 149; y/o Vh1,
Vhz ¥ Vuz comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de
complementariedad de cadena pesada de un dominio variable que comprende una
secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 25-42, 120-122
y 126-128. En algunas realizaciones, Vi1, Vi2 ¥ Vis comprenden cada uno, de modo
independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena ligera y/o una
secuencia de dominio variable mostrada en las tablas 2-5.

En particular realizaciones, el orden de los dominios Vw1 Y Vi2 Y, €n consecuencia,
el orden de los dominios Vi1 y Vi2, en la cadena polipeptidica de la férmula | o la cadena
polipeptidica de la formula Il (es decir, para revertir el orden) se intercambian.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 4;
la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 1; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que opcionalmente
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comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
10; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 1; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 4;
la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 3 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 3; la tercera cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o0 una secuencia
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de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13 que opcionalmente comprende CDRs gue son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 13; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 14.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
10; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13 que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 13; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 14.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende

CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 4;



10

15

20

25

95

la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17 que opcionalmente comprende CDRs gue son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 17; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 18.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
10; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 9 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17 que opcionalmente comprende CDRs gue son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 17; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 o una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 que opcionalmente
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comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 18.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 4;
la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 3 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 o una secuencia
de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21 que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 21; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 22.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
10; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 9; la tercera cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 o una secuencia
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de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21 que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 21; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 22.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
63; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 62 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 62 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 62; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60 que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 61.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende

CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:



10

15

20

25

98

69; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 68 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 68 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60 que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 61.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
69; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 68 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 68 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60 que opcionalmente comprende CDRs gue son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 71 o una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 71 que opcionalmente
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comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 71.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 76 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
76; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 75 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 75 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 75; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73 que opcionalmente comprende CDRs gue son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 74.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 82 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 82 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
82; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 81 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:81 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 81; la tercera cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o0 una secuencia
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de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73 que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 74.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 88 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 88 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
88; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 87 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 87 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 87; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85 que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 86.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 94 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 94 que opcionalmente comprende

CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
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94; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 93 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 93 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 93; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85 que opcionalmente comprende CDRs gue son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 86.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
69; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 68 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 68 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73 que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 o una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 que opcionalmente
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comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 74.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
69; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 68 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 68 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85 que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 86.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
63; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 62 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 62 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 62; la tercera cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
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de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73 que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 74 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 74.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
63; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 62 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 62 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 62; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85 que opcionalmente comprende CDRs gue son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 86.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende

CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 4;
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la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 114 que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 114; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 115 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 115 que opcionalmente
comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 115.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO:
10; la segunda cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 9 que opcionalmente comprende CDRs que son 100%
idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 114 que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la
cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 114; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 115 o una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 115 que opcionalmente
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comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de la
SEQ ID NO: 115.
[0148] En otras realizaciones, la proteina de unién de la descripcidon es una proteina de
unioén triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman
5 tres sitios de unién a antigeno que se unen especificamente a una o varias (por ejemplo,
tres) diferentes proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica tiene una
estructura representada por la formula:
Vio—L1=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
10 Vhi1—Ls—Vho—Ls—Cri—bisagra—Cno—Chrs (ojal) [lI]
y una tercera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhs—Cri—bisagra—Cr—Chs (boton) [
y una cuarta cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]
15 endonde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
20 V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y
L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;
25 yen donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de

cadena ligera—cadena pesada cruzada.
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En otras realizaciones, la proteina de unién de la descripcion es una proteina de
unioén triespecifica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman
tres sitios de unidn a antigeno que se unen especificamente a una o varias (por ejemplo,
tres) proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica tiene una estructura
representada por la férmula:
Vio—Li=Vii—L—Co [1]

y una segunda cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls—Cri—bisagra—Cno—Chrs (ojal) [lI]

y una tercera cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la formula:
Vhs—Cri—bisagra—Cp—Chs (boton) [

y una cuarta cadena polipeptidica tiene una estructura representada por la férmula:

Vis—CL [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 e€s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de
cadena ligera—cadena pesada cruzada.

En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica y la segunda cadena
polipeptidica tienen una orientacion cruzada que forma dos distintos sitios de union a

antigeno. En algunas realizaciones, Vw1 y Vi forman un par de unién y forman el primer
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sitio de union a antigeno. En algunas realizaciones, Vw2 ¥ Vi2 forman un par de unién y
forman el segundo sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones, el tercer polipéptido
y el cuarto polipéptido forman un tercer sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones,
Vo y VL3 forman un par de unién y forman el tercer sitio de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la segunda cadena polipeptidica y la tercera cadena polipeptidica
comprenden una o varias modificaciones. En algunas realizaciones, la segunda cadena
polipeptidica y la tercera cadena polipeptidica de una proteina de unién son diferentes, por
ejemplo, que tienen diferentes dominios Cn1, Crz, Y/0 Chs (tales como aquellos que incluyen
una modificacién descrita en la presente). En algunas realizaciones, la primera cadena
polipeptidica y la cuarta cadena polipeptidica comprenden una o varias modificaciones. En
algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica y la cuarta cadena polipeptidica de
una proteina de union son diferentes, por ejemplo, que tienen diferentes dominios C, (tales
como aquellos que incluyen una modificacion descrita en la presente, y/o dominios C.
lambda vs. kappa).

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:150,
gque opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 150, y/o un dominio variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%, al menos
97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:151, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 151. En algunas realizaciones, una proteina de union de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
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a la SEQ ID NO:152, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 152, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o0 100% idéntica a la SEQ ID NO:153, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 153. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a la SEQ ID NO:154, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 154, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:155, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 155. En algunas realizaciones, una proteina de union de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a la SEQ ID NO:156, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 156, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o0 100% idéntica a la SEQ ID NO:157, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 157. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
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a la SEQ ID NO:158, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 158, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:159, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 159. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a la SEQ ID NO:160, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 160, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:161, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 161. En algunas realizaciones, una proteina de union de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a la SEQ ID NO:162, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 162, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o0 100% idéntica a la SEQ ID NO:163, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 163. En algunas realizaciones, una proteina de union de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica



10

15

20

25

110

a la SEQ ID NO:164, que opcionalmente comprende CDRs gque son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 164, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:165, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 165. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a la SEQ ID NO:166, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 166, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o0 100% idéntica a la SEQ ID NO:167, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 167. En algunas realizaciones, una proteina de union de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a la SEQ ID NO:168, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 168, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o0 100% idéntica a la SEQ ID NO:169, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 169. En algunas realizaciones, una proteina de union de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al

menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
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a la SEQ ID NO:170, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 170, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:171, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 171. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la
presente descripcion comprende un sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica
a la SEQ ID NO:172, que opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las
CDRs de la cadena polipeptidica de la SEQ ID NO: 172, y/o un dominio variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:173, que
opcionalmente comprende CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de la SEQ ID NO: 173.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion se une
con una, dos o tres dianas de antigenos con una constante de disociacion en el equilibrio
(Kp) que es menor o igual que 1 uM, 500 nM, 100 nM, 50 nM, 10 nM, 5 nM o0 1 nM. Los
ensayos ilustrativos para determinar Kp son conocidos en la técnica. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, Kp se determina por medicién de la cinética de unién entre 0°C y
37°C, por ejemplo, a 0°C, 4°C, 25°C, o 37°C) usando las técnicas descritas en el Ejemplo
1 (por ejemplo, SPR o ELISA).

En algunas realizaciones, una proteina de unidn de la presente descripcién activa
células T CD4 y/o CD8 in vitro y/o induce la muerte celular in vitro mediada por anticuerpos
de una célula que expresa una o varias dianas de antigenos de uno o varios dominios de
unién de la proteina de unién. La muerte celular in vitro de ejemplos y los ensayos de

activacion de células T se conocen en la técnica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la
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muerte celular in vitro y/o la activacion de células T se ensaya usando las técnicas descritas
en el Ejemplo 1.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion se une
especificamente y/o bloquea la sefalizacibn mediada por una o varias citoquinas. Los
ensayos de liberacion de citoquinas ilustrativas se conocen en la técnica. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la liberacién de citoquina se ensaya usando las técnicas descritas
en el Ejemplo 1.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina
diana en células T, un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a
una proteina diana en células T y un tercer sitio de unidon a antigeno que se une
especificamente a una diana de antigeno o proteina diana. En algunas realizaciones, una
proteina de unién de la presente descripcion comprende un primer sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a una proteina diana en células T, un segundo sitio de union
a antigeno que se une especificamente a una proteina diana en células T y un tercer sitio
de unidn a antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral. En algunas
realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion comprende un primer sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina diana en células T humana,
un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina diana en
células T humana y un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una
proteina diana tumoral humano. En algunas realizaciones, el primer y el segundo sitio de
unién a antigeno se unen especificamente con una proteina diana tumoral, por ejemplo,
seleccionada de CD3 y CD28, respectivamente. En algunas realizaciones el primer y el
segundo sitios de unién a antigeno se unen especificamente a una proteina diana tumoral
seleccionada, por ejemplo, de CD28 y CD3, respectivamente. En algunas realizaciones, el
tercer sitio de unién a antigeno se une especificamente a CD19, CD20, CD38, Her2 y

LAMP1. Otros ejemplos de tales dianas de antigenos tumorales o proteinas diana
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tumorales son proporcionan infra. Otros ejemplos de tales blancos y proteinas diana se
proporcionan infra.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3, un
segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD28 y un tercer sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a una diana de antigeno o proteina diana.
En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcibn comprende un
primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD28 un segundo sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a CD3 y un tercer sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a una diana de antigeno o proteina diana. Otros ejemplos de
tales dianas de antigenos o proteinas diana se proporcionan infra. En algunas
realizaciones, una proteina de uniéon de la presente descripcibn comprende un primer sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a CD3, un segundo sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a CD28 y un tercer sitio de unién a antigeno que se
une especificamente a una proteina diana tumoral. En algunas realizaciones, una proteina
de unién de la presente descripcion comprende un primer sitio de union a antigeno que se
une especificamente a CD3 humana, un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a CD28 humana y un tercer sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a una proteina diana tumoral humana. En algunas realizaciones, una
proteina de unién de la presente descripcién comprende un primer sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a CD28, un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a CD3, y un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente
a una proteina diana tumoral. En algunas realizaciones, una proteina de union de la
presente descripcibn comprende un primer sitio de union a antigeno que se une
especificamente a CD28 humano un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a CD3 humano, y un tercer sitio de unién a antigeno que se une

especificamente a una proteina diana tumoral humana. En algunas realizaciones, el tercer
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sitio de unién a antigeno se une especificamente a CD19, CD20, CD38, Her2 o LAMP1.
Otros ejemplos de such tumor antigen targets o tumor proteinas diana se proporcionan
infra.

En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une especificamente
a CD3 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 152 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 153; o un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 154 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 155. Las
secuencias de anticuerpos VH, VL y/o CDR adicionales que especificamente se unen con
CD3 apropiadas para usar en cualquiera de las proteinas de unién descritas en la presente
se pueden hallar en la publicacién internacional N.° W0O2016/116626, que se incorpora por
referencia en la presente en su totalidad. En algunas realizaciones, el sitio de union a
antigeno gue se une especificamente a CD3 comprende seis CDRs, o un dominio variable
de cadena pesada y de cadena ligera, mostrados en las tablas 2-5. En algunas
realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3 comprende
(i) tres CDRs de cadena pesada de SEQ ID Nos. 34, 35y 36, respectivamente y tres CDRs
de cadena ligera de SEQ ID Nos. 52, 53 y 54, respectivamente; o (ii) tres CDRs de cadena
pesada de SEQ ID Nos. 34, 35y 36, respectivamente y tres CDRs de cadena ligera de
SEQ ID Nos. 149, 53 y 54, respectivamente. En algunas realizaciones, el sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a CD3 es parte de una cadena polipeptidica que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 o una secuencia de aminoacidos
que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 que
comprende opcionalmente CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena
polipeptidica de SEQ ID NO:3. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que
se une especificamente a CD3 es parte de una cadena polipeptidica que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4 o una secuencia de aminoacidos que es al
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menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4 que comprende
opcionalmente CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de
SEQ ID NO:4.

En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une especificamente
a CD28 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 160 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 161; o un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 162 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 163. En
algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD28
comprende six CDRs, o un dominio variable de cadena pesada y de cadena ligera,
mostrados en las tablas 2-5. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se
une especificamente a CD28 comprende (i) tres CDRs de cadena pesada de SEQ ID Nos.
28, 29 y 30, respectivamente y tres CDRs de cadena ligera de SEQ ID Nos. 46, 47 y 48,
respectivamente; o (ii) tres CDRs de cadena pesada de SEQ ID Nos. 31, 32 y 33,
respectivamente y tres CDRs de cadena ligera de SEQ ID Nos. 49, 50 y 51,
respectivamente. En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno que se une
especificamente a CD28 es parte de una cadena polipeptidica que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:3 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 que comprende opcionalmente
CDRs que son 100% idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de SEQ ID NO:3. En
algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno que se une especificamente a CD28 es
parte de una cadena polipeptidica que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:4 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:4 que comprende opcionalmente CDRs que son 100%

idénticas a las CDRs de la cadena polipeptidica de SEQ ID NO:4.
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En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3, un
segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD28 y un tercer sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a CD38, o un primer sitio de unién a antigeno
gque se une especificamente a CD28, un segundo sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a CD3 y un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a
CD38 en donde:

e el sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3 comprende (i) tres
CDRs de cadena pesada de SEQ ID Nos. 34, 35y 36, respectivamente y tres CDRs
de cadena ligera de SEQ ID Nos. 52, 53 y 54, respectivamente; o (ii) tres CDRs de
cadena pesada de SEQ ID Nos. 34, 35 y 36, respectivamente y tres CDRs de
cadena ligera de SEQ ID Nos. 149, 53 y 54, respectivamente; y

¢ el sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD28 comprende (i) tres
CDRs de cadena pesada de SEQ ID Nos. 28, 29 y 30, respectivamente y tres CDRs
de cadena ligera de SEQ ID Nos. 46, 47 y 48, respectivamente; o (ii) tres CDRs de
cadena pesada de SEQ ID Nos. 31, 32 y 33, respectivamente y tres CDRs de
cadena ligera de SEQ ID Nos. 49, 50 y 51, respectivamente; y

el sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD38 comprende (i) tres CDRs
de cadena pesada de SEQ ID Nos. 40, 41 y 42, respectivamente y tres CDRs de cadena
ligera de SEQ ID Nos. 58, 44 y 59, respectivamente.

En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une especificamente
a una proteina diana tumoral comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 156 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 157; un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
158 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 159; un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
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de aminoacidos de SEQ ID NO: 164 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 165; un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 150 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 151; o un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 166 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 167. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a una proteina diana tumoral comprende seis CDRs, 0 un
dominio variable de cadena pesada y de cadena ligera, mostrados en las tablas 2-5. En
algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una
proteina diana tumoral comprende seis CDRs de un dominio de union anti-Her2, anti-CD19,
anti-CD20, anti-CD38, o anti-LAMP1 mostrados en las Tablas 2-5.
En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unién a antigenos, en
donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vio—L1=Vii L—Cp [1]

y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la

formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls—Cri—bisagra—Crz—Chs [

y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz—Cri—bisagra—Cuo—Chis [

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
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V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cua es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chy;

Cu2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chz;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chs;

bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cus y

Ch2; y

L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

Vi1, Viz2 ¥ Vis comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:169, 171y 173;y

en donde:

V1, Vhz2 Y Vus comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:168, 170y 172.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unién a antigenos, en
donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Vio—L1=Vii L—Cp [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Vhi—LsVha—Ls—Cra—bisagra—Cra—Chia [
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y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz—Cri—bisagra—Cuo—Chis [

y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]

en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chy;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chz;

Cusz es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chs;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios CH1 y

CH2;y

L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

Vi1, Viz ¥y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 50, 141-147, 178 y
179;y

en donde:
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Vu1, Vuz Y Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129-137.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unidn a antigenos, en
donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Vio—L1=Vii L—Cp [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
VH1—L3—VH2—L4—CH1—bisag ra—CHz—CHs [| |]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
VH3—CH1—bi3agra—CH2—CH3 [|||]
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]
en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chy;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chz;

Cusz es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chs;
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bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y

Ch2; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

Vi1, Vi2 ¥ Vis comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:151, 153, 155, 157, 159,
161, 163, 165y 167;y

en donde:

V1, Vhz Y Vus comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:150, 152, 154, 156, 158,
160, 162, 164 y 166.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende cuatro cadenas polipeptidicas que forman tres sitios de unidn a antigenos, en
donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:

Vi—Li—Vii-L—C, [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls—Cri—bisagra—Cr—Chs [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz—Cri—bisagra—Cuo—Chis [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Viz—CL [1IV]
en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
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V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chy;

Cu2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chz;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina Chs;

bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cus y

Ch2; y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

Vi1, Viz ¥y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs: 43-59, 123-125, 138-140
y 149;y

en donde:

Vu1, Viz Y Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminoacidos como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs: 25-42, 120-122 y 126—
128.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3, un sitio de

unién a antigeno que se une especificamente a CD28 y un sitio de unién a antigeno que
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se une especificamente a una diana de antigeno distinto de CD3 o CD28. En algunas
realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion comprende un sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a CD3 humana, un sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a CD28 humana y un sitio de union a antigeno que se une
especificamente a una diana de antigeno humanos distinto de CD3 o CD28. En algunas
realizaciones, una proteina de unién de la presente descripcién comprende (a) un sitio de
unién a antigeno que se une especificamente a CD3, en donde el sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a CD3 comprende (i) un dominio variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 152 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 153, (ii) un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 154 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 155, (iii) un dominio variable de cadena pesada que
comprende un CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, un
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y un CDR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende un CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:52, un CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:53 y un CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54, o (iv)
un dominio variable de cadena pesada que comprende un CDR-H1 comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, un CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:35 y un CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:36 y un dominio variable de cadena ligera que comprende un CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:149, un CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y un CDR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:54; (b) un sitio de unién a antigeno que se une

especificamente a CD28, en donde el sitio de unidn a antigeno que se une especificamente
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a CD28 comprende (i) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 160 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 161, (ii) un dominio variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 162 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
163, (iii) un dominio variable de cadena pesada que comprende un CDR-H1 comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, un CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:29 y un CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:30 y un dominio variable de cadena ligera que comprende un CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46, un CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 y un CDR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:48, o (iv) un dominio variable de cadena pesada que
comprende un CDR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, un
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y un CDR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y un dominio variable de
cadena ligera que comprende un CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:49, un CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:50 y un CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; y (c)
un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una diana de antigeno distinto
de CD3 o CD28. En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente
descripcion comprende una primera cadena polipeptidica que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:4 o 10, una segunda cadena polipeptidica que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 0 9 y una tercera y una cuarta cadena
polipeptidica, en donde la tercera y la cuarta cadena polipeptidica forman un dominio de
unién a antigeno que se une especificamente a una diana de antigeno distinto de CD3 o
CD28. En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno que se une especificamente

a una diana de antigeno distinto de CD3 o CD28 se une una diana de antigeno



10

15

20

25

125

seleccionado de A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BIiS, BTK, BTLA, B7DC,
B7H1, B7H4 (también conocida como VTCNL1), B7H5, B7H6, B7H7, B7TRP1, B7—4, C3, C5,
CCL2 (también conocida como MCP-1), CCL3 (también conocida como MIP-1a), CCL4
(también conocida como MIP-1b), CCL5 (también conocida como RANTES), CCL7Y
(también conocida como MCP-3), CCL8 (también conocida como mcp—2), CCL11 (también
conocida como eotaxina), CCL15 (también conocida como MIP-1d), CCL17 (también
conocida como TARC), CCL19 (también conocida como MIP-3b), CCL20 (también
conocida como MIP-3a), CCL21 (también conocida como MIP-2), CCL24 (también
conocida como MPIF-2/eotaxina—2), CCL25 (también conocida como TECK), CCL26
(también conocida como eotaxina-3), CCR3, CCR4, CD19, CD20, CD23 (también
conocida como FCER2, un receptor para IgF), CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40,
CD70, CD80 (también conocida como B7-1), CD86 (también conocida como B7-2),
CD122, CD137 (también conocida como 41BB), CD137L, CD152 (también conocida como
CTLA4), CD154 (también conocida como CD40L), CD160, CD272, CD273 (también
conocida como PDL2), CD274 (también conocida como PDL1), CD275 (también conocida
como B7H2), CD276 (también conocida como B7H3), CD278 (también conocida como
ICOS), CD279 (también conocida como PD-1), CDH1 (también conocida como E-
cadherina), quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1 (también conocida como M—CSF),
CSF-2 (también conocida como GM-CSF), CSF-3 (también conocida como GCSF),
CX3CL1 (también conocida como SCYD1), CXCL12 (también conocida como SDF1),
CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1,
FCER1A, FCERL1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1,
HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra,
IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Raz2, IL15,
IL17, IL17Rb (también conocida como receptor para IL25), IL18, IL22, IL23, IL25, IL27,
IL33, IL35, ITGB4 (también conocida como b4 integrina), ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina,

LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa—1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor
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plaguetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocida como receptor
para IL33), STEAP2, Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también conocida como co-
receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1 (también
conocida como GPR5/CCXCRL1).

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:25, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:45.

En algunas realizaciones, Vu1 comprende un CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:34, un CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO:35 y un CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO:36; Vi1 comprende un CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:52, un CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y
un CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vi
comprende un CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25,
un CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y un CDR-
H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27; Vi, comprende un
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, un CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y un CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45; Vus comprende un CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25, un CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y un CDR-H3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vs comprende un CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, un CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:44 y un CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:45.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
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aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:25, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:45.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:37, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:56 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:57.
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En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:37, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:38 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:39; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:56 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:57.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 vy una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:40, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:42; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:59.

En algunas realizaciones, Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50 y
una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; Vw2
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34,
una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-
H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:40, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una CDR-H3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42; y Vi3 comprende una CDR-L1 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, una CDR-L2 que comprende
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la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 126, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 127 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 128; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 138, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 139 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 140.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
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aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 126, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 127 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 128; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 138, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 139 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 140.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; V4, comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia
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de aminoéacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 142.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vw2 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V2 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131; y V.s comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 142.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia

de aminoéacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vw2 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131; y Vs comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 142.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vs, comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 131; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que comprende la secuencia
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de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 142; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vis comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO146: y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 142; V4, comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V2 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vs comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 147.



10

15

20

25

136

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vw2 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131; Vi comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 142; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144,

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 142; V4, comprende una CDR-H1 que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
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de aminoéacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144,

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vw2 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 134; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Viz comprende una CDR-L1 que comprende la
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secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vw2 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V2 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144,

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
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de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vs, comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Viz comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 147.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; V4, comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137; Vi comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-H1 que comprende la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vs comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144,

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:30; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:46, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:48; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 120, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 121 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 122; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 123, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 124 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 125.

En algunas realizaciones, Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia
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de aminoacidos de SEQ ID NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:33; Vi1 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:49, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:51; V42 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:36; V.2 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:54; V43 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 120, una CDR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 121 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 122; y V.3 comprende una CDR-L1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 123, una CDR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 124 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 125.

Dianas de antigenos

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion se une
con una o varias (por ejemplo, una, dos o tres) de las siguientes dianas de antigenos o
proteinas diana: A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC,
B7H1, B7H4 (también conocida como VTCNL1), B7H5, B7H6, B7H7, B7TRP1, B7—4, C3, C5,
CCL2 (también conocida como MCP-1), CCL3 (también conocida como MIP-1a), CCL4
(también conocida como MIP-1b), CCL5 (también conocida como RANTES), CCL7Y
(también conocida como MCP-3), CCL8 (también conocida como mcp—2), CCL11 (también
conocida como eotaxin), CCL15 (también conocida como MIP-1d), CCL17 (también

conocida como TARC), CCL19 (también conocida como MIP-3b), CCL20 (también
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conocida como MIP-3a), CCL21 (también conocida como MIP-2), CCL24 (también
conocida como MPIF-2/eotaxin—2), CCL25 (también conocida como TECK), CCL26
(también conocida como eotaxin—3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23 (también
conocida como FCER2, un receptor para IgE), CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40,
CD70, CD80 (también conocida como B7-1), CD86 (también conocida como B7-2),
CD122, CD137 (también conocida como 41BB), CD137L, CD152 (también conocida como
CTLA4), CD154 (también conocida como CD40L), CD160, CD272, CD273 (también
conocida como PDL2), CD274 (también conocida como PDL1), CD275 (también conocida
como B7H2), CD276 (también conocida como B7H3), CD278 (también conocida como
ICOS), CD279 (también conocida como PD-1), CDH1 (también conocida como E-
cadherin), quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1 (también conocida como M—CSF),
CSF-2 (también conocida como GM-CSF), CSF-3 (también conocida como GCSF),
CX3CL1 (también conocida como SCYD1), CXCL12 (también conocida como SDF1),
CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1,
FCER1A, FCERL1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1,
HVEM, ICOSLG, IDO, IFNaq, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra,
IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Raz2, IL15,
IL17, IL17Rb, (también conocido como receptor para IL33), STEAP2, IL18, 1L22, IL23,
IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4 (también conocida como b4 integrina), ITK, KIR, LAG3,
LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L,
PD-1H, receptor plaquetario, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2 (también conocido como
receptor para 1L33), STEAP2, Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP (también conocido
como co-receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1
(también conocida como GPR5/CCXCR1). En algunas realizaciones, uno o varios de los

dianas de antigenos anteriores son dianas de antigenos humanos.
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En una realizacion, las proteinas de unién especificamente se unen con una o
varias dianas de antigenos tumorales (por ejemplo, proteinas diana). En otras
realizaciones, las proteinas de union especificamente se unen con una o varias proteinas
diana tumorales y una o varias proteinas diana en una célula T incluyendo un complejo de
receptores de células T. Estas proteinas de union de enganche de células T son capaces
de reclutar células T transitoriamente en células blanco y, al mismo tiempo, activan la
actividad citolitica de las células T. Los ejemplos de proteinas diana en células T incluyen,
pero sin limitacién, CD3 y CD28, entre otros. Otros ejemplos de tales dianas de antigenos
o proteinas diana se proporcionan supra. En algunas realizaciones, las proteinas de union
triespecificas se pueden generar combinando los dominios de unién a antigeno de dos mas
anticuerpos monoespecificos (anticuerpos progenitores) en un anticuerpo. En algunas
realizaciones, una proteina de union de la presente descripcidn se une con uno o varios
(por ejemplo, uno, dos o tres) de los siguientes dianas de antigenos: CD3, CD19, CD20,
CD28, CD38, Her2, LAMP1, IL-4, IL-13 y TNFa.

En algunas realizaciones de la descripcién, la proteina de union trivalente es capaz
de unirse con dianas de antigenos. En algunas realizaciones de la descripcion, la proteina
de union trivalente es capaz de unir tres diferentes dianas de antigenos. En una realizacion,
la proteina de unién es triespecifica y un par de cadena ligera—cadena pesada es capaz de
unir dos diferentes dianas de antigenos o epitopos y un par de cadena ligera—cadena
pesada es capaz de unir una diana de antigeno o epitopo. En otra realizacion, la proteina
de unién es capaz de unir tres dianas de antigenos tumorales. En otra realizacion, la
proteina de unién es capaz de unir tres diferentes dianas de antigenos tumorales. En otras
realizaciones, la proteina de unién es capaz de inhibir la funcién de uno o varios de los
dianas de antigenos.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion se une
con una o varias proteinas diana tumorales. En algunas realizaciones, la proteina de union

is capaz de unirse especificamente con tres epitopos en una proteina diana tumoral simple.
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En algunas realizaciones, la proteina de unién es capaz de unir especificamente tres
diferentes epitopos en una proteina diana tumoral simple. En algunas realizaciones, la
proteina de union es capaz de unir dos diferentes epitopos en una primera proteina diana
tumoral y un epitopo en una segunda proteina diana tumoral. En algunas realizaciones, la
primera y la segunda proteina diana tumoral son diferentes. En algunas realizaciones, la
proteina de unién es capaz de unir especificamente tres diferentes proteinas diana
tumorales.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion se une
con una o varias proteinas diana de citoquina. . En algunas realizaciones, la proteina de
unién es capaz de unirse especificamente con tres epitopos en una proteina diana de
citoquina simple. En algunas realizaciones, la proteina de unidon es capaz de unir
especificamente tres diferentes epitopos en una Unica proteina diana de citoquina. En
algunas realizaciones, la proteina de unién es capaz de unir dos diferentes epitopos en
una primera proteina diana de citoquina y un epitopo en una segunda proteina diana de
citoquina. En algunas realizaciones, la primera y la segunda proteina diana de citoquina
son diferentes. En algunas realizaciones, la proteina de union es capaz de unir
especificamente tres diferentes proteinas diana de citoquina. En algunas realizaciones, las
una o varias proteinas diana de citoquina son uno o varios de IL—4, IL-13 y/o TNFa. Otros
ejemplos de proteinas diana de citoquina se proporcionan infra.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion se une
con una o varias proteinas diana tumorales y una o varias proteinas diana de células T. En
algunas realizaciones, la proteina de unién es capaz de unir especificamente una proteina
diana tumoral y dos diferentes epitopos en una proteina diana de células T Unica. En
algunas realizaciones, la proteina de unién es capaz de unir especificamente una proteina
diana tumoral y dos diferentes proteinas diana de células T (por ejemplo, CD28 y CD3). En
algunas realizaciones, la proteina de unién es capaz de unir especificamente una proteina

diana de células T y dos diferentes epitopos en una proteina diana tumoral simple. En
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algunas realizaciones, la proteina de unién es capaz de unir especificamente una proteina
diana de células T y dos diferentes proteinas diana tumorales. En algunas realizaciones, la
primera y la segunda cadena polipeptidica de la proteina de union forman dos sitios de
unién a antigeno que especificamente se dirigen a dos proteinas diana de células T y la
tercera y la cuarta cadena polipeptidica de la proteina de union forman un sitio de union a
antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral. En algunas
realizaciones, la primera y la segunda cadena polipeptidica de la proteina de unién forman
dos sitios de unién a antigeno que especificamente se dirigen a dos proteinas diana
tumorales y la tercera y la cuarta cadena polipeptidica de la proteina de unién forman un
sitio de union a antigeno que se une especificamente a una proteina diana de células T.
En algunas realizaciones, las una o varias proteinas diana tumorales son uno o varios de
CD3, CD19, CD20, CD28, CD38, Her2, LAMP1, IL-4, IL-13 y/o TNFa. En algunas
realizaciones, las una o varias proteinas diana de células T son uno o varios de CD3 y
CD28. Otros ejemplos de proteinas diana tumorales y proteinas diana de células T se
proporcionan supra.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion se une
cada uno, de modo independiente entre si, iguales o diferentes, con uno, dos o tres dianas
de antigenos o proteinas diana seleccionados de proteinas diana de citoquina, antigenos
blanco tumorales o proteinas diana tumorales, proteinas diana de células T, inhibidores de
los puntos de control del sistema inmune, moduladores de los puntos de control del sistema
inmune, moléculas coestimuladoras de los puntos de control del sistema inmune y/o
moléculas blanco sobre la superficie de una célula inmune. En algunas realizaciones, una
proteina de unién de la presente descripcidén es trivalente pero biespecifico y capaz de
unirse especificamente con dos veces los mismos dianas de antigenos o proteinas diana.
En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion es capaz de
unirse especificamente con dos o diferentes epitopos en una proteinas diana de citoquina

simple, antigenos blanco tumorales o proteinas diana tumorales, proteinas diana de células
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T, inhibidores de los puntos de control del sistema inmune, moduladores de los puntos de
control del sistema inmune, moléculas coestimuladoras de los puntos de control del sistema
inmune, y/o moléculas blanco sobre la superficie de una célula inmune. Otros ejemplos de
tales dianas de antigenos o proteinas diana se proporcionan supra.

Las proteinas de unién de la descripcion se pueden preparar usando dominios o
secuencias obtenidas o derivadas de cualquier anticuerpo humano o no humano,
incluyendo, por ejemplo, anticuerpos humanos, murinos o humanizados.

Ligadores

En algunas realizaciones, los ligadores L1, Ly, L3 y Ls varian de ningn aminoacido
(largo = 0) a aproximadamente 100 aminoacidos de longitud o menos que 100, 50, 40, 30,
20 6 15 aminoacidos o0 menos. Los ligadores también pueden tener 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2
6 1 aminoacidos de longitud. L1, L2, L3 ¥ L4 en una proteina de unién pueden tener todos la
misma secuencia de aminoacidos o pueden tener todos diferentes secuencias de
aminoacidos.

Los ejemplos de ligadores apropiados incluyen un resto de glicina simple (Gly); un
péptido de diglicina (Gly—Gly); un tripéptido (Gly—Gly—Gly); un péptido con cuatro restos de
glicina (Gly-Gly-Gly—-Gly; SEQ ID NO: 98); un péptido con cinco restos de glicina (Gly—
Gly—Gly—-Gly—Gly; SEQ ID NO: 99); un péptido con seis restos de glicina (Gly—Gly—-Gly—
Gly—Gly—Gly; SEQ ID NO: 100); un péptido con siete restos de glicina (Gly—Gly—Gly—-Gly—
Gly—Gly-Gly; SEQ ID NO: 101); un péptido con ocho restos de glicina (Gly—Gly—-Gly-Gly—
Gly—Gly—Gly-Gly; SEQ ID NO: 102). Otras combinaciones de restos de aminoacidos se
pueden usar tales como el péptido Gly—Gly—Gly—-Gly—-Ser (SEQ ID NO: 103), el péptido
Gly—Gly—Gly-Gly-Ser-Gly—-Gly-Gly—Gly—Ser (SEQ ID NO: 104), el péptido Gly—-Gly—-Gly—
Gly—Ser—-Gly—Gly—Gly—Gly—-Ser—Gly—Gly—-Gly-Gly—Ser (SEQ ID NO: 105) y el péptido Gly—
Gly—Ser-Gly—-Ser-Ser-Gly-Ser-Gly-Gly (SEQ ID NO: 148). Otros ligadores apropiados
incluyen un resto simple de Ser y Val; el dipéptido Arg—Thr, GIn—Pro, Ser-Ser, Thr-Lys y

Ser—Leu; Thr-Lys—Gly—Pro—Ser (SEQ ID NO: 106), Thr—Val-Ala—Ala—Pro (SEQ ID NO:
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107), GIn—Pro—-Lys—-Ala—Ala (SEQ ID NO: 108), GIn—-Arg—lle-Glu-Gly (SEQ ID NO: 109);
Ala—Ser-Thr-Lys—Gly—Pro—Ser (SEQ ID NO: 110), Arg-Thr—Val-Ala—Ala—Pro—Ser (SEQ
ID NO: 111), Gly-GIn—Pro—Lys—Ala—Ala—Pro (SEQ ID NO: 112) y His—lle-Asp—Ser—Pro—
Asn—Lys (SEQ ID NO: 113). Los ejemplos enumerados con anterioridad no pretenden
limitar el alcance de la descripcion de modo alguno y los ligadores que comprenden
aminoacidos aleatoriamente seleccionados del grupo que consiste en valina, leucina,
isoleucina, serina, treonina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato, asparagina,
glutamina, glicina y prolina se mostraron apropiados en las proteinas de union. Para
descripciones adicionales de secuencias ligadoras, ver, por ejemplo, el documento WO
2012135345.

La identidad y secuencia de restos de aminoacidos en el ligador puede variar segun
el tipo de elemento estructural secundario necesario para lograr en el ligador. Por ejemplo,
glicina, serina y alanina son mejores para ligadores que tienen maxima flexibilidad. Cierta
combinacién de glicina, prolina, treonina y serina es Gtil si es necesario un ligador mas
rigido y extendido. Cualquier resto de aminodcido se puede considerar como un ligador en
combinacién con otros restos de aminoacidos para construir ligadores peptidicos mas
grandes gue lo necesario segun las propiedades deseadas.

En algunas realizaciones, la longitud de L; es al menos dos veces la longitud de Ls.
En algunas realizaciones, la longitud de L, es al menos dos veces la longitud de Ls. En
algunas realizaciones, la longitud de L, es al menos dos veces la longitud de Ls y la longitud
de L, es al menos dos veces la longitud de Ls. En algunas realizaciones, L; tiene una
longitud de 3 a 12 restos de aminoécidos, L, tiene una longitud de 3 a 14 restos de
aminodcidos, Ls tiene una longitud de 3 a 8 restos de aminoacidos y L4 tiene una longitud
de 1 a 3 restos de aminoacidos. En algunas realizaciones, L tiene una longitud de 5 a 10
restos de aminoacidos, L, tiene una longitud de 5 a 8 restos de aminoécidos, Ls tiene una
longitud de 1 a 5 restos de aminoacidos y L. tiene una longitud de 1 a 2 restos de

aminodcidos. En algunas realizaciones, L, tiene una longitud de 7 restos de aminoacidos,
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L, tiene una longitud de 5 restos de aminodacidos, Lz tiene una longitud de 1 resto de
aminodcido y L4 tiene una longitud de 2 restos de aminoacidos. En algunas realizaciones,
L: tiene una longitud de 10 restos de aminoéacidos, L, tiene una longitud de 10 restos de
aminodcidos, L3 tiene una longitud de 0 restos de aminoacido y L4 tiene una longitud de O
restos de aminoacidos. En algunas realizaciones, Li, Lz, L3 y L4 tiene un largo cada uno,
de modo independiente, seleccionado de 0 a 15 aminoacidos (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 aminoéacidos), en donde al menos dos de los ligadores
tienen una longitud de 1 a 15 aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 6 15 aminoacidos). En algunas realizaciones, Li, Lz, L3, ¥ L4 tienen cada uno una
longitud de 0 aminoéacidos.

En algunas realizaciones, Li, L2, Ls, y/0 Ls comprenden la secuencia Asp—Lys—Thr—
His—Thr (SEQ ID NO: 525). En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia Asp—
Lys—Thr—His—Thr (SEQ ID NO: 525). En algunas realizaciones, Lz comprende la secuencia
Asp—Lys—Thr—His—Thr (SEQ ID NO: 525).

En algunas realizaciones, L1, L2, Ls, y/0o La comprenden una secuencia derivada de
una secuencia natural en la union entre un dominio variable de anticuerpo y un dominio
constante de anticuerpo (por ejemplo, como se describe en el documento
W02012/135345). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ligador comprende una
secuencia hallada en la transicion entre un dominio endégeno Vy y Cui 0 entre un dominio
enddgeno V. y C. (por ejemplo, kappa o lambda). En algunas realizaciones, el ligador
comprende una secuencia hallada en la transicion entre un dominio humano endégeno Vy
y Cn1 0 entre un dominio humano endégeno V. y C. (por ejemplo, kappa o lambda humano).

En algunas realizaciones, L1, L2, Ls, y/o La comprenden la secuencia Gly—GIn—Pro—
Lys—Ala—Ala—Pro (SEQ ID NO: 175). En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia
Gly—GIn—Pro—-Lys—Ala—Ala—Pro (SEQ ID NO: 175). En algunas realizaciones, Li
comprende la secuencia Gly—GIn—Pro—Lys—Ala—Ala—Pro (SEQ ID NO: 175), L, comprende

la secuencia Thr—Lys—Gly—Pro—Ser—Arg (SEQ ID NO: 176), Ls comprende la secuencia Ser
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y Ls comprende la secuencia Arg—Thr. En algunas realizaciones, Ls comprende la
secuencia Gly—-GIn—Pro—Lys—Ala—Ala—Pro (SEQ ID NO: 175). En algunas realizaciones, L1
comprende la secuencia Ser, L, comprende la secuencia Arg—Thr, Ls comprende la
secuencia Gly—GIn—Pro-Lys—Ala—Ala—Pro (SEQ ID NO: 175) y L, comprende la secuencia
Thr-Lys—Gly—Pro—Ser—Arg (SEQ ID NO: 176).

En algunas realizaciones, Li, L, Ls y Ls comprenden cada uno, de modo
independiente, una secuencia seleccionada de (GGGGS), (en donde n es un numero
entero de entre 0 y 5; SEQ ID NO: 174), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 106), GQPKAAP
(SEQ ID NO: 175) y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148). En algunas realizaciones, L
comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L, comprende la secuencia TKGPS
(SEQ ID NO: 106), Ls comprende la secuencia S y L, comprende la secuencia RT. En
algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L,
comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), Ls tiene 0 aminoacidos de
longitud y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, L1 comprende la
secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L, comprende la secuencia
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud y L4 tiene 0
aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, Li comprende la secuencia
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105), L, tiene 0 aminoacidos de longitud, Ls
comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105) y L4 tiene O
aminodcidos de longitud. En algunas realizaciones, L; y L, tienen una longitud de cero
aminodcidos, y Ls y Las comprenden cada uno una secuencia seleccionada
independientemente de (GGGGS)n (en donde n es un nimero entero entre 0y 5; SEQ ID
NO:174), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105),
S, RT, TKGPS (SEQ ID NO:106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), y GGSGSSGSGG (SEQ
ID NO:148). En algunas realizaciones, Lz y L4 tienen una longitud de cero aminoécidos, y

L1 y L2 comprenden cada uno una secuencia seleccionada independientemente
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seleccionada de (GGGGS)n (en donde n es un nimero entero entre 0y 5; SEQ ID NO:174),
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), S, RT,
TKGPS (SEQ ID NO:106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), y GGSGSSGSGG (SEQ ID
NO:148).

Regiones Fc y dominios constantes

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende una segunda cadena polipeptidica que también comprende una region Fc
ligada con Cu1, en donde la region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cn, ¥ Cuhs. En algunas
realizaciones, una proteina de unién de la presente descripciébn comprende una tercera
cadena polipeptidica que también comprende una region Fc ligada con Cui, en donde la
region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Cnz y Crs. En algunas realizaciones, una proteina de
unién de la presente descripcidon comprende una segunda cadena polipeptidica que
también comprende una regién Fc ligada con Cyi, en donde la region Fc comprende una
region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Crz y Chs ¥ una tercera cadena polipeptidica que también comprende una
region Fc ligada con Cui, en donde la regidbn Fc comprende una region bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chs.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion incluye
una o dos variantes de Fc. La expresion "variante de Fc" como se usa en la presente se
refiere a una molécula o secuencia que es modificada desde una Fc nativa, pero aun
comprende un sitio de unién para el receptor salvaje, FCRn (receptor Fc neonatal). Las
variantes Fc de ejemplo y su interaccion con el receptor salvaje se conocen en la técnica.
Asi, la expresién "variante de Fc" puede comprender una molécula o secuencia que se
humaniza desde una Fc nativa no humana. Por otra parte, una Fc nativa comprende

regiones que se pueden remover porque proporcionan caracteristicas estructurales o una
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actividad biologica que no se requieren para las proteinas de unién como anticuerpos de
la invencion. De esta manera, la expresion "variante de Fc" comprende una molécula o
secuencia que carece de uno o varios sitios de Fc nativos o restos o en donde uno o varios
sitios de Fc o restos fueron modificados, que afectan o estan implicados en: (1) la formacion
de enlaces de disulfuro, (2) incompatibilidad con una célula huésped seleccionada, (3)
heterogeneidad N-terminal después de la expresion en una célula huésped seleccionada,
(4) glicosilacién, (5) interaccién con el complemento, (6) uniéon con un receptor Fc distinto
de un receptor salvaje o (7) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).

Para mejorar los rendimientos de las proteinas de unién, los dominios Cus se
pueden alterar por la tecnologia de "botones en ojales" que se describe en detalle con
varios ejemplos, por ejemplo, en la publicacion internacional N.° WO 96/027011, Ridgway
et al., 1996, proteina Eng. 9: 617-21; y Merchant et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16: 677-81.
Especificamente, las superficies de interaccion de los dos dominios Cus se alteran para
incrementar la heterodimerizacion de las dos cadenas pesadas que contienen estos dos
dominios Cus. Cada uno de los dos dominios Cus (de las dos cadenas pesadas) puede ser
el "botdn", mientras que el otro es el "ojal". La introduccion de un puente disulfuro también
estabiliza los heterodimeros (Merchant et al., 1998; Atwell et al., 1997, J. Mol. Biol. 270:
26-35) y aumenta el rendimiento. En realizaciones particulares, el botdn esta en el segundo
par de polipéptidos con un dominio variable simple. En otras realizaciones, el botén esta
en el primer par de polipéptidos que tiene la orientacion cruzada. En otras realizaciones
mas, los dominios Cns no incluyen un botén en ojal.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende una mutacion de “botdn” en la segunda cadena polipeptidica y una mutacion
de “ojal” en la tercera cadena polipeptidica. En algunas realizaciones, una proteina de
unién de la presente descripcién comprende una mutacion de “boton” en la tercera cadena
polipeptidica y una mutacién de “ojal” en la segunda cadena de polipéptido. En algunas

realizaciones, la mutacion de “botén” comprende sustituciones en las posiciones
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correspondientes a las posiciones 354 y/o 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son S354C, T366W,
T366Y, S354C yT366W, 0 S354C y T366Y. En algunas realizaciones, la mutacion de
“boton” comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 354
y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas realizaciones, las
sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W. En algunas realizaciones, la mutacion
de “ojal” comprende sustitucién o sustituciones en las posiciones correspondientes a las
posiciones 407 y opcionalmente 349, 366 y/o 368 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con
el indice EU. En algunas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son Y407V o
Y407T y opcionalmente Y349C, T366S, y/o L368A. En algunas realizaciones, la mutacion
de “ojal” comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368 y 407 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU. En algunas
realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una
primera regién Fc ligada con CH1, donde la primera regibn Fc comprende una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
CH2 y CH3, en donde la primera regidon Fc comprende sustituciones de aminoacidos en
las posiciones correspondientes a las posiciones 366 y opcionalmente 354 de IgG1 o IgG4
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
T366W 0 T366Y y opcionalmente S354C; y en donde la tercera cadena polipeptidica
también comprende una segunda region Fc ligada con CH1, en donde la segunda region
Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina CH2 y CH3, en donde la segunda region Fc comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 407 y
opcionalmente 349, 366, y/o 368 y de IgG1 o0 IgG4 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son Y407V o Y407T y opcionalmente Y349C,

T366S, y/o L368A.
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En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una
primera region Fc ligada con CH1, donde la primera regién Fc comprende una regién
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
CH2 y CH3, en donde la primera regidon Fc comprende sustituciones de aminoacidos en
las posiciones correspondientes a las posiciones 407 y opcionalmente 349, 366, y/o 368 y
de 1gG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminoacidos son Y407V o Y407T y opcionalmente Y349C, T366S, y/o L368A; y en donde
la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc ligada con CH1,
en donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2 y CH3, en donde la
segunda region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 366 y opcionalmente 354 de IgG1 o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son T366W o T366Y
y opcionalmente S354C.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una
primera region Fc ligada con CH1, donde la primera regién Fc comprende una regién
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
CH2 y CH3, en donde la primera region Fc comprende sustitucion de aminoacidos en la
posicion correspondiente a la posicion 366 de IgGl o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde la sustitucion de aminoacidos es T366W; y en donde la tercera cadena
polipeptidica también comprende una segunda region Fc ligada con CH1, en donde la
segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2 y CH3, en donde la segunda region
Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 366, 368, y/o 407 y de IgG1 o IlgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en

donde las sustituciones de aminoacidos son T366S, L368A, y/o Y407V.
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En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una
primera region Fc ligada con CH1, donde la primera regién Fc comprende una regién
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
CH2 y CH3, en donde la primera regidon Fc comprende sustituciones de aminoacidos en
las posiciones correspondientes a las posiciones 366, 368, y/o 407 y de IgGl o IgG4
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
T366S, L368A, y/o Y407V, y en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende
una segunda region Fc ligada con CH1, en donde la segunda regién Fc comprende una
region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina CH2 y CH3, en donde la segunda region Fc comprende sustitucién de
aminodcidos en la posicidon correspondiente a la posicién 366 de IgG1 o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde la sustituciéon de aminoacidos es T366W.

En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una
primera region Fc unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una region bisagra
de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu. y
Cus, en donde la primera region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las
posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W,
y en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda region Fc
unida con Cui1, donde la segunda regidbn Fc comprende una regién bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chis,
en donde la segunda regién Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 349, 366, 368 y 407 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e
Y407V. En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también comprende una
primera region Fc unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una region bisagra

de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu. y
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Cus, en donde la primera region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las
posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 368 y 407 de IgG1 o IgG4 humana
de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C,
T366S, L368A e Y407V; y en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende
una segunda regién Fc unida con Cys, donde la segunda region Fc comprende una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 Y Chs, en donde la segunda region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las
posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1l o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W.
En algunas realizaciones, la primera y/o la segunda regién Fc son regiones Fc de IgG1l
humana. En algunas realizaciones, la primera y/o la segunda regién Fc son regiones Fc de
IgG4 humana.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende una o varias mutaciones para mejorar la vida media en suero (ver, por ejemplo,
Hinton, P.R. et al. (2006) J. Immunol. 176(1):346-56). En algunas realizaciones, la
mutacion comprende sustituciones en las posiciones correspondientes a las posiciones 428
y 434 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminodcidos son M428L y N434S. En algunas realizaciones, la proteina de union
comprende una segunda cadena polipeptidica que también comprende una primera region
Fc unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chz y
una tercera cadena polipeptidica que también comprende una segunda regién Fc unida
con Chi, donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cnx2 y Crs, €n donde la primera
y/o la segunda regidon Fc comprenden sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 428 y 434 de 1gG1 o IgG4 humana de acuerdo con el

indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son M428L y N434S. En algunas
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realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion comprende mutaciones de
bot6n y ojal y una o varias mutaciones para mejorar la vida media en suero. En algunas
realizaciones, la primera y/o la segunda region Fc son regiones Fc de IgG1 humana. En
algunas realizaciones, la primera y/o la segunda regiébn Fc son regiones Fc de IgG4
humana.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende una o varias mutaciones para mejorar la estabilidad, por ejemplo, de la region
bisagra y/o interfaz dimérica de IgG4 (ver, por ejemplo, Spiess, C. et al. (2013) J. Biol.
Chem. 288:26583—-26593). En algunas realizaciones, la mutacién comprende sustituciones
en las posiciones correspondientes a las posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo
con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P y R409K. En
algunas realizaciones, la proteina de union comprende una segunda cadena polipeptidica
gue también comprende una primera regién Fc unida con Cu1, donde la primera region Fc
comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cr2 y Chs Y una tercera cadena polipeptidica que también
comprende una segunda region Fc unida con Cu1, donde la segunda regién Fc comprende
una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Cy2 y Cus; en donde la primera y la segunda region Fc son regiones Fc de
IgG4 humana; y en donde la primera y la segunda region Fc comprenden cada una
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 228 y
409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminodcidos son S228P y R409K. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la
presente descripcion comprende mutaciones de botdén y ojal y una o varias mutaciones
para mejorar estabilidad. En algunas realizaciones, la primera y/o la segunda regién Fc son
regiones Fc de lgG4 humana.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion

comprende una o varias mutaciones para mejorar la purificacion, por ejemplo, por
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modulacion de la afinidad por un reactivo de purificacién. Por ejemplo, se sabe que las
proteinas de unién heterodiméricas se pueden purificar selectivamente de sus formas
homodiméricas si una de las dos regiones Fc de la forma heterodimérica contiene
mutaciones que reducen o eliminan la unién con la proteina A, porque la forma
heterodimérica tendra una afinidad intermedia por la purificacion a base de proteina A que
la forma homodimérica y se puede eluir selectivamente de la proteina A, por ejemplo,
usando un pH diferente (ver, por ejemplo, Smith, E.J. et al. (2015) Sci. Rep. 5:17943). En
algunas realizaciones, la mutacibn comprende sustituciones en las posiciones
correspondientes a las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son H435R e Y436F. En algunas
realizaciones, la proteina de unién comprende una segunda cadena polipeptidica que
también comprende una primera regién Fc unida con Cyi, donde la primera regién Fc
comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cr2 y Chs ¥ una tercera cadena polipeptidica que también
comprende una segunda region Fc unida con Cu1, donde la segunda regién Fc comprende
una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Cx2 y Chs; ¥ en donde solo una de la primera y la segunda region Fc
comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 435 y 436 de IgG1l humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son H435R e Y436F. En algunas realizaciones, una proteina
de unién de la presente descripcion comprende mutaciones de boton y ojal y una o varias
mutaciones para mejorar purificacion. En algunas realizaciones, la primera y/o la segunda
region Fc son regiones Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o la
segunda regiéon Fc son regiones Fc de IgG4 humana.

En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcion
comprende una o varias mutaciones para reducir la funcion efectora, por ejemplo,

fagocitosis celular dependiente de anticuerpo mediado por el receptor Fc (ADCP),
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citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptidica también
comprende una primera regién Fc unida con Cyi, donde la primera region Fc comprende
una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de
inmunoglobulina Cx. y Chs; en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende
una segunda regién Fc unida con Cy1, donde la segunda region Fc comprende una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 Y Chs; en donde la primera y la segunda region Fc son regiones Fc de IgG1 humana; y
en donde la primera y la segunda regiébn Fc comprenden cada una sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG1
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
L234A y L235A. En algunas realizaciones, las regiones Fc de la segunda y la tercera
cadena polipeptidica son las regiones Fc de IgG1l humana y en donde las regiones Fc
comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 234 y 235 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son L234A y L235A. En algunas realizaciones, la segunda
cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc ligada con Cu1, donde la
primera region Fc comprende una regidon bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cyz y Cus; en donde la tercera cadena
polipeptidica también comprende una segunda region Fc ligada con Cxi, donde la segunda
region Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
cadena pesada de inmunoglobulina Ch2 y Crs; en donde las primeras y segundas regiones
Fc son regiones Fc de IgG1l humana; y en donde las primeras y segundas regiones Fc
comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 234, 235, 329 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son L234A, L235A y P329A. En algunas realizaciones, las

regiones Fc de la segunda y la tercera cadena polipeptidica son regiones Fc de IgG1l
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humana y en donde las regiones Fc comprenden cada una sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 234, 235 y 329 de IgG1 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son L234A, L235A y
P329A. En algunas realizaciones, la mutacion comprende sustituciones en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A. En algunas realizaciones,
la proteina de union comprende una segunda cadena polipeptidica que también comprende
una primera region Fc unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una region
bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
Ch2 Y Chz ¥y Una tercera cadena polipeptidica que también comprende una segunda region
Fc unida con Cui, donde la segunda regiébn Fc comprende una region bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chs;
y en donde la primera y la segunda regién Fc comprenden cada una sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de 1gG4
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
F234Ay L235A. En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente descripcion
comprende mutaciones de boton y ojal y una o varias mutaciones para reducir la funcion
efectora. En algunas realizaciones, la primera y/o la segunda region Fc son regiones Fc de
IgG1 humana. En algunas realizaciones, la primera y/o la segunda regién Fc son regiones
Fc de IgG4 humana. Para mayor descripcién de mutaciones Fc en la posicion 329, ver, por
ejemplo, Shields, R.L. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604 y documento
W01999051642.

En algunas realizaciones, los tipos de mutaciones descritos supra se pueden
combinar en cualquier orden o combinacién. Por ejemplo, una proteina de unién de la
presente descripcion puede comprender dos o0 mas de las mutaciones de “botén” y “ojal”,

una o varias mutaciones para mejorar la vida media en suero, una o varias mutaciones
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para mejorar la estabilidad de IgG4, una o varias mutaciones para mejorar la purificacion
y/o una o varias mutaciones para reducir la funcién efectora descrita supra.

En ciertas realizaciones, una proteina de uniébn de la presente descripcion
comprende: una primera cadena polipeptidica que comprende un dominio CL lambda; un
dominio Cuys de una segunda cadena polipeptidica que comprende sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W; un dominio Cnxsz de una tercera cadena polipeptidica que comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368, 407, 435 y 436 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R e Y436F; y una
cuarta cadena polipeptidica que comprende un dominio CL kappa. En algunas
realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende un dominio CL lambda; en donde
el dominio CH3 de la tercera cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W; en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368, 407, 435 y 436 de IgG1l humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R e Y436F; y en
donde la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio CL kappa. En algunas
realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende un dominio CL lambda; en donde
el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354, 366, 435 y 436 de
IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C, T366W, H435R e Y436F; en donde el dominio CH3 de la tercera cadena

polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes
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a las posiciones 349, 366, 368 y 407 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en
donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V; y en donde
la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio CL kappa. En algunas realizaciones,
la primera cadena polipeptidica comprende un dominio CL kappa; en donde el dominio
CH3 de la segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las
posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 humana de acuerdo con
el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W; en donde el
dominio CH3 de la tercera cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 368, 407, 435y 436 de IgG1
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R e Y436F; y en donde la cuarta cadena polipeptidica
comprende un dominio CL lambda.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente descripcion se
purifica por cromatografia por afinidad de la proteina A, cromatografia por afinidad de
cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de acuerdo con las
instrucciones del fabricante; GE Healthcare) y opcionalmente cromatografia por afinidad
de cadena ligera lambda (por ejemplo, usando una resina LambdaFabSelect de acuerdo
con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare). En algunas realizaciones, una
proteina de unién de la presente descripcion se purifica por cromatografia por afinidad de
Proteina A, cromatografia por afinidad de cadena ligera lambda (por ejemplo, usando una
resina LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare)
y opcionalmente cromatografia por afinidad de cadena ligera kappa (por ejemplo, usando
una resina KappaSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare).
En algunas realizaciones, la proteina de union comprende dos regiones Fc, donde cada
una comprende un dominio Cus y s6lo uno de los dominios Cxsz comprende sustituciones
de aminoéacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 435y 436 de IgGl o

IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
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H435R e Y436F. En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente
descripcion se purifica por cromatografia por afinidad de Proteina A, luego cromatografia
por afinidad de cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de
acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare), luego opcionalmente
cromatografia por afinidad de cadena ligera lambda (por ejemplo, usando una resina
LambdaFabSelect de acuerdo con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare) en
secuencia. En algunas realizaciones, una proteina de union de la presente descripcién se
purifica por cromatografia por afinidad de proteina A, luego cromatografia por afinidad de
cadena ligera lambda (por ejemplo, usando una resina LambdaFabSelect de acuerdo con
las instrucciones del fabricante; GE Healthcare), luego opcionalmente cromatografia por
afinidad de cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de acuerdo
con las instrucciones del fabricante; GE Healthcare) en secuencia. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la proteina de unién se pone en contacto con la Proteina A, eluida de la
proteina A en condiciones apropiadas para aislar la proteina de unién de las proteinas de
unién que comprenden ya sea 0 6 2 dominios Chz que comprenden las sustituciones de
aminodcidos son H435R e Y436F, en contacto con un medio de afinidad de cadena ligera
kappa (por ejemplo, como se usa en la resina KappaSelect; GE Healthcare) y eluida del
medio de afinidad de cadena ligera kappa en condiciones apropiadas para aislar la proteina
de unién de las proteinas de unién que comprende sélo dominios CL lambda (por ejemplo,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante). Las condiciones apropiadas para la
elucién de la proteina A se conocen en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, un
gradiente de elucion gradual de pH 4,5-2,8. En algunas realizaciones, se emplea Proteina
A o una variante de Proteina A (til para purificacion de proteinas. En algunas realizaciones,
la Proteina A estd unida a un sustrato o una resina, v.g., como parte del medio
cromatografico. En algunas realizaciones, después de la elucién del medio de afinidad de
cadena ligera kappa, la proteina de unién se contacta con un medio de afinidad de cadena

ligera lambda (por ejemplo, como se usa en la resina LambdaFabSelect; GE Healthcare) y
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eluida del medio de afinidad de cadena ligera lambda en condiciones apropiadas para aislar
la proteina de unién de las proteinas de unién que comprende sélo dominios CL kappa (por
ejemplo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante). En algunas realizaciones, una
proteina de union de la presente descripcion se detecta usando cromatografia HIC. En
algunas realizaciones, la proteina de union comprende: una primera cadena polipeptidica
que comprende un dominio CL lambda; un dominio Chs de una segunda cadena
polipeptidica que comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W; un dominio
Cuz de una tercera cadena polipeptidica que comprende sustituciones de aminoacidos en
las posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 368, 407, 435y 436 de IlgGl o
IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R e Y436F; y una cuarta cadena polipeptidica que
comprende un dominio C_ kappa. En algunas realizaciones, la proteina de unién es
producida por una célula huésped. En algunas realizaciones, la proteina de unién se
purifica a partir de un medio de cultivo celular o extracto de célula huésped. En algunas
realizaciones, las proteinas de union son secretadas por una célula huésped o producidas
y extraidas de una célula huésped (por ejemplo, antes de ponerse en contacto con la
Proteina A). En algunas realizaciones, la proteina de union estd en un medio de cultivo
celular o extracto de célula huésped cuando se pone en contacto con la proteina A. En
algunas realizaciones, la proteina de union se purifica separdndola de otras proteinas de
unién, polipéptidos y/u otros componentes celulares.

En algunas realizaciones, Cn1, Crz, Chz Y CL de las proteinas de union triespecificas
descritas en la presente pueden comprender cualquiera de las secuencias Cui, Crz, Chz Y
CL de las proteinas de union 1-53.

Acidos nucleicos
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Se usan metodologias de ADN recombinante estandar para construir los
polinucledtidos que codifican los polipéptidos que forman las proteinas de unién, incorporan
estos polinucledtidos en vectores de expresion recombinantes e introducen estos vectores
en células huésped. Ver, por ejemplo, Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3rd ed.). Se pueden llevar a
cabo reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion de acuerdo con las especificaciones
del fabricante, como se realiza comunmente en la técnica o como se describe en la
presente. A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada
en conexion y los procedimientos y técnicas de laboratorio, quimica analitica, quimica
organica sintética y quimica medicinal y farmacéutica descrita en la presente son bien
conocidas y comunmente usadas en la técnica. De modo similar, se pueden usar técnicas
convencionales para sintesis quimicas, analisis quimicos, preparacion farmacéutica,
formulacién, suministro y tratamiento de pacientes.

Otros aspectos de la presente descripcion se refieren a moléculas de acido nucleico
aisladas que comprenden una secuencia de nucleotidos que codifica cualquiera de las
proteinas de unién descritas en la presente. En algunas realizaciones, el acido nucleico
aislado se liga operativamente con un promotor heterélogo para la transcripcién directa de
la proteina de unidén—secuencia de acido nucleico codificante. Un promotor se puede referir
a secuencias de control de &cidos nucleicos que dirigen la transcripcion de un acido
nucleico. Una primera secuencia de acido nucleico se liga operativamente con una
segunda secuencia de acidos nucleicos cuando la primera secuencia de acidos nucleicos
se coloca en una relacion funcional con la segunda secuencia de acidos nucleicos. Por
ejemplo, un promotor esta operativamente ligado con una secuencia codificante de una
proteina de union si el promotor afecta la transcripcion o la expresion de la secuencia
codificante. Los ejemplos de promotores pueden incluir, pero sin limitacion, promotores
obtenidos de los genomas de virus (tales como polioma virus, fowlpox virus, adenovirus

(como Adenovirus 2), virus de papiloma bovino, virus de sarcoma aviar, citomegalovirus,
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un retrovirus, virus de hepatitis B, Simian Virus 40 (SV40) y similares), de promotores
eucariotas heterdlogos (como el promotor de actina, un promotor de inmunoglobulina, de
promotores de choque térmico y similares), el promotor CAG (Niwa et al., Gene
108(2):193-9, 1991), el promotor de fosfoglicerato quinasa (PGK), un promotor inducible
por tetraciclina (Masui et al., Nucleic Acids Res. 33:e43, 2005), el sistema lac, el sistema
trp, el sistema tac, el sistema trc, regiones mayores operadoras y promotoras del fago
lambda, el promotor para la 3—fosfoglicerato quinasa, los promotores de fosfatasa acida de
levadura y el promotor de los factores de apareamiento alfa de levadura. Los
polinucleétidos que codifican proteinas de unién de la presente descripcién pueden estar
bajo el control de un promotor constitutivo, un promotor inducible o cualquier otro promotor
apropiado descrito en la presente u otro promotor apropiado que se reconocera con
facilidad por un experto en la técnica.

En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado se incorpora en un vector. En
algunas realizaciones, el vector es un vector de expresion. Los vectores de expresion
pueden incluir una o varias secuencias reguladoras operativamente ligadas al
polinucleétido por expresar. La expresién "secuencia reguladora" incluye promotores,
mejoradores y otros elementos de control de la expresion (por ejemplo, sefiales de
poliadenilacion). Los ejemplos de mejoradores apropiados pueden incluir, pero sin
limitacion, secuencias mejoradoras de genes de mamiferos (tales como globina, elastasa,
albumina, a—fetoproteina, insulina, y similares) y secuencias mejoradoras de un virus de
célula eucariota (como mejorador SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (bp 100—
270), el mejorador del promotor temprano de citomegalovirus, el mejorador de polioma en
el lado tardio del origen de replicacion, mejoradores de adenovirus, y similares). Los
ejemplos de vectores apropiados pueden incluir, por ejemplo, plasmidos, cdsmidos,
episomas, transposones y vectores virales (por ejemplo, adenoviral, vacunas virales,
Sindbis—viral, sarampién, herpes \viral, lentiviral, retroviral, vectores Vvirales

adenoasociados, etc.). Los vectores de expresion se pueden usar para transfectar las
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células huésped, tales como, por ejemplo, células bacterianas, células de levadura, células
de insectos y células de mamiferos. Los vectores de ADN de plasmido y virales
biolégicamente funcionales capaces de expresion y replicacion en un huésped son
conocidos en la técnica y se pueden usar para transfectar cualquier célula de interés.

Otros aspectos de la presente descripcion se refieren a un sistema de vectores que
comprende uno o varios vectores que codifican una primera, segunda, tercera y cuarta
cadena polipeptidica de cualquiera de las proteinas de unién descritas en la presente. En
algunas realizaciones, el sistema de vectores comprende un primer vector que codifica la
primera cadena polipeptidica de la proteina de unién, un segundo vector que codifica la
segunda cadena polipeptidica de la proteina de unidn, un tercer vector que codifica la
tercera cadena polipeptidica de la proteina de unién y un cuarto vector que codifica la
cuarta cadena polipeptidica de la proteina de unién. En algunas realizaciones, el sistema
de vectores comprende un primer vector que codifica la primera y la segunda cadena
polipeptidica de la proteina de unién y un segundo vector que codifica la tercera y la cuarta
cadena polipeptidica de la proteina de union. En algunas realizaciones, el sistema de
vectores comprende un primer vector que codifica la primera y la tercera cadena
polipeptidica de la proteina de unién y un segundo vector que codifica la segunda y la
cuarta cadena polipeptidica de la proteina de unién. En algunas realizaciones, el sistema
de vectores comprende un primer vector que codifica la primera y la cuarta cadena
polipeptidica de la proteina de unién y un segundo vector que codifica la segunda y la
tercera cadena polipeptidica de la proteina de unién. En algunas realizaciones, el sistema
de vectores comprende un primer vector que codifica la primera, la segunda, la terceray la
cuarta cadena polipeptidica de la proteina de union. Los uno o varios vectores del sistema
de vectores puede ser cualquiera de los vectores descritos en la presente. En algunas
realizaciones, los uno o varios vectores son vectores de expresion.

Células huésped aisladas
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Otros aspectos de la presente descripcion se refieren a una célula huésped aislada
que comprende uno o varios polinucleétidos aislados, vectores y/o sistemas de vectores
descritos en la presente. En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula
bacteriana (por ejemplo, una célula de E. coli). En algunas realizaciones, la célula huésped
es una célula de levadura (por ejemplo, una célula de S. cerevisiae). En algunas
realizaciones, la célula huésped es una célula de insecto. Los ejemplos de células huésped
de insectos pueden incluir, por ejemplo, células de Drosophila (por ejemplo, células S2),
células de Trichoplusia ni (por ejemplo, células High Five™) y células de Spodoptera
frugiperda (por ejemplo, células Sf21 o Sf9). En algunas realizaciones, la célula huésped
es una célula de mamifero. Los ejemplos de células huésped de mamifero pueden incluir,
por ejemplo, células de riidn embrionario humano (por ejemplo, 293 o 293 células
subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspension), células Expi293TM, células
CHO, células de rifibn de hamster bebé (por ejemplo, BHK, ATCC CCL 10), células sertoli
de raton (por ejemplo, células TM4), células de rifidn de mono (por ejemplo, CV1 ATCC
CCL 70), células de rindn de mono verde africano (por ejemplo, VERO-76, ATCC CRL-
1587), células de carcinoma cervical humano (por ejemplo, HELA, ATCC CCL 2), células
de rifibn canino (por ejemplo, MDCK, ATCC CCL 34), células de higado de rata y bufalo
(por ejemplo, BRL 3A, ATCC CRL 1442), células de pulmén humano (por ejemplo, W138,
ATCC CCL 75), células de higado humano (por ejemplo, Hep G2, HB 8065), células de
tumor mamario de raton (por ejemplo, MMT 060562, ATCC CCL51), células TRI, células
MRC 5, células FS4, linea de hepatoma humano (por ejemplo, Hep G2) y células de
mieloma (por ejemplo, células NSO y Sp2/0).

Otros aspectos de la presente descripcion se refieren a un método de produccién
de cualquiera de las proteinas de unidn descritas en la presente. En algunas realizaciones,
el método incluye a) cultivar una célula huésped (por ejemplo, cualquiera de las células
huésped descritas en la presente) que comprende un acido nucleico aislado, vector y/o

sistema de vectores (por ejemplo, cualquiera de los acidos nucleicos aislados, vectores y/o
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sistemas de vectores descritos en la presente) en condiciones tales que la célula huésped
exprese la proteina de unién; y b) aislar la proteina de union de la célula huésped. Los
métodos de cultivo de células huésped en condiciones para expresar una proteina son bien
conocidos por un experto en la técnica. Los métodos de aislamiento de proteinas de células
huésped cultivadas son bien conocidas por un experto en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, por cromatografia por afinidad (por ejemplo, cromatografia por afinidad de dos
etapas que comprende la cromatografia por afinidad de proteina A seguida por
cromatografia por exclusion de tamafo).

Usos de proteinas de unién

Las proteinas de unién se pueden emplear en cualquier método de ensayo
conocido, como ensayos de unién competitivos, ensayos sandwich directo e indirecto y
ensayos de inmunoprecipitacion para la deteccién y la cuantificacion de uno o varios
antigenos blanco. Las proteinas de unién se uniran con uno o varios antigenos blanco con
una afinidad que es apropiada para el método de ensayo que se emplea.

Para aplicaciones diagndsticas, en ciertas realizaciones, las proteinas de uniéon se
pueden rotular con un resto detectable. El resto detectable puede ser cualquiera que sea
capaz de producir, ya sea directa o indirectamente, una sefial detectable. Por ejemplo, el
resto detectable puede ser un radiois6topo, tales como °H, 1%C, 2P, 3°S, 15| 99T¢, 11n g
67Ga; un compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tales como isotiocianato de
fluoresceina, rodamina o luciferina; o una enzima, tales como fosfatasa alcalina, B—
galactosidasa o peroxidasa de rdbano picante.

Las proteinas de unién también son de utilidad para toma de imagenes in vivo. Una
proteina de union marcada con un resto detectable se puede administrar a un animal, con
preferencia, en el torrente sanguineo y la presencia y la ubicacion del anticuerpo marcado
en el huésped ensayado. La proteina de unidén se puede rotular con cualquier resto que es
detectable en un animal, ya sea por resonancia magnética nuclear, radiologia u otro medio

de deteccion conocido en la técnica.
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Las proteinas de union también se pueden usar para la activacién celular,
direccionamiento tumoral, neutralizacion de actividades de citoquinas, neutralizacion de
infeccidn viral, combinacidén de multiples eventos de sefalizacion, para tratar cancer, artritis
y/o trastornos inflamatorios. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una proteina de unién
se une especificamente con uno, dos o tres dianas de antigenos seleccionados de A2AR,
APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BIiS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (también
conocida como VTCN1), B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2 (también
conocida como MCP-1), CCL3 (también conocida como MIP-1a), CCL4 (también conocida
como MIP-1b), CCL5 (también conocida como RANTES), CCL7 (también conocida como
MCP-3), CCL8 (también conocida como mcp-2), CCL11 (también conocida como
eotaxina), CCL15 (también conocida como MIP-1d), CCL17 (también conocida como
TARC), CCL19 (también conocida como MIP-3b), CCL20 (también conocida como MIP—
3a), CCL21 (también conocida como MIP-2), CCL24 (también conocida como MPIF-
2/eotaxina—2), CCL25 (también conocida como TECK), CCL26 (también conocida como
eotaxina—3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23 (también conocida como FCER2, un
receptor para IgE), CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80 (también
conocida como B7-1), CD86 (también conocida como B7-2), CD122, CD137 (también
conocida como 41BB), CD317L, CD152 (también conocida como CTLA4), CD154 (también
conocida como CD40L), CD160, CD272, CD273 (también conocida como PDL2), CD274
(también conocida como PDL1), CD275 (también conocida como B7H2), CD276 (también
conocida como B7H3), CD278 (también conocida como ICOS), CD279 (también conocida
como PD-1), CDH1 (también conocida como E—cadherina), quitinasa, CLEC9, CLEC91,
CRTH2, CSF-1 (también conocida como M-CSF), CSF-2 (también conocida como GM—
CSF), CSF-3 (también conocida como GCSF), CX3CL1 (también conocida como SCYD1),
CXCL12 (también conocida como SDF1), CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucledsido
trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24,

GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R,
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IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, ILARa, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R,
IL10, rhIL10, 1L12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb (también conocida como
receptor para IL25), IL18, IL22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4 (también conocida como
b4 integrina), ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D,
NTPDasa-1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor plaguetario, PROM1, S152, SISP1, SLC,
SPG64, ST2 (también conocida como receptor para IL33), STEAP2, Syk quinasa, TACL,
TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55,
TREML1, TSLP (también conocida como co-receptor para IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF,
VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1 (también conocida como GPR5/CCXCR1). En algunas
realizaciones, uno o varios de los anteriores dianas de antigenos son dianas de antigenos
humanos.

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente descripcion se
administra a un paciente que lo necesita para el tratamiento o la prevencion del cancer. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, la proteina de unién comprende un sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a una proteina de superficie de células T y otro sitio
de union a antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral (por ejemplo,
dos sitios de unién a antigeno que especificamente unen proteinas de superficie de células
T y un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral
0 dos sitios de union a antigeno que especificamente unen proteinas diana tumorales y un
sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina de superficie de
células T). En ciertas realizaciones, la proteina de unién comprende un sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a CD3, un sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a CD28 y un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una
proteina diana tumoral seleccionada de CD19, CD20, CD38, Her2 y LAMP1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién se coadministra con un agente quimioterapéutico. En

algunas realizaciones, es paciente es un humano.



10

15

20

25

171

En algunas realizaciones, una proteina de unién de la presente descripcion se
administra a un paciente que lo necesita para el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad o trastorno inflamatorios. En algunas realizaciones, la proteina de union
comprende tres sitios de unién a antigeno que se unen cada uno especificamente con una
proteina diana de citoquina seleccionada de IL-4, IL-13 y TNFa. En algunas realizaciones,
la proteina de unidbn se coadministra con un agente antiinflamatorio. En algunas
realizaciones, es paciente es un humano.

La descripcién también se refiere a un kit que comprende una proteina de unién y
otros reactivos Utiles para detectar los niveles de antigenos blanco en muestras biologicas.
Estos reactivos pueden incluir un rétulo detectable, suero de bloqueo, muestras de control
positivo y negativo y reactivos de deteccién. En algunas realizaciones, el kit comprende
una composicion que comprende cualquier proteina de union, polinucleétido, vector,
sistema de vector y/o célula huésped descritos en la presente. En algunas realizaciones,
el kit comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto del envase o asociado con el
recipiente. Los recipientes apropiados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas,
bolsas de solucion 1V, etc. Los recipientes se pueden formar a partir de una variedad de
materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente mantiene una composicion por si
misma o combinada con otra composicién efectiva para el tratamiento, prevencién y/o
diagnéstico de una condicion y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el
recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén
perforable por medio de una aguja de inyeccion hipodérmica). En algunas realizaciones, la
etiqueta o el prospecto del envase indica que la composicion se usa para prevenir,
diagnosticar y/o tratar la condicion de eleccién. Alternativa o adicionalmente, el articulo de
fabricacion o el kit también puede comprender un segundo (o0 tercer) recipiente que
comprende un tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para

inyeccion (BWFI), solucién salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucion de
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dextrosa. También puede incluir otros materiales deseables desde un punto de vista
comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.
Composiciones terapéuticas de la proteina de union y su administracion

Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas que comprenden proteinas de
union estan dentro del alcance de la descripcion. Tales composiciones terapéuticas o
farmacéuticas pueden comprender una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteina
de unién, o conjugado de proteina de union—farmaco, en mezcla con un agente de
formulacion farmacéutica o fisiolégicamente aceptable seleccionado para su adecuacion
con el modo de administracion.

Los materiales de formulacién aceptables con preferencia son no téxicos para los
receptores en las dosis y concentraciones empleadas.

La composicion farmacéutica puede contener materiales de formulacion para
modificar, mantener o conservar, por ejemplo, el pH, osmolaridad, viscosidad,
transparencia, color, isotonicidad, olor, esterilidad, estabilidad, velocidad de disolucion o
liberacion, adsorcion o penetracién de la composicion. Los materiales de formulacién
adecuados incluyen, pero sin limitacién, aminoacidos (tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina), antimicrobianos, antioxidantes (tales como acido ascoérbico,
sulfito sédico o hidrogeno sulfito de sodio), tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris—
HCI, citratos, fosfatos u otros acidos organicos), agentes de carga (tales como manitol o
glicina), agentes quelantes (tales como acido etilendiaminotetraacético (EDTA)), agentes
complejantes (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta—ciclodextrina o hidroxipropil—
beta—ciclodextrina), cargas, monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos (tales como
glucosa, manosa 0 dextrinas), proteinas (tales como albUmina sérica, gelatina o
inmunoglobulinas), agentes colorantes, saborizantes y diluyentes, agentes emulsionantes,
polimeros hidrofilicos (tales como polivinilpirrolidona), polipéptidos de bajo peso molecular,
contraiones formadores de sal (tales como sodio), conservantes (tales como cloruro de

benzalconio, acido benzoico, 4cido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno,
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propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico o perdxido de hidrogeno), solventes (tales como
glicerina, propilenglicol o polietilenglicol), alcoOjals de azulcar (tales como manitol o
sorbitol), agentes de suspensidén, agentes tensioactivos o humectantes (tales como
plurénicos; PEG; ésteres de sorbitano; polisorbatos tales como polisorbato 20 o polisorbato
80; tritdbn; trometamina; lecitina; colesterol o tiloxapal), agentes potenciadores de la
estabilidad (tales como sacarosa o sorbitol), agentes potenciadores de la tonicidad (tales
como haluros de metal alcalino — con preferencia cloruro de sodio o potasio — 0 manitol
sorbitol), vehiculos de administracion, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes
farmacéuticos, por ejemplo, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (18th Ed., A.R.
Gennaro, ed., Mack Publishing Company 1990), y sus ediciones posteriores, incorporadas
en la presente como referencia para cualquier propdsito).

La composicion farmacéutica 6ptima sera determinada por un experto en la técnica,
de acuerdo con, por ejemplo, la via de administracion prevista, formato de administracion
y dosis deseada. Dichas composiciones pueden influir en el estado fisico, estabilidad,
velocidad de liberacion in vivo y velocidad de eliminacién in vivo de la proteina de unién.

El vehiculo o vehiculo primario en una composicion farmacéutica puede tener
naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado para
inyeccién puede ser agua, solucion salina fisioldgica o liquido cefalorraquideo artificial,
posiblemente suplementado con otros materiales comunes en composiciones para
administracion parenteral. La solucién salina tamponante neutra o solucion salina mezclada
con albumina sérica son ejemplos de vehiculos adicionales. Otros ejemplos de
composiciones comprenden tampoén Tris de aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampén
acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que puede incluir ademas sorbitol o un sustituto
adecuado. En una realizaciéon de la descripcidén, se pueden preparar composiciones de
proteinas de unidon para el almacenamiento mediante la mezcla de la composicion

seleccionada que tiene el grado deseado de pureza con agentes de formulacion opcionales
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en forma de una torta liofilizada o una solucion acuosa. Ademas, la proteina de unién se
puede formular como un liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas de la descripcién se pueden seleccionar para
administracion parenteral o subcutanea. Alternativamente, las composiciones se pueden
seleccionar para inhalacién o para su administracion a través del tracto digestivo, tal como
por via oral. La preparacion de tales composiciones farmacéuticamente aceptables esta
dentro de la experiencia de la técnica.

Los componentes de la formulacion estan presentes en concentraciones que son
aceptables para el sitio de administracién. Por ejemplo, se usan taampones para mantener
la composicion a pH fisiolégico o a un pH ligeramente inferior, tipicamente dentro de un
rango de pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

Cuando se contempla la administracion parenteral, las composiciones terapéuticas
para usar pueden estar en forma de una solucién acuosa libre de pirégenos, aceptable
para uso parenteral, que comprende la proteina de unidon deseada en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente adecuado para la inyeccion
parenteral es agua destilada estéril en la que una proteina de unién se formula como una
solucién isoténica estéril, adecuadamente conservada. Todavia otra preparacion puede
involucrar la formulacion de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas
inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos (tales como &cido
polilactico o acido poliglicdlico), perlas o liposomas, que proporciona la liberacion
controlada o sostenida del producto que luego se puede administrar a través de una
inyeccién de depdsito. También se puede usar acido hialurénico, y esto puede tener el
efecto de promover una duracion sostenida en la circulacion. Otros medios adecuados para
la introduccién de la molécula deseada incluyen dispositivos de administracion de farmacos
implantables.

En una realizacién, una composiciébn farmacéutica se puede formular para

inhalacién. Por ejemplo, una proteina de unién se puede formular como un polvo seco para
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inhalacion. Las soluciones de inhalacion de proteinas de unién también se pueden formular
con un propulsor para la administracion de aerosoles. En otra realizacion mas, las
soluciones se pueden nebulizar.

También se contempla que ciertas formulaciones se pueden administrar por via
oral. En una realizacién de la descripcion, las proteinas de union que se administran de
esta manera se pueden formular con o sin los portadores habitualmente utilizados en la
composicion de formas de dosis soélidas tales como comprimidos y capsulas. Por ejemplo,
se puede disefiar una capsula para liberar la porcion activa de la formulacién en el punto
del tracto gastrointestinal donde se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza la
degradacién presistémica. Se pueden incluir agentes adicionales para facilitar la absorcion
de la proteina de unién. También se pueden emplear diluyentes, saborizantes, ceras de
bajo punto de fusidn, aceites vegetales, lubricantes, agentes de suspensién, agentes
desintegrantes de comprimidos y aglutinantes.

Otra composicion farmacéutica puede implicar una cantidad efectiva de proteinas
de unién en una mezcla con excipientes no téxicos que son adecuados para la fabricacion
de comprimidos. Mediante la disolucién de los comprimidos en agua estéril u otro vehiculo
apropiado, las soluciones se pueden preparar en forma de dosis unitaria. Los excipientes
adecuados incluyen, pero sin limitacion, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio,
carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa o fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, tales
como almiddn, gelatina o acacia; o agentes lubricantes tales como estearato de magnesio,
acido estearico o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales de la descripcion seran evidentes
para los expertos en la técnica, que incluyen las formulaciones que implican proteinas de
unién en formulaciones de liberacién sostenida o controlada. Las técnicas para formular
una variedad de otros medios de liberacion sostenida o controlada, tales como portadores
de liposomas, microparticulas bioerosionables o perlas porosas e inyecciones de depdsito,

también son conocidas por los expertos en la técnica. Los ejemplos adicionales de



10

15

20

25

176

preparaciones de liberacidon sostenida incluyen matrices poliméricas semipermeables en
forma de articulos moldeados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Las matrices de
liberacion sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidos, copolimeros de
acido L—glutamico y gamma—etil-L—glutamato, poli(2—-hidroxieti-metacrilato), acetato de
etilenvinilo o acido poli—-D(-)—hidroxibutirico. Las composiciones de liberacién sostenida
también pueden incluir liposomas, que se pueden preparar por cualquiera de varios
métodos conocidos en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas para usar para la administracion in vivo
tipicamente deben ser estériles. Esto se puede conseguir por filtracion a través de
membranas de filtracion estériles. Cuando la composicion se liofiliza, la esterilizacion
mediante este método se puede llevar a cabo ya sea antes o después de la liofilizacion y
reconstitucién. La composicién para administracion parenteral se puede almacenar en
forma liofilizada o en una solucion. Ademas, las composiciones parenterales se colocan
generalmente en un recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por ejemplo, una
bolsa o vial de solucion intravenosa que tiene un tapén perforable por una aguja de
inyeccion hipodérmica.

Una vez formulada la composicién farmacéutica, se puede almacenar en viales
estériles como una solucién, suspensién, gel, emulsién, sélido o como un polvo
deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones se pueden almacenar en una forma lista
para usar 0 en una forma (por ejemplo, liofilizada) que requiere reconstitucion antes de la
administracion.

La descripcion también abarca kits para producir una unidad de administracion de
dosis Unica. Los kits pueden contener cada uno un primer recipiente que tiene una proteina
seca y un segundo recipiente que tiene una formulacién acuosa. También se incluyen
dentro del alcance de esta descripcion los kits que contienen jeringas precargadas de una

0 varias camaras (por ejemplo, jeringas liquidas y liojeringas).
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La cantidad efectiva de una composicion farmacéutica de proteina de unién para
emplear terapéuticamente dependera, por ejemplo, del contexto terapéutico y los objetivos.
Un experto en la técnica apreciara que los niveles de dosis apropiados para el tratamiento
en consecuencia variaran dependiendo, en parte, de la molécula administrada, de la
indicacién para la que se esta usando la proteina de union, la via de administracion y el
tamafio (peso corporal, superficie corporal o tamafio del érgano) y la condicién (edad y
salud general) del paciente. Por consiguiente, el médico puede ajustar la dosis y modificar
la via de administracion para obtener el efecto terapéutico éptimo.

La frecuencia de dosificacién dependera de los pardmetros farmacocinéticos de la
proteina de unién en la formulacion que se utiliza. Tipicamente, un clinico administrara la
composicién hasta alcanzar una dosis que consiga el efecto deseado. Por lo tanto, la
composicién se puede administrar como una dosis Unica, como dos o mas dosis (que
pueden contener o no la misma cantidad de la molécula deseada) con el tiempo, 0 como
una infusién continua a través de un dispositivo de implantacion o catéter. El refinamiento
adicional de la dosis apropiada se realiza de rutina por los expertos en la técnica y esta
dentro del &mbito de las tareas realizadas rutinariamente por ellos. Se pueden determinar
dosis apropiadas mediante el uso de datos de dosis—respuesta apropiados.

La via de administracion de la composicion farmacéutica estd de acuerdo con
métodos conocidos, por ejemplo, por via oral; mediante inyeccidn por vias intravenosa,
intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intracerebroventricular, intramuscular,
intraocular, intraarterial, intraportal o intralesional; por sistemas de liberacién sostenida; o
por dispositivos de implantacion. Cuando se desea, las composiciones se pueden
administrar por inyeccién en bolo o continuamente por infusién, o por dispositivo de
implantacion.

La composicién también se puede administrar localmente mediante la implantacion
de una membrana, esponja u otro material apropiado sobre el que se ha absorbido o

encapsulado la molécula deseada. Cuando se utiliza un dispositivo de implantacion, el
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dispositivo se puede implantar en cualquier tejido u 6rgano adecuado, y administracion de
la molécula deseada puede ser via difusién, bolo de liberacion programada administracion
continua.

En algunas realizaciones, la presente descripcion se refiere a un método para
prevenir y/o tratar una enfermedad o trastorno proliferativo (por ejemplo, cancer). En
algunas realizaciones, el método comprende administrar a un paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de al menos una de las proteinas de unidn descritas en la
presente. En algunas realizaciones, el paciente es un ser humano. En algunas
realizaciones, la al menos una proteina de unién se administra en combinacién con una o
mas terapias anticancer (por ejemplo, cualquier terapia anticAncer conocida en la técnica).
En algunas realizaciones, la al menos una proteina de union se administra antes de una o
mMAas terapias anticancer. En algunas realizaciones, la al menos una proteina de unién se
administra concurrentemente con una o mas terapias anticancer. En algunas realizaciones,
la al menos una proteina de unién se administra después de una o mas terapias
antirretrovirales.

En algunas realizaciones, la presente descripcion se refiere a un método para
prevenir y/o tratar una enfermedad o trastorno inflamatorio (por ejemplo, cancer). En
algunas realizaciones, el método comprende administrar a un paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de al menos una de las proteinas de unién descritas en la
presente. En algunas realizaciones, el paciente es un ser humano. En algunas
realizaciones, la al menos una proteina de unién se administra en combinacién con una o
mas terapias antiinflamatorias (por ejemplo, cualquier terapia antiinflamatoria conocida en
la técnica). En algunas realizaciones, la al menos una proteina de unién se administra antes
de una o mas terapias antiinflamatorias. En algunas realizaciones, la al menos una proteina
de union se administra concurrentemente con la una o mas terapias antiinflamatorias. En
algunas realizaciones, la al menos una proteina de unién se administra después de una o

mas terapias antiinflamatorias.
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Sin limitar la presente descripcién, se describen una cantidad de realizaciones de
la presente descripcidbn mas abajo con fines ilustrativas.
ftem 1: Una proteina de unién que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de unidn a antigeno que se unen especificamente a una o varias
proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura
representada por la férmula:
Vio—L1=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls+—Ch1 [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhs—Chra [y
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
V|_3—C|_ [|V]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y
L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;
y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula Il forman un par de

cadena ligera—cadena pesada cruzada.
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ftem 2: Una proteina de unién que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de unidn a antigeno que se unen especificamente a una o varias
proteinas diana, en donde una primera cadena polipeptidica comprende una estructura
representada por la formula:
Vio—L1=Vii—L—Co [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
VH1—L3—VH2—L4—CH1—bisag ra—CHz—CHs [| |]
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
VH3—CH1—bi3agra—CH2—CH3 [|||]
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 e€s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cri de inmunoglobulina;
Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy2 de inmunoglobulina;
Cuz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;
bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y
Ch2; y
L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoacidos;

y en donde el polipéptido de la formula | y el polipéptido de la formula 1l forman un
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par de cadena ligera—cadena pesada cruzada.

item 3: La proteina de union del item 1, en donde la segunda y/o la tercera cadena
polipeptidica también comprende una regidon Fc ligada con Cui, en donde la region Fc
comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cyz y Chs.

item 4: La proteina de unién de cualquiera de los items 1-3, en donde al menos
uno de L1, Lo, L3 0 L4 tiene independientemente 0 amino&cidos de longitud.

ftem 5: La proteina de union de cualquiera de los items 1-3, en donde Ly, L2, L3 0
L. tienen cada uno, de modo independiente, al menos un aminoacido de largo.

item 6: La proteina de union de cualquiera de los items 1-3 y 5, en donde wherein
(a) L1, Lz, Lsy L4 cada uno independientemente tienen cero aminoacidos de longitud o
comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS
(SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), S, RT, TKGPS (SEQ ID
NO:106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO:148); o (b) L, Lo,
Ls y La comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia seleccionada del
grupo gue consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ
ID NO: 105), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175) y
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148).

ftem 7: La proteina de union de cualquiera de los items 1-5, en donde

(a) L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L, comprende la
secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 106), Ls comprende la secuencia S y Ls comprende la
secuencia RT;

(b) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L, comprende
la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud y L4

tiene 0 aminoacidos de longitud;
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(c) L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L, comprende
la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud y L4
tiene 0 aminoacidos de longitud; o

(d) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105), Lo tiene
0 aminoécidos de longitud, Ls comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO: 105) y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud.

item 8: La proteina de union de cualquiera de los items 1-7, en donde la proteina
de unién es triespecifica y capaz de unir especificamente tres diferentes dianas de
antigenos.

item 9: La proteina de union de cualquiera de los items 1-8, en donde la proteina
de unidn se une especificamente tres proteinas diana que corresponden a dos proteinas
diana en células T y a una proteina diana tumoral.

item 10: La proteina de unién del item 9, en donde una de dichas proteinas diana
en células T es CD3.

ftem 11: La proteina de union del item 9 o el item 10, en donde una de dichas
proteinas diana en células T es CD28.

ftem 12: La proteina de union de cualquiera de los items 9-11, en donde dicha
proteina diana tumorales CD38.

item 13: La proteina de unién de cualquiera de los items 1-8, en donde la proteina
de unidn se une especificamente tres proteinas diana que corresponden a dos proteinas
diana en células T y a una proteina diana seleccionada del grupo que consiste en A2AR,
APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7H5,
B7H6, B7H7, B7TRP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11,
CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3,
CD19, CD20, CD23, CD24, CD27,CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86, CD122,
CD137,CD137L,CD152, CD154, CD160, CD272,CD273, CD274, CD275, CD276, CD278,

CD279, CDH1, quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CL1,
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CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR,
ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLAZ2,
HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2,
IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral,
IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18, 1L22, 1L23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK, KIR,
LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40,
OX40L, PD-1H, receptor plaquetario, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, SREAP2,
Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa,
TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM vy
XCRL1.

ftem 14: La proteina de union de cualquiera de los items 1-13, en donde la proteina
de unién es capaz de inhibir la funcién de una o varias proteinas diana.

ftem 15: La proteina de unién del item 14, en donde las una o varias proteinas diana
se seleccionan del grupo que consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA,
BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7H5, B7H6, B7H7, B7TRP1, B7-4, C3, C5, CCL2,
CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21,
CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23, CD24, CD27, CD28,
CD38, CD39, CDh40, CD70, CD80, CD86, CD122, CD137, CD137L, CD152, CD154,
CD160, CD272, CD273, CD274, CD275, CD276, CD278, CD279, CDH1, quitinasa,
CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CL1, CXCL12, CXCL13, CXCRS,
DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCERI1,
FLAP, FOLH1Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO,
IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7,
IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18,
IL22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC
clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor plaguetario,

PROML1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2, Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT,



10

15

20

25

184

TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR,
TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1.
item 16: Una proteina de union que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de unién a antigenos, en donde una primera cadena polipeptidica
comprende una estructura representada por la formula:
Vi—Li—Vii-L—CL [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls+—Ch1 [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vha—Chi [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Viz—CL [1IV]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cwx1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH1; y
L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoéacidos;
en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:
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(a) Vi1, Viz y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:151, 153, 155, 157, 159,
161, 163, 165y 167; 0

(b) Vi1, Vi2 y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs: 43-59, 123-125, 138-140
y 149;y

en donde:

(a) Vu1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:150, 152, 154, 156, 158,
160, 162, 164 y 166; o

(b) Vhi, V2 ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad que comprenden una secuencia de aminoacidos
como se establece en cualquiera de las SEQ ID NOs: 25-42, 120-122, y 126-128.

ftem 17: Una proteina de union que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de unién a antigenos, en donde una primera cadena polipeptidica
comprende una estructura representada por la féormula:

Vi—Li—Vii-L—C, [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls—Cri—bisagra—Cr—Chs [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz—Cri—bisagra—Cuo—Chis [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Viz—CL [1IV]
en donde:

V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
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V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH1;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios CH1 y

CH2;y

L1, Lo, L3 y L4 son ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

(a) Vi1, Viz y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:151, 153, 155, 157, 159,
161, 163, 165y 167; 0

(b) Vi1, Vi2 y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs: 43-59, 123-125, 138-140
y 149;y

en donde:

(a) Vu1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs:150, 152, 154, 156, 158,

160, 162, 164 y 166; o
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(b) Vui, Vuz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminoacidos como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs: 25-42, 120-122 y 126—
128.

ftem 18: La proteina de unién del item 16, en donde la segunda y/o la tercera
cadena polipeptidica también comprende una regién Fc ligada con Cn1, en donde la region
Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena
pesada de inmunoglobulina Cy y Chs.

ftem 19: La proteina de union de cualquiera de los items 16—18, en donde al menos
uno de L4, Ly, L3 0 L4, tiene independientemente 0 aminoacidos de longitud.

item 20: La proteina de union de cualquiera de los items 16—18, en donde Ly, Ly, L3
0 L4 tienen cada uno, de modo independiente, al menos un aminoécido de largo.

ftem 21: La proteina de unién de cualquiera de los items 16-18, en donde (a) L1,
Lo, Ls y L4, cada uno independientemente, tienen una longitud de cero aminoacidos o
comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS
(SEQ ID NO: 104), GGGGSGGGGGGGGGGGGS (SEQ ID NO: 105), S, RT, TKGPS (SEQ
ID NO: 106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175) y GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148); o (b)L;,
Lo, Ls y La comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia seleccionada del
grupo gue consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ
ID NO: 105), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175) y
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148).

ftem 22: La proteina de unién de cualquiera de los items 16—18, en donde:

(a) L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L, comprende la
secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 106), Ls comprende la secuencia S y Ls comprende la

secuencia RT;



10

15

20

25

188

(b) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L, comprende
la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud y L4
tiene 0 aminoacidos de longitud;

(c) L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L, comprende
la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud y L4
tiene 0 aminoacidos de longitud; o

(d) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105), Lo tiene
0 aminoécidos de longitud, Ls comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO: 105) y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud.

ftem 23: La proteina de unién de cualquiera de los items 16—-22, en donde:

(a) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:30; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47, y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; V4, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vs comprende una CDR-L1 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-L2 que comprende
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la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45;

(b) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; V4, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:25, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:27; y Vs comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:43, una CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:45;

(¢) Vu1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:30; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; Vi, comprende una

CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:38 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:39; y Vi3 comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, una CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:56 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:57;

(d) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; V4, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:38 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:39; y Vi3 comprende una CDR-L1 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:55, una CDR-L2 que comprende
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la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:56 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:57;

(e) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:30; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; V4, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:40, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42; y Vi3 comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, una CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59;

(f) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; V4, comprende una

CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:40, una CDR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:41 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:42; y Vi3 comprende una CDR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:58, una CDR-L2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:44 y una CDR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:59;

(9) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:30; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; V4, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 126, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 127 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 128; y Vi3 comprende una CDR-

L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 138, una CDR-L2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 140;

(h) Vw1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; V4, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 126, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 127 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 128; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 138, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 140;

() Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:28, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:29 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:30; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:46,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:47 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:48; Vi, comprende una

CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 120, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 121 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 122; y V3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 123, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 124 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 125; o

() Vw1 comprende una CDR—-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:31, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:32 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33; Vi1
comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:49,
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:50 y una CDR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:51; V4, comprende una
CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34, una CDR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:36; V> comprende una CDR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:52, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:53 y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:54; Vus comprende una CDR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 120, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 121 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 122; y V3 comprende una CDR-

L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 123, una CDR-L2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 124 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 125.
ftem 24: Una proteina de union que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de union a antigeno, en donde una primera cadena polipeptidica
comprende una estructura representada por la formula:
Vio—L1=Vii L—Cp [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls+—Ch1 [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhs—Chri [y
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [IV]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina; y
L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;
en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde;
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(a) Vi1, Viz y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 169, 171y 173; o
(b) Vi1, Vi2 y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 141-147, 178y 179; y
en donde:
(a) Vu1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 168, 170y 172; o
(b) Vu1, Viz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129-137.
item 25: Una proteina de union que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de union a antigeno, en donde una primera cadena polipeptidica
comprende una estructura representada por la féormula:
Vio—L1=Vii L—Cp [1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la
formula:
Vhi—Ls—Vho—Ls—Cri—bisagra—Crz—Chs [
y una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vhz—Cri—bisagra—Cuo—Chis [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la férmula:
Vis—CL [1IV]
en donde:
V11 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 €S un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
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V2 €s un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

Vus €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Cu1 es un dominio constante de cadena pesada Cri de inmunoglobulina;

Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy2 de inmunoglobulina;

Cuz es un dominio constante de cadena pesada Crz de inmunoglobulina;

bisagra es una regién bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios Cn1 y

Ch2; y

L1, Lo, L3 y Lason ligadores de aminoéacidos;

en donde el polipéptido de la férmula | y el polipéptido de la formula Il forman un
par de cadena ligera—cadena pesada cruzada;

en donde:

(a) Vi1, Viz y Viscomprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 169, 171y 173; 0

(b) Vi1, Vi2 y Vis comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena ligera que comprenden una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 141-147, 178y 179;y

en donde:

(a) Vu1, V2 Y Vs comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de
dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 168, 170y 172; o

(b) Vui, Viz ¥ Vus comprenden cada uno, de modo independiente, regiones
determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia
de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129-137.

item 26: La proteina de union del item 24, en donde la segunda cadena polipeptidica
también comprende una region Fc ligada con Cyi, en donde la region Fc comprende una
region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de

inmunoglobulina Chz ¥ Chs.
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ftem 27: La proteina de union de cualquiera de los items 24—26, en donde al menos
uno de L, Lo, L3 y La, tiene independientemente 0 aminoacidos de longitud.

item 28: La proteina de union de cualquiera de los items 24—26, en donde Ly, Ly, L3
y Latienen cada uno, de modo independiente, al menos un aminoacido de largo.

item 29: La proteina de union de cualquiera de los items 24—26 y 28, en donde (a)
L1, Lo, L3y L4 cada uno independientemente, tienen una longitud de cero aminoacidos o
comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS
(SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), S, RT, TKGPS (SEQ ID
NO:106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), and GGSGSSGSGG (SEQ ID NO:148); o (b) La,
Lo, Ls y La comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia seleccionada del
grupo gue consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ
ID NO: 105), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175) y
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148).

ftem 30: La proteina de unién de cualquiera de los items 24-26, en donde:

(a) L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L, comprende la
secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 106), Ls comprende la secuencia S y Ls comprende la
secuencia RT;

(b) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L, comprende
la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud y L4
tiene 0 aminoacidos de longitud;

(c) L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L, comprende
la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), Ls tiene 0 aminoacidos de longitud y L4
tiene 0 aminoacidos de longitud; o

(d) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105), Lo tiene
0 aminoécidos de longitud, Ls comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO: 105) y L4 tiene 0 aminoacidos de longitud.

ftem 31: La proteina de unién de cualquiera de los items 24-30, en donde:
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(a) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
143, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 144; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 142;

(b) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
145, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V., comprende una CDR-
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L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 142;

(¢) Vu1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
143, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 144; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; Vuz comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO146: y una CDR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147;
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(d) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
141, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 142; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V., comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 147;

(e) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
145, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR-H3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131; V2 comprende una CDR-
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L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 142; Vuz comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 144;

(f) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 129, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 130 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
141, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:178 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 142; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144;
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(9) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
145, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V., comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 147;

(h) Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 136 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
145, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; V., comprende una CDR-
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L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 144;

() Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
143, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 144; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que

comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 147; o
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() Vi1 comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 133 y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134;
V11 comprende una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
143, una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 144; V42 comprende
una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135, una CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; V2 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; Vus comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134; y Vi3 comprende una CDR-
L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143, una CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:179 y una CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 144.

item 32: La proteina de unién de cualquiera de los items 1, 3-16, 18-24 y 26-31,
en donde la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc unida
con Cu1, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cux2 y Crs, €n donde la primera
region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde
las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W; y en donde la tercera cadena
polipeptidica también comprende una segunda region Fc unida con Cui, donde la segunda

region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de
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cadena pesada de inmunoglobulina Cx2 y Chs, en donde la segunda region Fc comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368 y 407 de IgG1l o lgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoéacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V.

item 33: La proteina de unién de cualquiera de los items 1, 3-16, 18-24 y 26-31,
en donde la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc unida
con Cu1, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cux2 y Chs, €n donde la primera
region Fc comprende sustituciones de amino4cidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 349, 366, 368 y 407 de 1gG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V, y en donde
la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda region Fc unida con Cha,
donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cxz y Chs, €n donde la segunda region
Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W.

item 34: La proteina de unién de cualquiera de los items 1, 3-16, 18-24 y 26-33,
en donde la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc unida
con Cu1, donde la primera region Fc comprende una regidn bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cx2 y Chs y en donde la tercera
cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc unida con Cui, donde la
segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios
constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Ch2 ¥ Chs; en donde la primera y la
segunda region Fc comprenden sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 428 y 434 de I1gG1 o IgG4 humana de acuerdo con el

indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son M428L y N434S.
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item 35: La proteina de unién de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25 y
27-31, en donde el dominio Cns; de la segunda cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y
366 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de
aminoacidos son S354C y T366W; y en donde el dominio Cus de la tercera cadena
polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes
a las posiciones 349, 366, 368 y 407 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V.

item 36: La proteina de unién de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25 y
27-31, en donde el dominio Cns; de la segunda cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368 y 407 de IgG1l o lgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A e Y407V; y en donde el dominio
Cus de la tercera cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las
posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1l o IgG4 humana de
acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W.

item 37: La proteina de union de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25,
27-31, 35y 36, en donde los dominios Cus de la segunda y la tercera cadena polipeptidica
comprenden sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 428 y 434 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son M428L y N434S.

item 38: La proteina de union de cualquiera de los items 1, 3-16, 18-24, y 26-34,
en donde la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc unida
con Cu1, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cu, y Cus; en donde la tercera
cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc unida con Cyi, donde la

segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y dominios
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constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Ch2 ¥ Chs; en donde la primera y la
segunda regién Fc son regiones Fc de IgG1 o IgG4 humana; y en donde sélo una de la
primera y la segunda region Fc comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 435 y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el
indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son H435R e Y436F.

ftem 39: La proteina de union de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25,
27-31y 35-37, en donde los dominios Cus de la segunda y la tercera cadena polipeptidica
son dominios Cus de IgG1l o IgG4 humana y en donde sélo uno de los dominios Chus
comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 435y 436 de IgG1 o IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoéacidos son H435R e Y436F.

item 40: La proteina de unién de cualquiera de los items 1, 3-16, 18-24, 26-34, y
28, en donde la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera regién Fc
unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chs;
en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc unida
con Chi, donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Cux2 y Crs; en donde la primera
y la segunda region Fc son regiones Fc de IgG4 humana; y en donde la primera y la
segunda region Fc comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P y R409K.

ftem 41: La proteina de unién de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25,
27-31, 35-37 y 39, en donde los dominios Cuz de la segunda y la tercera cadena
polipeptidica son dominios Chs de IgG4 humana y en donde los dominios Cns comprenden

cada uno sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
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posiciones 228 y 409 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son S228P y R409K.

item 42: La proteina de union de cualquiera de los items 1, 3-16, 18-24, 26-34, 38
y 40, en donde la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc
unida con Cui, donde la primera region Fc comprende una regién bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Crz y Chs;
en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc unida
con Chi, donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina y
dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina Chx2 y Crs; en donde la primera
y la segunda region Fc son regiones Fc de IgG4 humana; y en donde la primera y la
segunda region Fc comprenden cada una sustituciones de aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A.

ftem 43: La proteina de union de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25,
27-31, 35-37, 39 y 41, en donde los dominios Cnsz de la segunda y la tercera cadena
polipeptidica son dominios Cuz de IgG4 humanay en donde los dominios Cnxs comprenden
cada uno sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son F234A y L235A.

ftem 44: La proteina de union de cualquiera de los items 1, 3-16, 18-24, 26-34, 38
y 40, en donde la segunda cadena polipeptidica también comprende una primera region Fc
ligada con Cui, donde la primera region Fc comprende una region bisagra de
inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2 y CH3;
en donde la tercera cadena polipeptidica también comprende una segunda regién Fc ligada
con Cu1, en donde la segunda region Fc comprende una region bisagra de inmunoglobulina
y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2 y CH3; en donde la

primeray la segunda region Fc son regiones Fc de IgG1 humana; y en donde la primera y
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la segunda regibn Fc comprenden cada una sustituciones de aminodcidos en las
posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con
el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son L234A y L235A.

ftem 45: La proteina de unién de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25,
27-31, 35y 37, 39 y 41, en donde los dominios CH3 de la segunda y tercera cadena
polipeptidica son dominios Cus de IgG1 humanay en donde los dominios CH3 comprenden
cada una sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 234 y 235 de IgG4 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son L234A y L235A.

ftem 46: La proteina de union de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25,
27-31, 35-37, 39, 41, 43 y 45, en donde VH1 y VL1 forman un primer sitio de union a
antigeno que se une especificamente a CD3 humana, en donde VH2 y VL2 forman un
segundo sitio de unidon a antigeno que se une especificamente a CD28 humana y en donde
VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una
proteina diana tumoral humano.

item 47: La proteina de unién de cualquiera de los items 2, 4-15, 17, 19-23, 25,
27-31, 35-37, 39, 41, 43 y 45, en donde VH1 y VL1 forman un primer sitio de union a
antigeno que se une especificamente a CD28 humana, en donde VH2 y VL2 forman un
segundo sitio de union a antigeno que se une especificamente a CD3 humana y en donde
VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una
proteina diana tumoral humano.

item 48: La proteina de union del item 46 o el item 47, en donde el tercer sitio de
unién a antigeno se une especificamente con una proteina diana tumoral humano
seleccionada del grupo que consiste en CD19, CD20, CD38, Her2 y LAMP1.

ftem 49: La proteina de union de cualquiera de los items 46-48, en donde el sitio

de unién con antigeno que se une especificamente a CD3 comprende:
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(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 152 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 153; o

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 154 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 155.

item 50: La proteina de union de cualquiera de los items 46—49, en donde el sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a CD28 comprende:

(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 160 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 161; o

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 162 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 163.

ftem 51: La proteina de union de cualquiera de los items 46-50, en donde el sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral comprende:

(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 156 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 157;

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 158 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 159;

(¢) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 164 y un dominio variable de cadena ligera que comprende

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 165;
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(d) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 150 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 151; o

(e) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 166 y un dominio variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 167.

ftem 52: La proteina de union de cualquiera de los items 2, 17, 35-37, 39, 41, 43y
45, en donde:

(@) VH1 y VL1 forman un primer sitio de uniébn a antigeno que se une
especificamente a TNFa humano, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a IL13 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de union a
antigeno gque se une especificamente a IL4 humana,;

(b) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unibn a antigeno que se une
especificamente a TNFa humano, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a IL4 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a IL13 humana,;

(¢) VH1 y VL1 forman un primer sitio de uniébn a antigeno que se une
especificamente a IL4 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno
gque se une especificamente a TNFa humano y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de union
a antigeno que se une especificamente a IL13 humana;

(d) VH1 y VL1 forman un primer sitio de uniébn a antigeno que se une
especificamente a IL4 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a IL13 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de union a
antigeno que se une especificamente a TNFa humano;

(e) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unibn a antigeno que se une

especificamente a IL13 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno
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gue se une especificamente a IL4 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a TNFa humano; o

() VH1 y VL1 forman un primer sitio de unidbn a antigeno que se une
especificamente a IL13 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno
gque se une especificamente a TNFa humano y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de union
a antigeno que se une especificamente a IL4 humana.

item 53: La proteina de union del item 52, en donde el sitio de unién a antigeno que
se une especificamente a TNFa humano comprende un dominio variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 168 y un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
169.

item 54: La proteina de union del item 52 o el item 53, en donde el sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a IL4 humana comprende un dominio variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 170 y un
dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 171.

item 55: La proteina de union de cualquiera de los items 52-54, en donde el sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a IL13 humana comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
172 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 173.

item 56: La proteina de unién de cualquiera de los items 1-55, en donde:

(a) el dominio CL de la primera cadena polipeptidica es un dominio CL kappa
humano y el dominio CL de la cuarta cadena polipeptidica es un dominio CL lambda
humano; o

(b) el dominio CL de la primera cadena polipeptidica es un dominio CL lambda

humano y el dominio CL de la cuarta cadena polipeptidica es un dominio CL kappa humano.
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item 57: La proteina de union de cualquiera de los items 2, 17, 25, 35-37, 39, 41y
43-55, en donde la primera cadena polipeptidica comprende un dominio CL lambda; en
donde el dominio Cus de la segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones de
aminodcidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S354C y T366W; en donde el dominio Cys de la tercera cadena polipeptidica comprende
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349,
366, 368, 407, 435 y 436 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R e Y436F; y en
donde la cuarta cadena polipeptidica comprende un dominio CL kappa.

item 58: Una proteina de union que comprende una primera cadena polipeptidica,
una segunda cadena polipeptidica, una tercera cadena polipeptidica y una cuarta cadena
polipeptidica en donde:

(a) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o0 una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

(b) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
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menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

(c) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 14 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 14;

(d) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o0 una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 14 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 14;
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(e) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 18 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 18;

)] la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o una secuencia
de aminocidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 18 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 18;

(9) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 o una secuencia

de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 21; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 22 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 22;

(h) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 22 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 22;

0] la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 63 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62; |la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 61 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 61;

)] la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o0 una secuencia de aminoacidos que es
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al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 61 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 61;

(k) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o0 una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; |la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 60; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 71 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 71;

)] la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 76 o una secuencia de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 74;
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(m) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 82 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 82; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81 o una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 81; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 74;

(n) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 88 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 88; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87 o una secuencia de aminodacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia
de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 86;

(o) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 94 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 94; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 93 o0 una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 93; |la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia

de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID



10

15

20

25

220

NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 86;

(p) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o0 una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminocidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 74;

(9) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 69 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68 o0 una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia
de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 86;

N la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 63 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63; la segunda cadena polipeptidica comprende

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 o una secuencia de aminoacidos que es
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al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 73 o una secuencia
de aminoécidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 73; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 o0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 74;

(s) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 63 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62 o0 una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62; |la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85 o una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 85; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 86 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 86;

® la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114 o una secuencia
de aminodcidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 114; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 115 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 115; o

(u) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 10 o una secuencia de amino4cidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la tercera cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114 o una secuencia
de aminoéacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 114; y la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 115 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 115.

item 59: Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucleédtidos que codifica la proteina de unién de cualquiera de los items 1-58.

ftem 60: Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico del
item 59.

ftem 61: Una célula huésped aislada que comprende la molécula de acido nucleico
del item 59.

ftem 62: Una célula huésped aislada que comprende el vector de expresion del item
60.

item 63: La célula huésped aislada del item 61 o el item 62, en donde la célula
huésped es una célula de mamifero o una célula de insecto.

ftem 64: Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de union de
cualquiera de los items 1-58 y un portador farmacéuticamente aceptable.

ftem 65: Un método de prevencion y/o tratamiento de cancer en un paciente que
comprende la administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos una proteina de unién de cualquiera de los items 1-23 y 32-58 o la composicion

farmacéutica del item 64.
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item 66: El método del item 65, en donde la proteina de unién comprende un sitio
de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina de superficie de células T
y otro sitio de union a antigeno que se une especificamente a una proteina diana tumoral.

item 67: EI método del item 66, en donde la proteina de unién comprende un primer
sitio de unién a antigeno que se une especificamente a CD3, un segundo sitio de unién a
antigeno que se une especificamente a CD28 y un tercer sitio de unién a antigeno que se
une especificamente a una proteina diana tumoral seleccionada del grupo que consiste en
CD19, CD20, CD38, Her2 y LAMP1.

item 68: El método de cualquiera de los items 65-67, en donde la al menos una
proteina de union se coadministra con un agente quimioterapéutico.

item 69: A método de prevencion y/o tratamiento de una enfermedad o trastorno
inflamatorio en un paciente que comprende la administracion al paciente de una cantidad
terapéuticamente efectiva de al menos una proteina de union de cualquiera de los items
15, 24-45 y 52-58 o la composicién farmacéutica del item 64.

item 70: El método del item 69, en donde la proteina de unién comprende tres sitios
de unién a antigeno que se unen cada uno especificamente con una proteina diana de
citoquina seleccionada del grupo que consiste en IL—4, IL-13 y TNFa.

item 71: El método del item 69 o el item 70, en donde la al menos una proteina de
unién se coadministra con un agente antiinflamatorio.

item 72: El método de cualquiera de los items 65—71, en donde es paciente es un
humano.

item 73: El método del item 65 o el item 69, en donde la proteina de union es capaz
de inhibir la funcién de una o varias proteinas diana seleccionadas del grupo que consiste
en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4,
B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCLS,
CCL11, CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4,

CD3, CD19, CD20, CD23, CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86,
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CD122,CD137,CD137L,CD152, CD154, CD160, CD272, CD273, CD274, CD275, CD276,
CD278, CD279, CDH1, quitinasa, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3,
CX3CL1, CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa
1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCERL], FLAP, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLAZ2,
HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2,
IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral,
IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18, 1L22, 1L23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK, KIR,
LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC clase Il, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40,
OX40L, PD-1H, receptor plaquetario, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, Syk quinasa, TACI,
TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1,
TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1.

ftem 74: La proteina de union de cualquiera de los items 1-23 y 32-58 o la
composicion del item 64 para usar en la prevencién y/o el tratamiento de cancer en un
paciente.

item 75: La proteina de unién para usar o la composicion para usar del item 74, en
donde la proteina de unidon comprende un sitio de unibn a antigeno que se une
especificamente a una proteina de superficie de células T y otro sitio de unién a antigeno
gue se une especificamente a una proteina diana tumoral.

item 76: La proteina de unién para usar o la composicion para usar del item 75, en
donde la proteina de unibn comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une
especificamente a CD3, un segundo sitio de unién a antigeno que se une especificamente
a CD28 y un tercer sitio de unién a antigeno que se une especificamente a una proteina
diana tumoral seleccionada del grupo que consiste en CD19, CD20, CD38, Her2 y LAMPL1.

ftem 77: La proteina de union para usar o la composicion para usar de cualquiera
de los items 74-76, en donde la proteina de unidn se coadministra con un agente

quimioterapéutico.
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item 78: La proteina de union de cualquiera de los items 1-15, 24-45 y 52-58 o la
composicion farmacéutica del item 64 para usar la prevencion y/o el tratamiento de una
enfermedad o trastorno inflamatorio en un paciente.

item 79: La proteina de unién para usar o la composicion para usar del item 78, en
donde la proteina de union comprende tres sitios de unién a antigeno que se unen cada
uno especificamente con una proteina diana de citoquina seleccionada del grupo que
consiste en IL—4, IL-13 y TNFa.

item 80: La proteina de union para usar o la composicion para usar del item 78 o el
item 79, en donde la proteina de union se coadministra con un agente antiinflamatorio.

item 81: La proteina de union para usar o la composicion para usar de cualquiera
de los items 74-80, en donde es paciente es un humano.

ftem 82: La proteina de union para usar o la composicion para usar del item 74 o el
item 78, en donde la proteina de union es capaz de inhibir la funcién de una o varias
proteinas diana seleccionadas del grupo que consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF,
BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7H5, B7H6, B7H7, B7TRP1, B7-
4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL15, CCL17, CCL19,
CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23, CD24,
CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86, CD122, CD137, CD137L, CD152,
CD154, CD160, CD272,CD273,CD274, CD275, CD276, CD278, CD279, CDH1, quitinasa,
CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CL1, CXCL12, CXCL13, CXCRS3,
DNGR-1, ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1,
FLAP,FOLH1 Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO,
IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, IL5R, IL6, IL7,
IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18,
IL22, IL23, IL25, IL27, IL33, IL35, ITGB4, ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptina, LPFS2, MHC
clase 1l, NCR3LG1, NKG2D, NTPDasa-1, OX40, OX40L, PD-1H, receptor plaguetario,

PROML1, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2, Syk quinasa, TACI, TDO, T14, TIGIT,
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TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP,
TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM y XCR1.

item 83: Un método de purificacién de una proteina de union producida por una
célula huésped, que comprende:

(a) producir la proteina de union de uno cualquiera de los items 2, 17, 25, 35-37,
41, 43, 45, y 46-55 en una célula huésped, en donde sé6lo uno del dominio Cus de la
segunda cadena polipeptidica y el dominio Cuys de la tercera cadena polipeptidica
comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a las
posiciones 435 y 436 de IgG1l humana de acuerdo con el indice EU, en donde las
sustituciones de aminoéacidos son H435R e Y436F;

(b) poner en contacto la proteina de union producida en (a) con la proteina A; y

(c) eluir la proteina de unidn de la proteina A en condiciones apropiadas para aislar
la proteina de unién de las proteinas de unién que comprenden ya sea 0 6 2 dominios Cus
que comprenden las sustituciones de aminoacidos son H435R e Y436F, con lo que se
purifica la proteina de union.
item 84: El método del item 83, en donde el dominio C. de la primera cadena polipeptidica
es un dominio C. kappa humano, y el dominio C. de la cuarta cadena polipeptidica es un
dominio C. lambda humano; o el dominio C. de la primera cadena polipeptidica es un
dominio C. lambda humano, y el dominio C. de la cuarta cadena polipeptidica es un
dominio C. kappa humano, y el método comprende ademas:

(d) poner en contacto la proteina de union eluida en (c) con un medio de afinidad
de cadena ligera kappa; y

(e) eluir la proteina de union del medio de afinidad de cadena ligera kappa
en condiciones apropiadas para aislar la proteina de unién de las proteinas de unién que
comprende s6lo dominios C. lambda.

item 85: EI método del item 84, que también comprende, después de (e):
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(f) poner en contacto la proteina de unién eluida en (e) con un medio de afinidad de
cadena ligera lambda; y

(9) eluir la proteina de union del medio de afinidad de cadena ligera lambda
en condiciones apropiadas para aislar la proteina de unién de las proteinas de unién que
comprende sélo dominios CL kappa.

item 86: EI método del item 83, en donde el dominio C. de la primera cadena
polipeptidica es un dominio C. kappa humano, y el dominio C. de la cuarta cadena
polipeptidica es un dominio C. lambda humano; o el dominio C. de la primera cadena
polipeptidica es un dominio C. lambda humano, y el dominio C. de la cuarta cadena
polipeptidica es un dominio C. kappa humano, y el método comprende ademas:

(d) poner en contacto la proteina de union eluida en (¢) con un medio de afinidad

de cadena ligera lambda; y

(e) eluir la proteina de unién del medio de afinidad de cadena ligera lambda en
condiciones adecuadas para aislar la proteina de union de las proteinas de unién que

comprenden solo los dominios C. kappa.
item 87: El método del item 86, que comprende ademas, después de (e):

(f) poner en contacto la proteina de union eluida en (e) con un medio de afinidad de

cadena ligera kappa; y

(9) eluir la proteina de unién del medio de afinidad de cadena ligera lambda en
condiciones adecuadas para aislar la proteina de union de las proteinas de unién que

comprenden solo los dominios C. lambda.

ftem 88: El método de uno cualquiera de los items 83-87, en donde la primera
cadena polipeptidica comprende un dominio CL lambda; en donde el dominio Cus de la

segunda cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
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correspondientes a las posiciones 354 y 366 de IgG1 humana de acuerdo con el indice EU,
en donde las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W; en donde el dominio Chus
de la tercera cadena polipeptidica comprende sustituciones de aminoacidos en las
posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 368, 407, 435 y 436 de IgGl
humana de acuerdo con el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R e Y436F; y en donde la cuarta cadena polipeptidica
comprende un dominio CL kappa.

item 89: El método de cualquiera de los items 83-88, en donde la proteina de unién
se detecta en uno o mas de (c) y (e) usando cromatografia por interaccion hidrofébica
(HIC).

ftem 90: EI método de cualquiera de los items 83-89, en donde los dominios Chus
de las segunda y la tercera cadenas polipeptidicas son dominios Cxs de IgG1 o IgG4.

EJEMPLOS

Los Ejemplos que siguen son ilustrativos de realizaciones especificas de la
descripcion, y sus diversos usos. Se exponen unicamente con fines explicativos y no se
deben interpretar como limitantes del alcance de la invencién de ninguna manera.
Ejemplo 1: Materiales y métodos

Se utilizaron los siguientes materiales y métodos para los experimentos descritos
en los Ejemplos 2-5.

Disefio de anticuerpos triespecificos

Una ilustraciébn esquemadtica del disefio general del anticuerpo triespecifico se
ilustra en las FIGS. 1A-1C. Se disefaron anticuerpos triespecificos individuales basados
en 5 parametros: 1) Seleccidn de sitios de union del anticuerpo; 2) Consideracién de la
posicion de cada sitio de unidn; 3) eleccién de los ligadores para la rama de unién
biespecifica (es decir, cadena pesada/cadena ligera B en la FIG. 1C); 4). La integracion de
la mutacién “botén” y “ojal” en las mitades respectivas del anticuerpo; 5) Eleccién del isotipo

Fc (IgG1 o IgG4). Después del ensamblaje de las secuencias de aminoacidos para cada
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molécula triespecifica, se sintetizaron cuatro genes para cada Ab triespecifico usando
codones humanos preferidos (CambrY Applied Biosciences, Cambridge, MA, Estados
Unidos) y se clonaron en un vector de expresidn eucariota.

Produccién y purificacién de anticuerpos triespecificos

Se produjeron anticuerpos triespecificos mediante la transfeccion transitoria de 4
plasmidos de expresion en células Expi293 utilizando el kit de transfeccidon
ExpiFectamine™ 293 (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
En pocas palabras, el 25% (p/p) de cada plasmido se diluyé en Opti-MEM, se mezcl6 con
reactivo ExpiFectamina prediluido durante 20—30 minutos a temperatura ambiente (RT) y
se afiadié a células Expi293 (2,5 x10° células/ml) . A menudo se utiliz6 una optimizacién
de la transfeccién para determinar la mejor relacion de plasmidos con el fin de producir el
anticuerpo triespecifico con buen rendimiento y pureza.

El sobrenadante de células transfectadas se recolecté 4-5 dias después de la
transfeccion, y se filtré a través de una unidad de filtro de 0,45 um (Nalgene). El anticuerpo
triespecifico en el sobrenadante se purific6 usando un procedimiento de 3 etapas. En
primer lugar, se us6 purificacion por afinidad de la proteina A, y se eluy6 el Ab unido usando
"Buffer de elucion IgG" (Thermo Fisher Scientific). En segundo lugar, el producto se dializo
frente a PBS (pH 7,4) durante la noche con 2 cambios de tampdn PBS. Todo precipitado
se elimind por filtracién a través de una unidad de filtro de 0,45 um (Nalgene) antes de la
siguiente etapa. En tercer lugar, se utilizo la purificacién por cromatografia de exclusion de
tamafio (SEC) (Hiload 16/600 Superdex 200pg, o Hiload 26/600 Superdex 200pg, GE
Healthcare) para eliminar agregados y diferentes especies en la preparacion. Las
fracciones se analizaron en SDS—PAGE reducida y no reducida para identificar las
fracciones que contenian el anticuerpo monomérico triespecifico antes de combinarlas. El
anticuerpo purificado se puede alicuotar y almacenarse a —80°C a largo plazo

Ensayos ELISA
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Las propiedades de union de los anticuerpos purificados se analizaron utilizando
métodos ELISA o SPR. Para ELISA, se usaron antigenos correspondientes para cada sitio
de union en el anticuerpo triespecifico para recubrir una placa Immuno de 96 pocillos (Nunc
439454, Thermo Fisher Scientific) durante la noche a 4°C usando 2 ug/ml de cada antigeno
en PBS (pH 7,4) . La placa recubierta se bloqueé usando leche descremada 5% + BSA 2%
en PBS durante una hora a RT, seguido de lavado con PBS + Tween 20 0,25% tres veces
(Aqua Max 400, Molecular Devices). Se prepararon diluciones seriadas de anticuerpos
(Abs triespecifico y control) y se anadieron a las placas de ELISA (100 ul/pocillo por
duplicado), se incubaron a TA durante una hora, seguido de lavado 5 veces con PBS +
Tween 20 0,25%.

Después de lavar, se afiadié el Fab anti-humano secundario conjugado con HRP
(1: 5000, N° de catdlogo 109-035-097, Jackson ImmunoResearch Inc) a cada pocillo y se
incubd a TA durante 30 minutos. Después de lavar 5 veces con PBS + Tween 20 al 0,25%,
se afiadieron a cada pocillo 100 pl de sustrato de peroxidasa de TMB Microwell (KPL,
Gaithersburg, MD, Estados Unidos). La reaccion se termind mediante la adiciéon de 50 ul
de H,S041 My se midi6 la ODa4so usando SpectraMax M5 (Molecular Devices) y se analizo
utilizando el software SoftMax Pro6.3 (Molecular Devices). Los datos finales se transfirieron
al software GraphPad Prism (GraphPad Software, CA, Estados Unidos) y se graficaron
como se muestra. La ECso se calculo utilizando el mismo software.

Ensayos SPR

Se seleccionaron dos pares de cadenas pesadas y ligeras para un analisis cinético
completo. La caracterizacion cinética de los anticuerpos purificados se realiz6 utilizando
tecnologia de resonancia de plasmoén superficial (SPR) en un BIACORE 3000 (GE
Healthcare). Se utilizé un ensayo de captura mediante una captura de anticuerpo especifica
de marca y orientacion de los anticuerpos investigados. Para la captura de los constructos
de proteinas que contienen Fc, se utilizé el kit de captura de anticuerpos humanos (GE

Healthcare), para la captura de los constructos de proteina que contienen la marca His se
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utilizé el kit de captura de His (GE Healthcare). El anticuerpo de captura se inmovilizd
mediante grupos de amina primaria (11000 RU) en un chip CM5 de grado de investigacion
(GE Life Sciences) usando procedimientos estandares. El anticuerpo analizado se capturé
a un caudal de flujo de 10 yl/min con un valor de RU ajustado que puede producir una sefal
de unibn maxima de analito de tipicamente 30 RU.

Para un ensayo de ejemplo, la IL13 humana recombinante (catalogo # IL012) y la
IL4 humana (catalogo # IL004) se adquirieron en Millipore, el TNFa humano recombinante
(catalogo # H8916) se adquirié de Sigma Aldrich. La cinética de union se midi6 frente a IL4
e IL13 humana recombinante en un rango de concentracién entre 0,1 a 3 nM para lL4y 0,8
a 25 nM para IL13. Para el TNFa humano, se utilizé un rango de concentraciéon de 3 a 100
nM. Como tampon de ensayo se usé HBS EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM,
EDTA 3 mM, y Tensioactivo P20 0,005%) a un caudal de flujo de 30 pl/min. Las superficies
del chip se regeneraron con la solucién de regeneracién del respectivo kit de captura. Los
pardmetros cinéticos se analizaron y calcularon en el paquete del programa de
BlAevaluation v4.1 usando una celda de flujo sin anticuerpo capturado como referencia y
el modelo de unién de Langmuir 1: 1 con transferencia de masa. Para estudiar la union
simultanea de antigenos, los anticuerpos triespecificos se capturaron mediante una
superficie de captura de anticuerpo anti-humano. Los antigenos se usaron en
concentraciones unicas con IL4 a 3 nM, IL13 a 25 nM y TNFa a 100 nM. Para mostrar la
unién simultdnea de los tres antigenos, se inyecté una mezcla de IL4, IL13 y TNFa. En
ciclos de analisis separados, se inyectd 1L13 solo, seguido por IL4 o TNFa, y seguido por
co—inyecciéon de IL4/TNFa o co—inyeccion de TNFa/lL4. Se comparé la respuesta final
medida en cada ciclo para mostrar la similitud de unién consecutiva de dos o tres antigenos
y la unién simultdnea de una mezcla de los tres antigenos.
Activacién de células T In vitro y ensayos de proliferacion

Las PBMC humanas se purificaron a partir de la capa leucocitaria adquirida de

Blood Research Component (Brookline, MA, Estados Unidos) usando el método Ficoll-



10

15

20

25

232

Paque Plus. Brevemente, la capa leucocitaria fresca se diluy6 primero a una relacion de 1.:
3 en PBS (pH 7,4), y se mezclé con la solucién Ficoll-Paque Plus (Ficoll) completamente
antes de usar mediante la inversion del frasco varias veces. Se afiadio 15 mL de medio de
gradiente de densidad a cada tubo Leucosep® y se centrifugaron durante 30s a 1000xg,
RT. El medio se ubica ahora por debajo de la barrera porosa. Después se vertieron
cuidadosamente 30-40 ml de capa leucocitaria diluida en cada tubo de Leucosep y se
centrifugd a 800 xg durante 15 minutos a temperatura ambiente, con el freno apagado y
Max accel a 5. Se eliminé la capa de plasma y el resto del sobrenadante, que contiene las
PBMC enriquecidos, se transfirié a un nuevo tubo (el tubo de Leucosep no se mantuvo en
la posicion invertida durante mas de 2 segundos). Las PBMC enriguecidos se lavaron con
45 ml de PBS y se centrifugaron a 250 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
repitio el lavado y se combinaron multiples tubos en un tubo. Las células se resuspendieron
en 20 ml de PBS y se contaron usando un Bio — Rad TC20.

Para montar el ensayo de activacién de células T in vitro, se resuspendieron las
PBMC humanos purificados en medio de cultivo (RPMI1640 con FBS 10% y suplementado
con glutamina/estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific) (10° células/ml). Se afiadieron
concentraciones indicadas de diferentes anticuerpos triespecificos y de control a cada
pocillo, o se usaron para recubrir la placa antes de usar como se describe en Stebbings,
R. et al. (2007) J. Immunol. 179:3325-3331, y se incubaron durante 16 — 24 horas en un
incubador de cultivo de tejidos. Las células se centrifugaron y se recolectd sobrenadante
para medir la liberacion de citoquinas o se descartd. Las células se tifieron con anticuerpos
marcados fluorescentes para marcadores de células T (CD3, CD4, CD8, etc.) y marcadores
de activacion (CD69, CD62L, etc.) y se analizaron mediante la corrida d de las muestras
en un citémetro de flujo Fortessa (Beckton Dickinson, San José, CA), seguido por analisis
usando el software Flowjo (FlowJo v10) y se grafic6 como se muestra.

Para montar el ensayo de proliferacion de células T in vitro, se resuspendieron las

PBMC humanos purificadas en medio de cultivo (RPMI1640 con FBS 10% y suplementado
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con glutamina/estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific) (10° células/ml). Se afiadieron
concentraciones indicadas de diferentes anticuerpos triespecificos y de control a cada
pocillo y se incubaron durante 1 — 7 dias en un incubador de cultivo de tejidos. Las células
se centrifugaron y se recolecté sobrenadante para medir la liberacion de citoquinas o se
descartd. Las células se tifieron con anticuerpos marcados fluorescentes para marcadores
de células T (CD3, CD4, CD8, etc.) y marcadores de activacion (CD69, CD62L, etc.) y se
analizaron mediante la corrida de las muestras en un citdmetro de flujo Fortessa (Beckton
Dickinson, San Jose, CA), seguido por analisis usando el software Flowjo (FlowJo v10) y
se grafic6 como se muestra.
Ensayo de destruccion celular in vitro

Las PBMC humanas purificadas se usaron para ensayos de destruccion in vitro
contra diversas células de cancer utilizando diferentes anticuerpos triespecificos.
Brevemente, el ensayo de destruccién se monté en una placa de fondo en V de 96 pocillos.
Para cada placa, se sembraron 40 ml de PBMC de cada donante a 2 x 10° células/mly 30
ml de células blanco marcadas con PKH26 (Sigma # MINI26) a 2,5 x 10° células/ml (4 pL
de colorante para tefiir hasta 1x10’ células). Primero se afiadieron 20 pL/pocillo de
proteinas de prueba en diversas concentraciones o PMA en cada pocillo, seguido de la
adicion de 80 pL/pocillo de células blanco marcadas en cada pocillo (2X10* células/pocillo).
Luego se afadieron 100 ul de PBMC a cada pocillo, alcanzando E: T = 10: 1 pocillo (2x10°
células/pacillo), y se incubaron durante 24 horas a 37°C de incubador de CO2 5%. Las
células se centrifugaron y se recolectd el sobrenadante para medir la liberacion de
citoquinas o se descartd. Las células se tifieron con tampdn de tincion de células muertas
fijable Vivid LIVE/DEAD™ (Life Technology # L34955) (el tampon de tincién se preparé
mediante la adicién de 60 ul de reactivo Vivid en 60 ml de PBS). Las células se
resuspendieron en 100 pyL de tampdn de tincién por incubacion durante 15 minutos a TA
en la oscuridad. Después de lavar las células con 1xPBS, las células se resuspendieron en

200 pl de PBS con paraformaldehido 0,5%, y las células de cancer PKH26 + Vivid + se
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recolectaron mediante citdmetro de flujo Fortessa (Beckton Dickinson, San José, CA),
seguido por el analisis usando el software Flowjo. El porcentaje de destruccién se calcula
como "destruccion especifica espontdnea/células totales y se grafica como se muestra.
Ensayo de liberacion de citoquinas

Para medir las concentraciones de citoquinas inflamatorias en los ensayos de
activacion in vitro, ensayos de destruccion in vitro, ensayos de activacion in vivo en ratones
NSG humanizados con células de cordén umbilical CD34 + y estudio de toxicidad, se
recolect6 el sobrenadante del cultivo celular y se diluyeron muestras de suero de acuerdo
con el protocolo del fabricante usando el kit 13 plex de alta sensibilidad de células T
humanas Milliplex (EMD Millipore). Posteriormente se analizaron por el sistema EMD
Millipore MAGPIX® y software MILLIPLEX® Analyst 5.1.

Modelos de ratdn y estudios de eficacia in vivo

Se usaron ratones NSG (hu—CD34) injertados con células madre hematopoyéticas
CD34 + humanas como un modelo de raton in vivo. Estos ratones desarrollan células
inmunitarias humanas de mudltiples linajes y son una plataforma validada para estudios de
eficacia de inmunooncologia (ver, por ejemplo, Shultz, L.D. et al. (2014) Cold Spring Harb.
Protoc. 2014:694-708). Los ratones HU—CD34 + NSG se producen mediante la inyeccién
de células madre hematopoyéticas CD34+, lo que muestra el injerto efectivo de multiples
linajes de poblaciones de células inmunitarias humanas que incluyen células T, células B
y algunas otras poblaciones (McDermott, S.P. et al. (2010) Blood 116:193-200). La
hematopoyesis de linaje multiple ocurre dentro de 12 semanas. El injerto es estable durante
mas de un afio sin enfermedad de injerto contra huésped.

Para el estudio de eficacia que utilizé ratones NS-CD34 NSG, los ratones se
adquirieron en The Jackson Laboratory (Maine, Estados Unidos), y las poblaciones de
células humanas se validaron antes del uso. En general, se usaron 5x10° células tumorales
mezcladas en Matrigel (BD Biosciences) (50% v/v) para inocular el tumor en cada ratén.

Una vez que el tamafio del tumor alcanz6 el intervalo de 100-150 mm?3, los ratones se
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seleccionaron y se aleatorizaron a cada grupo para estudio. Los anticuerpos se
administraron por via intravenosa a dosis dadas 3 veces por semana. Se controld el peso
corporal 1-3 veces por semana. El tamafio del tumor se midi6 mediante mediciones del
tumor con calibre 1-3 veces/semana. Todos los ratones se sacrificaron cuando el tamafio
del tumor alcanzé 1.500 mm3, o 24 horas después de la Ultima dosis. Se recolectaron
muestras de sangre terminales (0,3 ml) en tubos separadores de suero, se mezclaron
mediante la inversion suave cinco veces y se colocaron en una gradilla de tubos. Los
tumores terminales también se recogieron y pesaron antes de colocarse en fijador para el
analisis de inmunohistoquimica.

Se usaron ratones NSG humanos humanizados con PBMC (hu—PBMC) NSG como
otro modelo de ratén in vivo. Estos ratones se producen mediante la inyeccién de PBMC
humanas purificadas de donantes sanos, que tienen la velocidad de injerto mas rapida
usando células mononucleares de sangre periférica adultas y permiten estudios a corto
plazo que requieren una funcién efectora fuerte de células T de memoria T y células NK y
son adecuados para estudios de eficacia a para corto plazo (3—4 semanas) debido a la
enfermedad de injerto contra huésped.

Para el estudio de eficacia que usa ratones NSG hu—PBMC, se adquirieron ratones
NSG de 8-10 semanas de edad (N° Cat.: 005557, NOD.Cg—Prkdcscid l12rgtm1Wijl/SzJ) en
The Jackson Laboratory (Maine, Estados Unidos) Cada ratén fue inoculado con 5x10°
células tumorales mezcladas en Matrigel (BD Biosciences) (50% v/v). Una vez que el
tamafio del tumor alcanzé el rango de 50-100 mm3, se reconstituyeron 10x10° PBMC
humanas de un donante sano en cada raton. La reconstitucion de células humanas fue
validada al dia siguiente. Una vez que el tamafio del tumor alcanzé el rango de 100-150
mm3, los ratones se seleccionaron y aleatorizaron a cada grupo para el estudio. Los
anticuerpos se administraron por via intravenosa a las dosis dadas 3 veces por semana.
Se control6 el peso corporal 1-3 veces por semana. El tamafio del tumor se midié mediante

mediciones del tumor con calibre 1-3 veces/semana. Todos los ratones se sacrificaron
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cuando el tamafio del tumor alcanz6 1.500 mm?3 o 24 horas después de la Ultima dosis. Se
recolectaron muestras de sangre terminales (0,3 ml) en tubos separadores de suero, se
mezclaron mediante la inversidn suave cinco veces y se colocaron en una gradilla de tubos.
Los tumores terminales también se recogieron y pesaron antes de colocarse en fijador para
el andlisis de inmunohistoquimica.
Estudio de tolerabilidad y farmacocinética NHP

Todos los estudios de NHP se llevaron a cabo en Covance (Princeton, New Jersey,
Estados Unidos) de acuerdo con el protocolo Covance ICUCA. En todos los estudios se
utilizaron monos Cynomolgus machos naive para proteinas y farmaco o naive para
proteinas. Sobre la base del disefio del estudio, los monos se seleccionaron y agruparon
para cada anticuerpo triespecifico. Se administré6 anticuerpo por infusion intravenosa
durante 1 hora a través de la vena safena. Se administraron dosis crecientes en dias
consecutivos para dosis bajas (<10 ug/kg), pero con un intervalo de 1-2 dias para dosis
mas altas (> 10 ug/kg) con fines de observacion. Se recolectaron muestras de sangre a 0
horas (solo Dia 1), 0,5 horas (infusion intermedia), 1 y 6 horas desde el comienzo de la
infusion para todos los animales después de cada dosis, segun se especifica. Se
recolectaron muestras de sangre adicionales no programadas a criterio del director,
patdlogo y/o veterinario clinico del estudio. Todos los animales se devolvieron a la colonia
el dia 60. Se prepararon PBMC y suero de las muestras de sangre usando métodos
estandar y se conservaron para analisis futuros.
Ensayo indicador de luciferasa

Las células Jurkat GloResponse ™ IL2—luc2P, Descongelar y usar (Promega parte
# CS187002) y GloResponse ™ NFAT-Luc2 Jurkat (Promega Cat # CS176401) se
adquirieron en Promega (WI, Estados Unidos) y se prepararon para usar de acuerdo con
el protocolo del fabricante.

Brevemente, las células se descongelaron durante 2 min en un bafio de agua a

37°C y se transfirieron suavemente a un tubo de centrifugacion cénico de 15 ml que
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contiene 10 ml de medio R10 precalentado. El tubo se centrifugé a 300 g durante 5 minutos
a TA. Se retir6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 20 ml de medio R10
precalentado y se transfirieron a un matraz de cultivo de 75 cm?, seguido de incubacién en
un incubador de cultivo de tejidos 37°C hasta que las células crecieron y permanecieron
estables (~ 3—4 dias). Las células se dividieron dos veces a la semana a 0,1e6 células/ml.
Las células se mantuvieron en medio R10 + higromicina B para la seleccién. Se usaron
células para ensayos ~ 7 dias después de la descongelacion.

Para la estimulacién de anticuerpos, se prepararon anticuerpos triespecificos o de
control a diversas concentraciones y se diluyeron en forma seriada en PBS. Se dispensaron
25 ul de anticuerpos por pocillo. Para los Ab unidos a placa, se utilizé la placa Maxisorp y
se incubd a 4°C durante la noche. Para los Abs solubles, se utilizé una placa de fondo en
U. Las células indicadoras se resuspendieron a 0,3-0,5 e6/mL, y se afiadieron 175 uL de
células a cada pocillo, y se incubaron en incubador de CO, a 37°C durante 6 horas.
Después se sacg la placa del incubador y se dejé equilibrar a temperatura ambiente (10—
15 minutos). A continuacion se afiadieron 50 ul de reactivo Bio—Glo™ (Promega Cat #
G7941) (temperatura ambiente) a cada pocillo de la placa de ensayo. Después de la
incubacion durante 5 minutos, se midio la actividad de luminiscencia usando un contador
de microplacas MicroBeta2 LUumiJET (Perkin Elmer, tiempo de lectura de 1s). Los datos se
graficaron usando el software GraphPad Prism.

Estabilidad conformacional

Las mediciones de termoestabilidad (por ejemplo, puntos de fusién, Tm) se
determinaron usando fluorimetria diferencial de barrido (DSF). Las muestras se diluyeron
en tampén D-PBS (Invitrogen) a una concentracion final de 0,2 ug/ul incluyendo una
solucion concentrada 4x de colorante SYPRO-anaranjado (Invitrogen, patrén 5000x en
DMSO) en D-PBS en placas de 96 pocillos con semifaldon blancas (BIORAD). Todas las
mediciones se realizaron por duplicado utilizando un instrumento de PCR en tiempo real

MyiQ2 (BIORAD). Las curvas de la primera derivada negativa (—d (RFU)/dT) de las curvas
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de fusidn se generaron en el software iQ5 v2.1 (BIORAD). Los datos luego se exportaron
a Microsoft Excel para la determinacion de Tn y la visualizacion grafica de los datos.
Mediciones de 1Cso

Deteccion de la actividad del anticuerpo contra IL—4 e IL-13 con una linea celular

indicadora

Se determinaron las actividades de anticuerpos biespecificos o derivados contra
citoquinas IL4 e IL13 en células indicadoras HEK-Blue IL-4/IL-13 comercialmente
disponibles (InvivoGen). Las células HEK-Blue IL-4/1L-13 estan disefiadas para controlar
la activacion de la via STATG6 por IL—4 o0 IL13. La estimulacion de las células con cualquiera
de las citoquinas da como resultado la produccién de fosfatasa alcalina embrionaria
secretada por el gen indicador (SEAP) que se puede medir en el sobrenadante de cultivo
con el ensayo QUANTI-Blue. Para probar las actividades de anticuerpos contra IL4 0 1L13,
las citoquinas se preincubaron durante 1 hora con diferentes concentraciones de los
anticuerpos y se afladieron a 50.000 células HEK—BIlue IL-4/IL-13. La induccién mediada
por citoquina de SEAP se midi6é después de 24 horas de incubacion en el sobrenadante de
cultivo celular con el ensayo QUANTI-Blue (InvivoGen). Cada experimento se realizé con
n = 3 puntos de datos para cada concentracioén de anticuerpo. La mitad de la concentraciéon
inhibitoria méaxima (Clso) para cada anticuerpo se calculd a través de la aplicacion interna
Biostat—Speed V2.0 (Sanofi).

Deteccion de la actividad del anticuerpo contra TNFa cn una linea celular indicadora

Se determinaron las actividades de anticuerpos biespecificos o derivados contra
TNFa en mediante el uso de células indicadoras HEK-Blue TNF-a comercialmente
disponibles (InvivoGen). Las células HEK-Blue TNF-a estan disefiadas para detectar
TNF-a bioactiva mediante el control de la activacion de la via NFkB por medio de la
expresion de la fosfatasa alcalina embrionaria secretada por el gen indicador (SEAP) que
se puede medir en el sobrenadante de cultivo con el ensayo QUANTI-Blue. Para

determinar las actividades de anticuerpos contra TNFa, las citoquinas se preincubaron
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durante 1 hora con diferentes concentraciones de los anticuerpos y se afiadieron a 50.000
células HEK-BIlue TNF-a. La induccion mediada por citoquina de SEAP se midié después
de 24 horas de incubacién en el sobrenadante de cultivo celular con el ensayo QUANTI—
Blue (InvivoGen). Cada experimento se realizé con n = 3 puntos de datos para cada
concentracion de anticuerpo. Se calcul6 la mitad de la concentracion inhibitoria maxima
para cada anticuerpo.
Ejemplo 2: Panorama general de las proteinas de unidn triespecificas

Se desarrollé una estrategia novedosa para la generacion de proteinas de union
triespecificas. Las proteinas triespecificas comprendian cuatro polipéptidos que formaban
tres sitios de union blanco (FIGS. 1A-C). Cada sitio de unién blanco comprendia el dominio
Vu y VL de un anticuerpo que dirigia un blanco de antigeno humano distinto (Ver, por
ejemplo, la Tabla 1). Las proteinas de union triespecificas contenian un primer par de
polipéptidos que poseian dominios variables duales que tenian una orientacion cruzada
que forman dos sitios de unién a antigenos distintos (denominado formato CODV Ig) y un
segundo par de polipéptidos, cada uno con un dominio variable Unico que formaba un tercer

sitio de union al antigeno (FIGS. 1Ay 1B).
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Tabla 1: SEQ ID Nos de cadena pesada y ligera para las proteinas de union 1-21,y

los antigenos blanco alos que se dirigen las proteinas de union.

P{fr’]tlg':";‘\l‘f')e SEQ ID NOS Dirigida a:
1 1,234 Her2 x (CD28 x CD3)
2 1,2,9,10 Her2 x (CD28 x CD3)
3 13, 14, 3, 4 CD19 x (CD28 x CD3)
4 13, 14, 9, 10 CD19 x (CD28 x CD3)
5 17, 18, 3, 4 CD38 x (CD28 x CD3)
6 17, 18, 9, 10 CD38 x (CD28 x CD3)
7 21,223, 4 LAMP1 x (CD28 x CD3)
8 21,22, 9, 10 LAMP1 x (CD28 x CD3)
9 60, 61, 62, 63 TNFa x (IL4 x IL13)
10 60, 61, 68, 69 TNFa x (IL13 x IL4)
11 60, 71, 68, 69 TNFa x (IL13 x IL4)
12 73,74, 75, 76 IL13 x (IL4 x TNFa)
13 73,74, 81, 82 IL13 x (TNFa x IL4)
14 85, 86, 87, 88 IL4 x (IL13 x TNFa)
15 85, 86, 93, 94 IL4 x (TNFa x IL13)
16 73, 74, 68, 69 IL13 x (IL13 X IL4)
17 85, 86, 68, 69 IL4 x (IL13 X IL4)
18 73,74, 62, 63 IL13 x (IL4 X IL13)
19 85, 86, 62, 63 IL4 x (IL4 X 1L13)
20 114, 115, 3, 4 CD20 x (CD28 x CD3)
21 114, 115, 9, 10 CD20 x (CD28 x CD3)

El primer par de polipéptidos (que poseia los dominios variables duales)
comprendia un primer polipéptido que tiene el dominio constante de la cadena ligera de la
estructura Vi —Ligador—Vi1—Ligador—Inmunoglobulina y un segundo polipéptido que tiene
el dominio constante de la cadena pesada de la estructura Vui—Ligador—Vy.—Ligador—
Inmunoglobulina, que produce un par de polipéptidos que tiene una orientacion cruzada
que formaba dos sitios de unién de antigenos distintos: Vui—Vi1 Yy Vu—Vi2 (FIG. 1C, ver

cadenas ligera y cadena pesada B). La Tabla A proporciona un resumen del disefio de la
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rama biespecifica (es decir, la rama que comprende las cadenas pesada y ligera B) de las
variantes IgG1 e IgG4 de proteinas de unidn triespecificas representativas, que incluyen la
indicacién de las diversas combinaciones de los ligadores usados en la rama biespecifica
de las proteinas de union triespecificas. El segundo par de polipéptidos (que cada uno
poseia un dominio variable Gnico) comprendia un primer polipéptido que tiene el dominio
constante de la cadena pesada de la estructura Vus—Inmunoglobulina Cu1, Y un segundo
polipéptido que tiene el dominio constante de la cadena ligera de la estructura Vis—
Inmunoglobulina, que produce un par de polipéptidos que formaron un tercer sitio de unién
al antigeno: Vu3—Vi3 (FIG. 1C, ver cadenas ligera y pesada A). Ademas, las proteinas de
unién triespecificas se construyeron de tal manera que cualquiera de los dominios Cus
pueda incluir una modificacién de boton o de ojal para facilitar la heterodimerizacién de
anticuerpos (FIG. 1).

Tabla A: resumen del disefio de la rama biespecifica de las proteinas de unién

triespecificas como un IgG1 (Ojal) o IgG4 (Ojal)

CD28 x CD3 CD3 x CD28 CD28 x CD3 CD3 x CD28
HC | HC | HC | HC | HC | HC | HC | HC | HC | HC | HC | HC
-1|-2|-3|-1|-2|-3|-1)|-2|-3|-1|-2]-3

CD28 | LC-1| X

X LC-2 X

CD3 | LC-3 X

CD3 | LC-1 X

X LC-2 X

CD28 | LC-3 X

CD28 | LC-1 X

X LC-2 X

CD3 | LC-3 X

CD3 | LC-1 X

X LC-2 X

CD28 | LC-3 X

Ligadores: [L3, L4J/[L1,L2] — [S, RTV[GQPKAAP (SEQ ID NO:175), TKGPS (SEQ ID
NO:106)];

[,] [GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104)]; o
[GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), /[GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID

NO:105), ]
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Ejemplo 3: Actividad de union in vitro y destruccion especifica mediada por
anticuerpos de acopladores de células T

Este ejemplo describe ensayos in vitro para caracterizar las actividades de los
acopladores de células T.

Usando el enfoque descrito en el Ejemplo 2 anterior para el disefio de proteinas de
unién triespecificas, se generaron cuatro proteinas de union triespecificas (Proteinas de
unién 1, 3, 5y 6). Estas proteinas de unién triespecificas se crearon por injerto sobre una
estructura de proteina de unién triespecifica, los dominios Vu y V. se aislaron de
anticuerpos dirigidos a proteinas humanas distintas: CD3, CD19, CD28, CD38 o Her2. La
proteina de unién 1 se construyé de tal manera que el primer par de polipéptidos (que
formaban dos sitios de unién al antigeno) dirigidos a CD28 y CD3, y el segundo par de
polipéptidos (que formaba el sitio de unioén al antigeno Unico) dirigido a Her2 (Proteina de
unién 1 = Her2 x (CD28 x CD 3)). La proteina de unién 3 se construyd de tal manera que
el primer par de polipéptidos (que formaban dos sitios de union al antigeno) dirigidos a
CD28 y CD3, y el segundo par de polipéptidos (que formaban el sitio de unién al antigeno
Unico) dirigido a CD19 (Proteina de unién 3 = CD19 x (CD28 x CD3)). La proteina de unién
5 se construyé de tal manera que el primer par de polipéptidos (que formaban dos sitios de
unién al antigeno) dirigidos a CD28 y CD3, el segundo par de polipéptidos (que formaban
el sitio de union al antigeno Unico) dirigido a CD38 (Proteina de unién 5 = CD38 x (CD28 x
CD3)). Proteina de unién 6 se construyé de tal manera que el primer par de polipéptidos
(que formaban dos sitios de unién al antigeno) dirigidos a CD28 y CD3, el segundo par de
polipéptidos (que formaban el sitio de unién al antigeno Unico) dirigido a CD38 (Proteina
de unién 6 = CD38 x (CD28 x CD3)).

Ensayos in vitro usando proteinas de union triespecificas gue comprenden anti—Her2

Para probar la capacidad de las proteinas de union triespecificas para dirigir y unir
tres antigenos humanos diferentes, la especificidad de la Proteina de unién 1 para sus

blancos se examino primero mediante ensayo ELISA. La proteina de union 1 era capaz de
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unir las tres proteinas diana—CD3, CD28 y Her2 (FIG. 2)—lo que indica que cada dominio
de unién en el formato triespecifico retuvo su funcion.

Las células ZR-75-1, AU565 (Her2*), ARH-77 (CD19"), MOLP-8, RPMI-8226,
KMS-12_BM, NCI-H929, MM.1.S, MM.1., R OPM-2, KMS-26, y U266 (CD38*) se
marcaron con el colorante de membrana PKH-26 (Sigma) y se usaron como células blanco
en un ensayo de citotoxicidad. Estas lineas de células marcadas se cocultivaron en una
relacibon E: T de 10:1 con células T Pan humanas enriquecidas en presencia de
concentraciones crecientes de un anticuerpo triespecifico, anticuerpo biespecifico o
proteinas de control durante 24 horas. El grado de lisis celular en las células blanco se
determind mediante tincién con un marcador celular vivo/muerto (Life Technologies) y la
medicion del nimero de células muertas en la poblacion de células blanco marcada
mediante la corrida de las muestras en un citémetro de flujo Fortessa (Beckton Dickinson,
San José, CA) seguido de analisis utilizando el software Flowjo (FlowJo v10).

Las lineas de células tumorales Her2 +, CD19 +, CD38 + se tifieron con anticuerpos
conjugados fluorescentemente contra CD3, CD28, CD19, CD38, LAMP1 y/o Her2
(Biolegend). También se incluyé la tincion con los respectivos anticuerpos de control
apareados por isotipo. Las células se obtuvieron luego en el instrumento de Fortessa
(Beckton Dickinson, San José, CA). El analisis de flujo se realizé en FlowJo v10. Los
resultados de muerte mediada de varias proteinas de unidon se muestran en las FIGS. 3A—
5, 9A, 9B, & 11A-16.

Se analiz6 la capacidad de la proteina de unién 1 para inducir la destruccién de
células mediadas por anticuerpos de células tumorales que expresan proteinas HER2 en
su superficie. No sélo la Proteina de union 1 fue capaz de unirse a las tres de sus proteinas
diana, sino que también fue capaz de inducir la destruccidn celular mediada por anticuerpos
de las lineas celulares Her2 + (FIGS. 3A-4). La proteina de unién 1 mostré potentes
actividades de destruccion de células mediadas por anticuerpos, mientras que los

anticuerpos Ab biespecifico anti-CD3/CD28 y anti-Her2 mostraron una actividad de



10

15

20

25

244

destruccién minima (FIGS. 3A, 3B, 4, & 5), lo que demuestra la efectividad del uso del Ab
triespecifico para acoplar células tumorales con células T a través de un antigeno tumoral
(HER?2) y marcadores de células T (CD3 y CD28). Anti—-CD3/CD28 no solo es importante
para el reclutamiento de células T, sino que también proporciona una activacioén de células
T y sefalizacién de supervivencia mas efectivas, lo que mejora potencialmente la eficacia.

Ademads, se llevaron a cabo estudios sobre la activacion y proliferacion in vitro de
células T, asi como la produccion de citoquinas, usando el anticuerpo triespecifico anti—
Her2 x CD28 x CD3 (Proteina de union 1). La Proteina de union 1 y variantes de control
que tienen uno o dos dominios de union inactivados por mutagénesis dirigida al sitio
(ACD28: anti-CD28 inactivado; ACD3: anti—-CD3 inactivado; A(CD3xCD28) ambos anti—
CD3 y anti-CD28 inactivados) se usaron en ensayos de activacion in vitro de PBMC
humanas como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados mostraron que la Proteina de
unién 1 activo las células T CD4 y células T CD8 primarias humanas efectivamente in vitro.
La inactivacion de anti-CD28 redujo la potencia de activacion, lo que indica la importancia
de la via de cosefalizacion anti—-CD28. La inactivacion del sitio de union a anti-CD3 hizo
gue la Proteina de unién 1 tuviera una actividad minima, lo que sugiere que el anti—-CD3
proporciond la sefalizacién de activacion de células T primaria (FIGS. 6A & 6B). Se
obtuvieron resultados similares usando lineas de células T humanas indicadoras de IL2 y
NFAT (Jurkat—IL2 y Jurkat—NFAT) (Figuras 7A-7C).

Ensayos in vitro usando las proteinas de unién triespecificas gue comprenden anti—CD19

La proteina de unién triespecifica anti-CD19 x CD28 x CD3 fue capaz de unir sus
antigenos blanco (FIG. 8), lo que indica que cada dominio de union en el formato
triespecifico retuvo su funcion.

La proteina de unién triespecifica anti-CD19 x CD28 x CD3 también fue capaz de
inducir la destruccion celular mediada por anticuerpo de las células CD19+ (FIGS. 9A-9N).
De modo similar, la proteina de union triespecifica anti-CD19 x CD28 x CD3 exhibid

potente actividad de destruccion contra las células de linfoma humano, mientras que los
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anticuerpos anti-CD3/CD28, anti—-CD19, y control de isotipo mostraron actividades de
destrucciéon minimas, lo que demuestra la efectividad de usar el Ab triespecifico para
acoplar las células tumorales con las células T a través de un antigeno tumoral (CD19) y
los marcadores de células T (CD3 y CD28).

Ensayos in vitro usando las proteinas de union triespecificas gue comprenden anti—CD38

Como se observa con la Proteinas de union 1y 3, la Proteina de union 5 fue capaz
de unir sus tres proteinas diana (CD3, CD28, y CD38), evaluado por el ensayo ELISA (FIG.
10), lo que indica que cada dominio de union en el formato triespecifico retuvo su funcion.

También se hallé que la Proteina de union 5 induce la destruccién celular mediada
por anticuerpo de las células (FIGS. 11A-15D) contra 9 células de mieloma mudltiple
humano con varios niveles de expresion CD38 y CD28 (ver FIGS. 11D, 12D, & 13D). De
modo similar, la proteina de union triespecifica 5 exhibié potente actividad de destruccién
contra las células de mieloma multiple humano, mientras que los anticuerpos anti—-CD38
control de isotipo mostraron actividades de destruccion minimas, lo que demuestra la
efectividad de usar el Ab triespecifico para acoplar las células tumorales con las células T
a través de antigenos tumorales (CD38 y CD28) y los marcadores de células T (CD3 y
CD28). Los anticuerpos de control anti-CD3/CD28 biespecificos también mostraron
actividad de destruccion marginal contra las células CD28+ MM ver FIGS. 11B, 12A-C, &
13A-C).

Estos resultados demuestran que la plataforma de anticuerpo triespecifico descrita
en la presente proporciona la posibilidad de integrar sitios de unién para dos marcadores
tumorales, o0 dos sitios de unién para marcadores de células T, lo que permite la flexibilidad
para disefios cientificos y diversas aplicaciones. La Proteina de union 5 también fue
efectiva contra 5 lineas celulares de linfoma humano CD38 + (FIGS. 14C & 15D), lo que
muestra actividades de destruccion potentes (FIGS. 14A-B & 15A-C).

Se analizé la destruccion celular mediada por anticuerpo contra la linea celular de

mieloma multiple RPMI8226 usando las Proteinas de union 5y 6, y sus ECsgs se calcularon
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y compararon con la de un anticuerpo biespecifico de formato CODV dirigido a CD28 vy
CD3 (FIG. 16 y Tabla B). Las Proteinas de unién 5y 6 difieren solo en el dominio de union
anti-CD28; la Proteina de unién 5 contiene un superagonista anti-CD28, mientras que la
Proteina de union 6 contiene un anti-CD28 convencional. La Proteina de union 5 mostro
una actividad de destrucciébn mas potente.

Tabla B: Valores ECso calculados para las proteinas de union biespecificas vy

triespecificas

ECso (pM)
huCD28 x CD3 IgG4 56,16
Proteina de union 51gG4 0,3787
Proteina de union 6 1gG4 5,709

La actividad de la proteina de union triespecifica anti-CD38 x CD28 x CD3 5y las
variantes de control que tienen uno o dos dominios de union inactivados por mutagénesis
dirigida al sitio (ACD28: anti—-CD28 inactivado; ACD3: anti—~CD3 inactivado; A(CD3xCD28)
ambos anti-CD3 y anti—-CD28 inactivados) se analizaron usando lineas de células T
humanas indicadoras IL2 y NFAT (Jurkat—IL2 y Jurkat—-NFAT) en el ensayo de activacion
in vitro que se describe en el Ejemplo 1. Los resultados mostraron que la Proteina de unién
5 activo los promotores de IL2 y NFAT humanos efectivamente in vitro (FIGS. 17A & 17B).
La inactivacion de anti-CD28 redujo la potencia de activacion, que fue mas prominente
para el indicador IL2, lo que indica la importancia de la via de cosefializacion anti—CD28.
La inactivacién del sitio de unién a anti-CD3 hizo que la Proteina de unién 5 tuviera una
actividad minima, lo que sugiere que el anti-CD3 proporciond la sefializacion de activacion
de células T primaria.

Ejemplo 4: Actividad in vivo de los acopladores de células T

Este ejemplo describe experimentos que caracterizan las propiedades y actividades

in vivo de los acopladores de células T que contienen anti—-Her2 o anti—-CD38.

Ensayos in vivo usando proteinas de union triespecificas gue comprenden anti—Her2
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Se llevé a cabo un estudio de escalado de dosis usando el anticuerpo triespecifico
Her2 x CD28 x CD3 en primates no humanos (FIGS. 18A-18E) como se describe en el
Ejemplo 1. Los tres dominios de unién en la Proteina de unién 1 presentan reaccion
cruzada con CD3/CD28/HER2 de mono. Se disefié un estudio de la toxicidad del escalado
de dosis para evaluar el perfil de toxicidad potencial de la molécula. Se recogieron muestras
de sangre para aislamientos de suero y PBMC. Las poblaciones de células T circulantes
se investigaron después de cada dosificacion (FIGS.18A & 18B), junto con la activacion de
la subpoblacion de células T (CD69 +) (FIGS. 18C & 18D). El porcentaje de células T CD4
y CD8 en circulacion aumentd con un escalado de dosis baja, pero finalmente disminuyo
con un escalado de dosis alta. La activacién de células T CD4 y CD8 significativa fue solo
prominente a dosis de 100 ug/kg, lo que sugiere mas bien una dosis tolerable relativamente
alta. También se midié el nivel sérico de varias citoquinas. La liberacion de citoquinas
significativa solo se observo a la dosis mas alta (100 pg/kg, FIG. 18E).

A continuacién, se examino el efecto del anticuerpo Proteina de unién 1 triespecifica
anti-Her2 x CD28 x CD3 sobre el crecimiento tumoral en modelos de raton humanizados
como se describe en el Ejemplo 1 (FIGS. 19A—20H). Las FIGS. 19A & 19B resumen los
resultados obtenidos usando el modelo de ratones NSG injertados con células madre
hematopoyéticas CD34+ humanas (hu—CD34) inoculados con la linea de cancer de mama
HER2+ humana BT474. Se evidenciaron actividades antitumorales significativas en todos
los grupos de dosis. La actividad antitumoral fue dependiente de la dosis, que es
estadisticamente diferente en comparacion con el grupo de control a 25 ug/kg. No se
observé pérdida significativa de peso corporal en ningln grupo tratado.

También se realizé un 2do estudio in vivo usando un modelo de ratones NSG
reconstituidos con PBMC humano inoculados con la linea de cancer de mama HER2 +
humano BT474 (FIGS. 20A—20H). Se observaron actividades antitumorales significativas
dentro de grupos de dosis altas (100 y 500 ug/kg). Se observo una contraccion tumoral en

el 40% de los ratones en un grupo de 500 pg/kg. La actividad antitumoral fue dependiente
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de la dosis. La actividad antitumoral en los grupos tratados con dosis de 100 y 500 ug/kg
fue significativamente mejor que los grupos tratados con anti-HER2 (0,1 a 10 mg/kg), lo
que indica una actividad antitumoral superior de la Proteina de unién 1. No se observo
pérdida de peso corporal significativa en ningln grupo tratado observado.

Ensayos in vivo usando proteinas de union triespecificas que comprenden anti—-CD38

Se llevé a cabo un estudio de escalado de dosis usando el anticuerpo triespecifico
anti-CD38 x CD28 x CD3 en primates no humanos (Proteina de unién 5) como se describe
en el Ejemplo 1 (FIGS. 21A-21F). Dos de los tres dominios de union de la Proteina de
unién 5 presentan reaccion cruzada con CD3 y CD28 de mono. Se disefié un estudio de la
toxicidad del escalado de dosis para evaluar el perfil de toxicidad potencial de la molécula.
Se recogieron muestras de sangre para aislamientos de suero y PBMC. Las poblaciones
de células T circulantes se investigaron después de cada dosificacién (FIGS. 21A & 21B,
gréficos de barras), junto con la activacion de la subpoblacion de células T (CD69+) (FIGS.
21A & 21B, gréficos de lineas).El porcentaje de células T CD4 y CD8 en circulacion
aumentoé con un escalado de dosis baja, pero finalmente disminuyd con un escalado de
dosis alta. La activacién de células T CD4 y CD8 significativa fue solo prominente a dosis
de 100 pg/kg, lo que sugiere mas bien una dosis tolerable relativamente alta. También se
midié el nivel sérico de varias citoquinas. La liberacion de citoquinas significativa solo se
observo a la dosis mas alta (100 pg/kg, FIGS. 21C-21F).

La actividad in vivo del anticuerpo triespecifico anti-CD38 x CD28 x CD3 se analiz6
a continuacion en ratones humanizados (FIGS. 22A-23D) como se describe en el Ejemplo
1. Las FIGS. 22A—-22C resumieron el resultado de un estudio experimental determinante
de la dosis usando el modelo de raton NSG injertado con células madre hematopoyéticas
CD34+ humanas (hu—CD34) implantado con la linea de células MM humanas RPMI-8226
transducidas con CD38 y PD-L1, tratadas con la Proteina 5 de union a dosis de 5, 50 y

100 ug/kg. La actividad antitumoral significativa solo fue evidente en el grupo tratado con 5
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Ma/kg (FIG. 22A). La infiltracion de células T CD8 se observo en ratones tratados con la
Proteina 5 de union (5 pg/kg) (FIGS. 22B & 22C).

Se realizdé un estudio de seguimiento en el mismo modelo usando la Proteina de
union 5 a una dosis de 0,04-5 pg/kg (FIGS. 23A-23D). Se demostr6 una actividad
antitumoral significativa en todo el grupo tratado con la Proteina de union 5 (FIG. 23B), que
eran estadisticamente diferentes del control al final del estudio (FIG. 23C). No se observo
pérdida de peso corporal significativa en ningun grupo tratado (FIG. 23A). Se observé la
induccién dependiente de la dosis de las citoquinas inflamatorias séricas IFN-y, TNF-a e
IL-2 cuatro horas después de la primera dosis en ratones tratados con concentraciones
indicadas de la Proteina de unién 5 o control PBS (FIG. 23D), lo que indica la activacion
efectiva de células T por la proteina de unién triespecifica 5 in vivo.

Los ratones CD34 + NSG humanizados (n = 3) se inyectaron i.v. con 100 mcg/kg
de Ab tri—especifico (triangulo), Ab bi—especifico (cuadrado) o Ab especifico Unico (circulo).
La activacion de células T CD4+ o CD8+ se midi6 a 0 (preinyeccién), 1, 24 y 72 horas
después de la inyeccion de Ab mediante la determinacion del % de aumento medio de
CD69, % de disminucion de CD62L y/o concentracidon de citoquinas inflamatorias en
plasma en cada uno de los puntos de tiempo de la tecnologia de multiplexacion Luminex
XMAP. Los resultados de activacion de células T de diversos anticuerpos triespecificos se
muestran en las FIGS. 24—-26C.

Se estudio la activacién in vivo sistémica de células T en ratones NSG injertados
con células madre hematopoyéticas CD34+ humanas (hu—CD34) hematopoyéticos
humanos CD34 + (hu—CD34) después de la administracion de la Proteina 5 de unién,
anticuerpo biespecifico anti-CD3/CD28 IgG4 y controles de anticuerpo IgG4 anti—-CD28
(FIG. 24). Se administraron 100 ug/kg de la Proteina de unién 5 y anticuerpos de control
en 3 ratones/grupo. Se recogieron muestras de sangre a preinyeccion, 1 hora, 24 horas y
72 horas después de la administracion. Se aislaron sueros de raton y células T humanas

de sangre, y se preservaron para el analisis de activacién de células T y para la medicion
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del nivel sérico de citoquinas. Las FIGS. 24 & 25 muestran que las células T CD4 y CD8
humanas se activaron 1 hora después de la infusion de anticuerpos, que volvieron a los
valores iniciales a las 72 horas. Las FIGS. 26 A—-26C muestran la elevacion de la liberacion
de IFN-y, TNF—a e IL-2 sérica en los mismos ratones, que se observé 1 hora después de
la infusién y se devolvidé a los valores iniciales 24 horas mas tarde. Estos resultados
demostraron que tanto la Proteina de unién 5 como el anticuerpo biespecifico IgG4 anti—
CD3/CD28 son eficaces en la activacion de células T en el modelo animal dado, lo que los
hace adecuados para el estudio de eficacia in vivo.

Ejemplo 5: Caracterizacion de proteinas de union triespecificas y trivalentes
biespecificos dirigidas a citoquinas

El siguiente ejemplo describe experimentos que caracterizan la estabilidad, las
propiedades de union y las actividades de nuevas proteinas de union triespecificas y
trivalentes biespecificas que se dirigen a citoquinas humanas.

Se disefiaron proteinas de union triespecificas (por ejemplo, que se unen a tres
proteinas diana diferentes, Proteinas de union 9-15), asi como proteinas de unidn
trivalentes biespecificas (por ejemplo, que unen un antigeno bivalente sobre un antigeno
monovalente, Proteinas de unién 16-19) (Tabla C). Con la excepcion de la Proteina de
unién 11 donde se us6 un dominio constante kappa tanto en la CODV-LC como en la LC—-
rama Fab, todas las otras proteinas de unién (9-10y 12-19) se produjeron con un dominio
constante kappa en la CODV-LC y un dominio constante lambda en el Fab—rama-LC.
Como esqueleto Fc se utilizé la secuencia de IgG1. Mientras que el CODV-HC alberga las
mutaciones boton—RF (S354C, T366W, H435R e Y436F), Fab-rama—HC contiene las

mutaciones de ojal (Y349C, T366S, L368A, Y407V).
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Tabla C: resumen de las proteina de union triespecificas/ trivalentes dirigidas a anti—

IL—4/IL-13/TNFa

Anticuerpo Especificidad Constructo Formato
. . (anti—IL4 x anti—IL13) x | (CODV-Fab) x Fab— | Triespecifico
Proteina de unién 9 anti-TNEa IgG1 Fc
Proteina de union (anti—IL13 x anti—-IL4) x | (CODV-Fab) x Fab— | Triespecifico
10 anti-TNFa IgG1 Fc
Proteina de unién (anti—IL13 x anti—-IL4) x | (CODV-Fab) x Fab— | Triespecifico
11 anti-TNFa IgG1 Fc
Proteina de union (anti—IL4 x anti-TNFa) x | (CODV-Fab) x Fab— | Triespecifico
12 anti—IL13 IgG1 Fc
Proteina de unién (anti-TNFa x anti—-IL4) x | (CODV-Fab) x Fab— | Triespecifico
13 anti-IL13 IgG1l Fc
Proteina de union | (anti—IL13 x anti-TNFa) x | (CODV—-Fab) x Fab— | Triespecifico
14 anti—IL4 IgG1 Fc
Proteina de union | (anti-TNFa x anti—IL13) x | (CODV-Fab) x Fab— | Triespecifico
15 anti-IL4 IgG1 Fc
Proteina de union (anti-IL13 x anti—-IL4) x | (CODV-Fab) x Fab— Trivalente
16 anti—IL13 lgG1 Fc biespecifico
Proteina de union (anti—-IL13 x anti—IL4) x | (CODV-Fab) x Fab— Trivalente
17 anti-IL4 IgG1l Fc biespecifico
Proteina de union (anti—IL4 x anti—-IL13) x | (CODV-Fab) x Fab— Trivalente
18 anti—IL13 lgG1 Fc biespecifico
Proteina de union (anti—-IL4 x anti-IL13) x | (CODV-Fab) x Fab— Trivalente
19 anti-IL4 IgG1l Fc biespecifico

Las proteinas de union triespecificas y trivalentes biespecificas se produjeron y purificaron

5 como se describié anteriormente (FIG. 27).

Tabla D: Purificacion SEC de las Proteinas de unién 16-19

MW

Construct Retencidn dA:tura Area Agregacién por (I:VI\IN
onstructo (mL) (an'J)O (MAU*mL) (%) SEC (k?)gj
(kDa)

Proteina

de unién 3,02 64,8 8,1 15 211 11
16

Proteina

de unién 2,99 65,9 8,9 2,1 225 172
17

Proteina

de unidn 3,01 72,9 8,8 0,0 214 171
18

Proteina

de unidn 2,98 73,2 8,8 0,9 228 171
19




10

252

Con el fin de evaluar la estabilidad de las proteinas de unién triespecificas, su punto
de fusién se evalu6é por DSF y se compar6 con la termoestabilidad de los anticuerpos

originales.

Tabla E: resumen de la termoestabilidad por DSF u porcentaje de monémeros de la
cromatografia de exclusion por tamafio preparativa para varias proteinas de union

triespecificas

™m Monomero SEC prep
Constructo (°C) (%)
IL4 70 81 100
IL13 67 78 92,5
TNFa 70 - nd
Proteina de
union 9 63 B 92,2
Prot_glna de 62 B 85.7
unién 10
Proteina de
union 11 63 70 65,7
Prot_glna de 59 20 87.3
unioén 12
Proteina de 59 70 94,5
union 13
Prot_glna de 56 69 92.4
union 14
Proteina de
union 15 58 66 92,2
IL13 x IL4 63 75 88,0
IL4 x IL13 64 — nd

nd = no determinado

Para evaluar la afinidad de union de cada dominio de union de anticuerpo Unico
dentro del formato triespecifico, se realizé el analisis de SPR para cada antigeno Unico
como se describié anteriormente. Los resultados se compararon con las afinidades de los

anticuerpos originales (Tablas F, G y H).
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Tabla F: resumen de resultados de resonancia de plasmén superficial para IL-4 para

varias proteinas de unién triespecificas
Ka Kd KD .
[1/M*s] [1/s] [M] Rmax Chin2
IL4 8,70E+07 1,57E-04 1,81E-12 24 0,24
IL13
TNFa
Proteina
de unién 9
Proteina
de unién 1,88E+07 8,41E-05 4,47E-12 23 0,763
10
Proteina
de unién 5,92E+07 2,39E-04 4,04E-12 20 0,198
11
Proteina
de unién 6,02E+07 2,39E-04 3,97E-12 35 0,406
12
Proteina
de unién 3,57E+07 1,81E-04 5,07E-12 30 0,257
13
Proteina
de unién 8,96E+07 1,52E-04 1,69E-12 33 0,254
14
Proteina
de unién 7,35E+07 1,23E-04 1,67E-12 31 0,547
15

Constructo

7,86E+07 3,80E-04 4,83E-12 26 0,309

Tabla G: resumen de resultados de resonancia de plasmdn superficial para IL-13

ara varias proteinas de union triespecificas

Ka Kd KD .
Constructo [1/M*s] [1/s] IM] Rmax Chin2
IL4
IL13 2,44E+05 2,50E-05 1,03E-10 33 0,938
TNFa
dzrgrtﬁg:]ag 6,25E+05 9,27E-06 1,48E-11 22 0,176
Proteina
de unién 7,16E+05 3,76E-05 5,25E-11 25 0,145
10
Proteina
de unién 2,95E+05 4,28E-05 1,45E-10 16 0,372
11
Proteina
de unién 4,17E+05 5,06E-05 1,21E-10 28 0,338
12
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Proteina
de unién 6,15E+05 7,58E-05 1,23E-10 23 0,186
13
Proteina
de unién 6,93E+05 1,19E-04 1,72E-10 22 0,232
14
Proteina
de unién 2,50E+05 5,61E-05 2,24E-10 30 0,631

15

Tabla H: resumen de resultados de resonancia de plasmén superficial para TNFa

ara varias proteinas de union triespecificas
Ka Kd KD

Constructo [1/M*s] [1/s] IM] Rmax Chin2
IL4

IL13
TNFa 1,78E+05 1,64E-04 9,22E-10 33 0,745
Proteina
de unién 9 1,32E+05 3,20E-04 2,42E-9 23 0,213
Proteina
de unién 1,40E+05 2,90E-04 2,07E-9 27 0,241
10
Proteina
de unién 3,36E+05 1,82E-04 5,41E-10 28 0,539
11
Proteina
de unién 4, 49E+05 1,80E-04 4,00E-10 28 0,647
12
Proteina
de unién 5,84E+05 1,96E-04 3,35E-10 27 0,529
13
Proteina
de unién 5,29E+05 1,86E-04 3,52E-10 25 0,485
14
Proteina
de unién 5,59E+05 1,84E-04 3,28E-10 27 0,409
15

Con el fin de evaluar la actividad de neutralizacion de las proteinas de unién
triespecificas, se llevd a cabo un ensayo celular usando diferentes kits de HEK Blue
(Invivogen). Las citoquinas se preincubaron con diferentes concentraciones de anticuerpos
anti—citoquina durante 30 minutos a temperatura ambiente en una placa de 96 pocillos. Los
controles incluyeron el uso solo de citoquina o solo del anticuerpo. Se afiadieron 50.000

células HEK Blue (células HEK Blue TNFa/IL1R (InvivoGen, Cat. # Hkb—tnfill; células HEK
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Blue STAT-6 (InvivoGen, Cat. # Hkb.stat6) a la mezcla de citoquinas/anticuerpos y se
incubaron durante 23 horas a 37°C, CO. 5% en un incubador. Se afadié Reactivo
QuantiBlue a cada pocillo de cultivo y se incubd durante 2 horas a 37°C. La OD se midi6 a
620 nm y se calculd la IC50 usando BioStat Speed 2.0 Los resultados del ensayo celular
indicador HEK Blue de diversos anticuerpos triespecificos se muestran en las Tablas | y M.
A continuacion, se calcularon los valores de ICsp para las Proteinas de union 9-15
y se compararon contra los anticuerpos originales individuales (Tabla I).
Tabla I: resumen de ensayos indicadores HEK Blue (datos ICsp) para varias proteinas

de union triespecificas

”_13 |C50 TNFq ICSO
Constructo | IL4 ICso (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
2,14E+00
IL4 1,85E+00 - -
1,82E+01
1,10E+02
IL13 — 8,83E+01 -
1,42E+01
3,63E+00
TNFa _ - 5,78E+00
2,41E+00
Prote_zlna de 4,51E+00 1,77E+02 3,95E+01
union 9
Prot_glna de 5 93E+00 4,68E+02 4,76E+01
union 10
Prot_qlna de 6,96E+00 4,89E+02 2,65E+01
union 11
Proteina de
e 5,03E+00 1,83E+02 2,17+01
Prot_qlna de 1,38E+01 7 54E+01 2,26E+01
union 13
Prot_glna de 1,02E+01 1,20E+02 6,26E+00
union 14
Prot_qlna de 1,30E+01 1,07E+02 2,38E+01
union 15

La termoestabilidad de las proteinas de union trivalentes biespecificas por

fluorometria de barrido diferencial (DSF; Tabla J).
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trivalentes
Tm1l Tm2
Constructo o o
) (W)
IL4 70 81
IL13 67 78
Proteina de
unioén 16 63 B
Proteina de
union 17 63 B
Proteina de
unioén 18 65 B
Proteina de
union 19 55 B

Tabla J: Resumen de la termoestabilidad por DSF para varias proteinas de union

Se midié la afinidad de union y el nUmero de proteinas diana unidas por cada una

(Tablas Ky L).

varias proteinas de unidn trivalentes

de las proteinas de unién trivalente biespecificas para IL-4 humana (Tabla K) e 1L-13

Tabla K: resumen de resultados de resonancia de plasmon superficial para IL-4 para

Constructo Cagtlj”a Analito (l/KI\?S) (52) REQS)X FME; Chi2 ulﬂ:i)(?o N?I__.sde
unidas
IL4 116 IL4 R U 181 020 | 15 1
PL?]ti%ige‘lge 218 IL4 A Y 20 2% | oarz 17 1
Proteina de 218 IL4 Sa 2 a3 20 | oz 35 2
Proteina de 215 IL4 o I 292 | o408 18 1
Proteina de 226 IL4 A L Y I 205 | oa4ss | 3a 2

ara varias proteinas de unién trivalentes

Tabla L: resumen de resultados de resonancia de plasmon superficial para IL-13

Constructo Cagtljlra Analito (17!\?5) (52) F\EQS)X E(MD) Chi2 kDa unido ’:il_.i(sjd:
IL13 201 IL13 S| | e T L 14 1
Proteina de 226 IL13 A A - 23 | 0132 26 2
Proteina de 235 IL13 o 15 20 | oazs 1 1
Proteina de 231 IL13 20| 2 s 253 | oaes 28 2
PL()r]ti%i rr:al ge 282 IL13 El+%16 S'_%15 18 Ez’_olol 0,265 14 1
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Finalmente, los valores de ICso se calcularon para las Proteinas de union 16—-19
(Tabla M).
Tabla M: resumen de los ensayos indicadoras HEK Blue (datos ICso) para varias

roteina de unién trivalentes

IL13 ICso
Constructo | IL4 ICso (ng/mL) (ng/mL)
IL4 6,07E+00 -
IL13 - 1,12E+03
Proteina de 1,30E+01 1,24E+03
unién 16
Proteina de 8,62E+00 9,30E+03
union 17
Proteina de 1,46E+01 1,10E+03
unién 18
Proteina de
unién 19 > 73E+00 O

Ejemplo 6: Optimizacién del formato de la proteina de unidn triespecifica

Un problema con muchos formatos de proteinas de unién heterodiméricas
existentes (por ejemplo, anticuerpos biespecificos y sus variantes) es que puede ser dificil
purificar solo las especies heterodiméricas deseadas sin incluir también especies
homodiméricas. De este modo, un proceso para la purificacion eficiente de la proteina de
unién heterodimérica deseada es de gran interés, por ejemplo, para la produccién a escala
industrial.

Como se describe en la presente, las proteinas de unién de la presente descripcion
pueden incluir varias caracteristicas opcionales, que incluyen, sin limitacién, mutaciones
de boton y ojal (por ejemplo, para promover la formacidén apropiada de heterodimeros) y
mutaciones para mejorar la purificacion. Ademas, estas proteinas de union incluyen dos
cadenas ligeras, que llevan a a cuatro configuraciones potenciales: dos cadenas ligeras
kappa, dos cadenas ligeras lambda, una cadena ligera kappa en la rama con dominios

variables duales (la "rama CODV") y una cadena ligera lambda en la rama de anticuerpo
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tradicional (la “rama Fab”) y una cadena ligera lambda en la rama CODV y una cadena
ligera kappa en la rama Fab.

Por lo tanto, se llevaron a cabo experimentos para identificar un procedimiento que
permite una purificacion eficiente de la proteina de unién deseada de interés. También se
analizaron las variantes de las proteinas de union para determinar su eficiencia de
purificacion.

La FIG. 28A muestra un diagrama de un ejemplo de proteina de unién de la
presente descripcidn, que indica variaciones que llevan a configuraciones unicas. Estos
experimentos probaron el efecto de la colocacion de cadenas ligeras kappa y lambda (por
ejemplo, dos kappa, dos lambda, kappa en la rama CODV y lambda en la rama Fab, y
lambda en la rama CODV y kappa en la rama Fab) , mutaciones de botén y ojal (por
ejemplo, mutaciones de botén en la rama CODV y las mutaciones de ojal en la rama Fab,
0 mutaciones de ojal en la rama CODV y mutaciones de botén en la rama Fab), y
mutaciones H435R/Y436F (“mutaciones RF” por ejemplo, mutaciones RF en larama CODV
o Fab, o sin mutaciones RF). Se analiz6 un total de 18 variantes diferentes, como se
muestra en la FIG. 28B. Para estos experimentos, la rama CODV tenia sitios de union al
antigeno especificos para TNFa (es decir, secuencias de VH y VL de las SEQ ID NOs:168
y 169, respectivamente) e I1L4 (es decir, secuencias de VH y VL de las SEQ ID NOs:170 y
171, respectivamente), mientras que la rama Fab tenia un sitio de unién al antigeno
especifico para IL13 (es decir, secuencias VH y VL de SEQ ID NO: 172 y 173,
respectivamente). Se utilizaron S354C y T366W para las mutaciones de botén y se usaron
Y349C, T366S, L368A e Y407V para las mutaciones de ojal.

Se ensayaron varias etapas de procesamiento para determinar la capacidad de
controlar el apareamiento correcto de las ramas CODV y Fab (por ejemplo, en oposicion a
los homodimeros CODV o Fab), asi como el apareamiento cadena pesada—cadena ligera
correcto (por ejemplo, en oposicidn al apareamiento entre la cadena ligera de la rama Fab

y la cadena pesada de larama CODV, o entre la cadena pesada de larama Fab y la cadena
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ligera de la rama CODV). Se encontr6 que la cromatografia de exclusion de tamafio
analitica (SEC) era ineficaz para distinguir el apareamiento correcto de cadena pesada y
cadena ligera; se encontré que las proteinas de unién con cadena ligera de la rama Fab
mal apareada con la cadena pesada de CODV y las proteinas de union homodiméricas con
dos ramas Fab coeluyen con las proteinas de union triespecificas deseadas. Sin embargo,
se encontré que la cromatografia de interaccién hidrofébica analitica (HIC) resuelve las
proteinas de unidn triespecificas deseadas de las proteinas de unién con la cadena ligera
de la rama Fab mal apareada con la cadena pesada CODV y las proteinas de union
homodiméricas con dos ramas Fab (FIG. 29).

Las 18 configuraciones de proteinas de uniébn mostradas en la FIG. 28B se
purificaron mediante cromatografia de afinidad de Proteina A, después purificacién
KappaSelect (GE Healthcare). Las especies se controlaron mediante cromatografia HIC.
Una configuracién de proteina de unidn se purificé eficientemente sin inclusion de especies
mal apareadas: cadena ligera lambda para la rama CODV, cadena ligera kappa para la
rama Fab, mutaciones Boton en la rama CODV, mutaciones de boton en la rama CODV,
mutaciones de ojal en la rama Fab, y mutaciones RF en la rama Fab. La cromatografia HIC
(FIG. 30A), SDS-PAGE (FIG. 30B), y el analisis de masa intacta demostraron que se
purificé una Unica especie correspondiente a la proteina de union triespecifica deseada.

Estos resultados identifican una configuracion de proteina de unién que permite una
purificacién mas eficiente de las proteinas de union de interés lejos de las especies mala
apareadas. Ademas, se demostrd que el proceso de purificacion de la Proteina A seguido
de las etapas de purificacion de KappaSelect proporciona una separacion efectiva de las
proteinas de union de interés lejos de las especies mal apareadas.

Si bien la descripcion incluye varias realizaciones, se entiende que a los expertos
en la técnica se les ocurriran variaciones y modificaciones. Por lo tanto, se considera que

las reivindicaciones adjuntas cubren todas las variaciones equivalentes que entren dentro
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del alcance de la descripcion. Ademas, los titulos de seccién usados en la presente son
solo a fines de organizacion y no se deben ser interpretar como limitantes del tema descrito.
Cada realizacion descrita en la presente se puede combinar con cualquier otra
realizacion o realizaciones a menos que se indique claramente lo contrario. En particular,
cualquier caracteristica o realizacion indicada como preferida o ventajosa se puede
combinar con cualquier otra caracteristica o caracteristicas o realizacion o realizaciones
indicadas como preferidas o ventajosas, a menos que se indique claramente lo contrario.
Todas las referencias citadas en esta solicitud se incorporan expresamente en la

presente como referencia.
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SECUENCIAS

Tabla 1: SEQ ID NOs de cadena pesada y ligera para las proteinas de unién 1-21y

los antigenos blanco alos que se dirigen las proteinas de union.

Proteina de union N.° SEQ ID NOs incluidas Dirigidas a:

1 1,234 Her2 x (CD28 x CD3)
2 1,2,9 10 Her2 x (CD28 x CD3)
3 13,14, 3,4 CD19 x (CD28 x CD3)
4 13, 14,9, 10 CD19 x (CD28 x CD3)
5 17,18, 3,4 CD38 x (CD28 x CD3)
6 17,18, 9, 10 CD38 x (CD28 x CD3)
7 21,22, 3,4 LAMP1 x (CD28 x CD3)
8 21,22,9,10 LAMP1 x (CD28 x CD3)
9 60, 61, 62, 63 TNFa x (IL4 x IL13)
10 60, 61, 68, 69 TNFa x (IL13 x 1L4)
11 60, 71, 68, 69 TNFa x (IL13 x 1L4)
12 73,74,75,76 IL13 x (IL4 x TNFa)
13 73,74, 81, 82 IL13 x (TNFa x IL4)
14 85, 86, 87, 88 IL4 x (IL13 x TNFa)
15 85, 86, 93, 94 IL4 x (TNFa x IL13)
16 73, 74, 68, 69 IL13 x (IL13 x IL4)

17 85, 86, 68, 69 IL4 x (IL13 x IL4)

18 73,74, 62, 63 IL13 x (IL4 x IL13)

19 85, 86, 62, 63 IL4 x (IL4 x IL13)

20 114, 115, 3, 4 CD20 x (CD28 x CD3)
21 114, 115, 9, 10 CD20 x (CD28 x CD3)

5 Table 2: Secuencias de cadena pesada Yy

ligera de proteinas de unidn

especificamente dirigidas a Her2, CD3, CD28, CD19 y/o CD20. Las secuencias CDR

estan en negrita e itélica.

Secuencias de aminoécidos de proteina de unién 1

H_Botdén) | pepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglislssvvtvpssslgtktitcnvd

Cadena Anti—Her2—-H_Botoén: SEQIDNO: 1
pesada A | Evglvesggglvgpggsliriscaasgfnikdtiihwvrgapgkglewva
(Anti— riiptngitriadsvkgrftisadtskntailgmnslraedtaviicsrwggd
Her2— gfiamdiwgqgtlvtvssastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdif
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hkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrt
pevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpreegfnstirvvsv
Itvihgdwingkeikckvsnkglpssiektiskakgqprepgvitippcge
emtknqvslwclvkgfipsdiavewesnggpennikttppvlidsdgsffli
skltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslisisigk

Cadena Anti—-Her2-L: SEQ ID NO: 2

ligera A Digmtgspsslsasvgdrvtitcrasqdvntavawiggkpgkapklliis

(Anti— asflisgvpsrfsgsrsgtdftltissiqpedfatiicqghittpptfgqgtkvei

Her2—L) krtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvclinnfipreakvgwkvdnalgsg
nsgesvteqdskdstisisstltiskadiekhkviacevtqglsspvtksfnr
gec

Cadena Anti-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 3

pesada B | Qvglvgsgaevvkpgasvkvsckasgitftsiiihwvrgapggglewig

(Anti— siipgnvntniagkfqgratltvdtsistaimelsrlrsddtaviictrshigl

CD28 x| dwnfdvwgkgttvtvsssqvglvesgggvvgpgrsiriscaasgftftk

Anti— awmhwvrgapgkqglewvagikdksnsiatiiadsvkgrftisrddsknt

CD3- lilgmnslraedtaviicrgviialspfdiwgqggtivtvssrtastkgpsvfpl

H_Ojal) apcsrstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssgli
slssvvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapef
lggpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvev
hnaktkpreegfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiekti
skakgqprepgvctlppsqgeemtkngvsiscavkgfipsdiavewesn
ggpennikttppvidsdgsfflvskitvdksrwgegnvfscsvmhealhn
hitgkslslslgk

Cadena Anti—CD3 x Anti—-CD28-L.: SEQ ID NO: 4

ligera B Divmtqtplslsvtpggpasisckssgslvhnnantilswilgkpgqgsp

(Anti— gsliikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgviicgqgtqipftf

CD3 X | gsgtkveikggpkaapdigmtgspsslsasvgdrvtitcgasgniivwli

Anti— nwiggkpgkapklliikasnlhtgvpsrfsgsgsgtdftltissigpediatiic

CD28-L) | qqgqtipitfgqgtkleiktkgpsrtvaapsvfifppsdeglksgtasvvcll
nnfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstisisstltiskadie
khkviacevtgglsspvtksfnrgec

Secuencias de nucledtidos de proteina de unién 1

Cadena Anti—Her2—-H_Botoén: SEQ ID NO: 5

pesada A | gaagtgcagctggtggaatctggcggcggactggtgcagcctggegga

(Anti— tctctgagactgagcetgtgeccgecagceggcttcaacatcaaggacacct

Her2— acatccactgggtgcgccaggcccctggcaagggactggaatgggtg

H_Boton:) | gccagaatctaccccaccaacggctacaccagatacgccgacagcegt

gaagggccggttcaccatcagcgccgacaccagcaagaacaccgcc
tacctgcagatgaacagcctgcgggcecgaggacaccgcecgtgtactac
tgtagtagatggggaggcgacggcttctacgccatggactattggggcc
agggcaccctcgtgaccgtgtctagtgcgtcgaccaagggceccatcggt
gttccctetggecccttgcagcagaagcaccagcgaatctacagecgec
ctgggctgectcgtgaaggactactttcccgageccgtgaccgtgtectg
gaactctggcgctctgacaagcggcgtgcacacctttccagecgtgcetee
agagcagcggcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgeccagea
gcagcctgggcaccaagacctacacctgtaacgtggaccacaagcce
agcaacaccaaggtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctcc
ctgccctecttgcccagceccctgaatttctgggeggacccteegtgttectg
ttccccccaaagcccaaggacaccctgatgatcagecggacceccga

agtgacctgcgtggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcag
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ttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaag
cccagagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgtcegtgetg

accgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaa
ggtgtccaacaagggcctgcccagetccatcgagaaaaccatcagea

aggccaagggccagccccgcgagcctcaagtgtataccetgecccctt

gccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtcectgtggtgtetcgtga

aaggcttctaccccagcgacattgccgtggaatgggagagcaacggcc
agcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagegac
ggctcattcttcctgtactccaagctgaccgtggacaagagecggtggea
ggaaggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacgaggccctgcacaa

ccactacacccagaagtccctgtctctgtccctgggcaag

Cadena
ligera A
(Anti—
Her2—L:)

Anti—Her2—L:
gacatccagatgacccagagccccagcagcctgtctgccagegtggg
cgacagagtgaccatcacctgtagagccagccaggacgtgaacaccg
ccgtggcctggtatcagcagaagcectggcaaggeccccaagcetgctga
tctacagcgccagcttcctgtacagcggcegtgcccagcagattcagegg
aagcagaagcggcaccgacttcaccctgaccatcagctccctgcagcec
cgaggacttcgccacctactactgccagcagcactacaccacccccce
cacatttggccagggcaccaaggtggaaatcaagcgtacggtggecg
ctcccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggce
acagcctctgtcgtgtgcctgctgaacaacttctacccccgecgaggcecaa
agtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagcecag
gaaagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctga
gcagcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggt
gtacgcctgcgaagtgacccaccagggcectgtctagcceccgtgaccaa

gagcttcaaccggggcgagtgt

SEQ ID NO: 6

Cadena
pesada B
(Anti—
CD28 «x
Anti—
CD3-
H_Ojal:)

Anti—-CD28 x Anti—CD3-H_Ojal:
caggtgcagctggtgcagtctggcgecgaggtcgtgaaacctggegect
ctgtgaaggtgtcctgcaaggccagceggctacacctttaccagctactac
atccactgggtgcgccaggcccctggacagggactggaatggatcgge
agcatctaccccggcaacgtgaacaccaactacgcccagaagttcca
gggcagagccaccctgaccgtggacaccagcatcagcaccgectaca
tggaactgagccggctgagaagcgacgacaccgccgtgtactactgca
cccggtcccactacggectggattggaacttcgacgtgtggggcaaggg
caccaccgtgacagtgtctagcagccaggtgcagctggtggaatctgge
ggcggagtggtgcagcctggcagaagcctgagactgagetgtgeege
cagcggcttcaccttcaccaaggcectggatgcactgggtgcgecagge
ccctggaaagcagctggaatgggtggeccagatcaaggacaagage
aacagctacgccacctactacgccgacagcgtgaagggccggttcac
catcagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaaca
gcctgcgggecgaggacaccgecgtgtactactgtcggggegtgtacta
tgccctgagccccttcgattactggggccagggaaccctcgtgaccgtgt
ctagtcggaccgccagcacaaagggcccatcggtgttcectetggecce
ttgcagcagaagcaccagcgaatctacagccgccctgggetgectegt
gaaggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggegctc
tgacaagcggcgtgcacacctttccagccgtgctccagagcageggec
tgtactctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagectgggeac
caagacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaag
gtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctccctgecctecttgec
cagcccctgaatttctgggcggaccctcegtgttcctgttccccccaaage

SEQ ID NO: 7
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ccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtg
gtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgt
ggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagagga
acagttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgeac
caggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaa
gggcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggc
cagccccgcgagcectcaagtgtgtaccctgececcctagccaggaagag
atgaccaagaaccaggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctace
ccagcgacattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaa
caactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattctte
ctggtgtccaagcetgaccgtggacaagagecggtggcaggaaggcaa
cgtgttcagctgctcegtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacace
cagaagtccctgtctctgtccctgggcaag

Cadena
ligera B
(Anti—
CD3 X
Anti—
CD28-L:)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L.:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagectgagegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagecagagcctggtgcacaa
caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggecaga
gcccccagtcectgatctacaaggtgtccaacagattcageggegtgec
cgacagattctccggcageggctctggcaccgacttcaccctgaagatc
agccgggtggaagccgaggacgtgggegtgtactattgtggccaggge
acccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaag
ggccagcccaaggcecgeccccgacatccagatgacccagageccca
gcagcctgtctgccagegtgggcgacagagtgaccatcacctgtcagg
ccagccagaacatctacgtgtggctgaactggtatcagcagaagcccg
gcaaggcccccaagctgctgatctacaaggccagcaacctgcacace
ggcgtgcccagcagattttctggcagcggctccggcaccgacttcaccect
gacaatcagctccctgcagcccgaggacattgccacctactactgccag
cagggccagacctacccctacacctttggccagggcaccaagctgga
aatcaagaccaagggccccagccgtacggtggccgctcccagegtgtt
catcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcacagcectetgte
gtgtgcctgctgaacaacttctacccccgecgaggecaaagtgcagtgga
aggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaagegtga
ccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcageaccct
gacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcectge
gaagtgacccaccagggcctgtctagccececgtgaccaagagcttcaac
cggggcgagtgt

SEQ ID NO: 8

Secuencias de aminoacidos de la proteina de union 2

Cadena
pesada A
(Anti—
Her2—
H_Boton)

Anti-Her2—-H_Boton:
Evglvesggglvgpggslriscaasgfnikdtiihwvrgapgkglewva
riiptngitriadsvkgrftisadtskntailgmnslraedtaviicsrwggd
gfiamdiwgqgtlvtvssastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdif
pepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisissvvtvpssslgtktitcnvd
hkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrt
pevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpreeqgfnstirvvsv
Itvihgdwingkeikckvsnkglpssiektiskakggprepqvitlppcge
emtkngvslwclvkgfipsdiavewesnggpennikttppvidsdgsffli
skltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslslsigk

SEQ ID NO: 1

Cadena
ligera A

Anti—Her2—-L:
Digmtgspsslsasvgdrvtitcrasqdvntavawiqgkpgkapklliis
asflisgvpsrfsgsrsgtdftltissigpedfatiicqghittpptfgqgtkvei

SEQ ID NO: 2
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(Anti— krtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvclinnfipreakvgwkvdnalgsg

Her2—L) nsgesvteqdskdstislisstltiskadiekhkviacevtqglsspvtksfnr
gec

Cadena Anti—-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 9

pesada B | Qvqglgesgpglvkpsqtlsltctvsgfsisdigvhwvrgppgkglewlgvi

(Anti— wagggtninpslksrktiskdtskngvslklssvtaadtaviicardkgisiii

CD28 x | smdiwgqgttvtvsssqvglvesgggvvagpgrsiriscaasgftftkaw

Anti— mhwvrgapgkglewvagikdksnsiatiiadsvkgrftisrddskntlilg

CD3- mnslraedtaviicrgviialspfdiwgqgtlvtvssrtastkgpsviplapc

H_Ojal) srstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglislss
vvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflgg
psvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhn
aktkpreeqfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektisk
akggprepgvctlppsgeemtknqvslscavkgfipsdiavewesngq
pennikttppvldsdgsfflvskltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhit
gkslslslgk

Cadena Anti—-CD3 x Anti—CD28—L: SEQ ID NO: 10

ligera B Divmtqtplslsvtpggpasisckssgslvhnnantilswilgkpggspqgs

(Anti-CD3 | liikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgviicgqgtqipftfgsg

X Anti— | tkveikggpkaapdivitgspaslavspggratitcrasesveiivisimqg

CD28-L) | wiqgkpggppkllifaasnvesgvparfsgsgsgtdftitinpveandva
niicqgsrkvpitfgggtkleiktkgpsrtvaapsvfifppsdeqlksgtasv
vclinnfipreakvgwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstislsstltiska
diekhkviacevtqglsspvtksfnrgec

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 2

Cadena Anti-Her2—H_Boton: SEQ ID NO: 5

pesada A | gaagtgcagctggtggaatctggcggcggactggtgcagcectggecgga

(Anti— tctctgagactgagctgtgccgccagceggcttcaacatcaaggacacct

Her2— acatccactgggtgcgccaggcccctggcaagggactggaatgggtgg

H_Botén:) | ccagaatctaccccaccaacggctacaccagatacgccgacagcegtg

aagggccggttcaccatcagcgccgacaccagcaagaacaccgcecta
cctgcagatgaacagcctgcgggecgaggacaccgccgtgtactactg
tagtagatggggaggcgacggcttctacgccatggactattggggecag
ggcaccctcgtgaccgtgtctagtgcgtcgaccaagggceccatcggtgtt
ccctetggecccttgcagcagaagcaccagcgaatctacagecgecct
gggctgcctcgtgaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtectgga
actctggcgctctgacaagcggcgtgcacacctttccagecgtgctccag
agcagcggcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgcccageage
agcctgggcaccaagacctacacctgtaacgtggaccacaageccag
caacaccaaggtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctecctg
ccctecttgeccagceccctgaatttctgggceggacccteegtgttectgttee
ccccaaagcccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagty
acctgcgtggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttca
attggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagccc
agagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgacc
gtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggt
gtccaacaagggcctgcccagcetccatcgagaaaaccatcagcaagg
ccaagggccagccccgcgagcctcaagtgtataccctgeccccttgeca
ggaagagatgaccaagaaccaggtgtccctgtggtgtctcgtgaaagg
cttctaccccagcgacattgccgtggaatgggagagcaacggecagcec
cgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggct
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cattcttcctgtactccaagctgaccgtggacaagagcecggtggcagga
aggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacgaggecctgcacaaccac
tacacccagaagtccctgtctctgtcecctgggcaag

Cadena
ligera A
(Anti—
Her2—-L:)

Anti—Her2—-L:
gacatccagatgacccagagccccagcagcctgtctgccagegtgggce
gacagagtgaccatcacctgtagagccagccaggacgtgaacaccgc
cgtggcctggtatcagcagaagcctggcaaggcccccaagctgcetgat
ctacagcgccagcttcctgtacagcggcegtgcccagcagattcagcgga
agcagaagcggcaccgacttcaccctgaccatcagctccctgcagcecc
gaggacttcgccacctactactgccagcagcactacaccaccccccce
acatttggccagggcaccaaggtggaaatcaagcgtacggtggecgct
cccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcea
cagcctctgtcgtgtgcctgctgaacaacttctacccccgcgaggecaaa
gtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccagg
aaagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgag
cagcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgt
acgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaaga

gcttcaaccggggcgagtgt

SEQ ID NO: 6

Cadena
pesada B
(Anti—
CD28 «x
Anti—
CD3-
H_Ojal)

Anti—-CD28 x Anti—CD3 _Ojal:
caggtgcagctgcaggaatctggccctggectcgtgaagectagecag
accctgagcctgacctgtaccgtgtccggcttcagectgagegactacgg
cgtgcactgggtgcgccagccacctggaaaaggcectggaatggetggg
cgtgatctgggctggcggaggceaccaactacaaccccagcctgaagtce
cagaaagaccatcagcaaggacaccagcaagaaccaggtgtccctg
aagctgagcagcgtgacagccgccgataccgecgtgtactactgegec
agagacaagggctacagctactactacagcatggactactggggccag
ggcaccaccgtgaccgtgtcatcctctcaggtgcagetggtggaatctgg
cggcggagtggtgcagcctggcagaagcectgagactgagctgtgeecge
cagcggcttcaccttcaccaaggcectggatgcactgggtgcgecaggec
cctggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagcea
acagctacgccacctactacgccgacagcegtgaagggecggttcacca
tcagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacagce
ctgcgggcecgaggacaccgccgtgtactactgtcggggcgtgtactatg
ccctgagcecccttcgattactggggccagggaaccctegtgaccgtgtet
agtcggaccgcttcgaccaagggcccatcggtgttccctetggecccttg
cagcagaagcaccagcgaatctacagccgecctgggctgectcgtgaa
ggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggegctetgac
aagcggcgtgcacacctttccagccgtgctccagagcageggcctgtac
tctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagcectgggeaccaag
acctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtgga
caagcgggtggaatctaagtacggccctcectgccctecttgcccagec
cctgaatttctgggcggaccctcegtgttectgttccccccaaageccaag
gacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtg
gatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtggacg
gcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtt
caacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggac
tggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcct
gcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggecagcece
cgcgagcctcaagtgtgtaccctgceccecctagccaggaagagatgacc
aagaaccaggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctaccccageg

SEQ ID NO: 11
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acattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactac
aagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcetggtgte

caagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgtgttca
gctgctcegtgatgcacgaggecctgcacaaccactacacccagaagt

ccetgtctctgtccctgggcaag

Cadena Anti—-CD3 x Anti—CD28—L: SEQ ID NO: 12
ligera B gacatcgtgatgacccagacccccctgagcctgagcgtgacacctgga
(Anti— cagcctgccagcatcagctgcaagagcagcecagagcectggtgcacaa
CD3 X | caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggecagag
Anti— cccccagtecctgatctacaaggtgtccaacagattcagcggcegtgecc
CD28-L:) | gacagattctccggcagceggctctggcaccgacttcaccctgaagatca
gccgggtggaagecgaggacgtgggcegtgtactattgtggccagggcea
cccagtaccccttcaccttiggcagcggcaccaaggtggaaatcaagg
gccagcccaaggccgceccccgacatcgtgctgacacagagcecctgct
agcctggcecgtgtctcctggacagagggccaccatcacctgtagageca
gcgagagcgtggaatattacgtgaccagcctgatgcagtggtatcagca
gaagcccggccagccccccaagctgctgattttcgccgccagcaacgt
ggaaagcggcgtgccagccagattttccggcageggctctggcaccga
cttcaccctgaccatcaaccccgtggaagccaacgacgtggccaacta
ctactgccagcagagccggaaggtgccctacacctttggccagggcac
caagctggaaatcaagaccaagggccccagccgtacggtggcecgctc
ccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggeac
agcctctgtcgtgtgcectgctgaacaacttctacccccgcgaggcecaaag
tgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccagga
aagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagc
agcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgta
cgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaagag
cttcaaccggggcgagtgt
Secuencias de aminoéacidos de la proteina de unién 3
Cadena Anti—-CD19(B34)-H_Boton: SEQ ID NO: 13
pesada A | Qvglvgsgaevkkpgssvkvsckasgiafssiwmnwvrgapgqgle
(Anti— wigqgiwpgdgdtningkfkgratltadeststaimelssirsedtaviicarr
CD19(B3 | etttvgriiiamdiwgqgttvtvssastkgpsviplapcsrstsestaalgclv
4)— kdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisissvvtvpssslgtktitc
H_Botdn) | nvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimi
srtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpreegfnstirvv
svitvihgdwIngkeikckvsnkglpssiektiskakggprepgvitlppcq
eemtkngvslwclvkgfipsdiavewesngqpennikttppvldsdgsff
liskltvdksrwgegnviscsvmhealhnhitgkslslsigk
Cadena Anti-CD19(B34)-L: SEQ ID NO: 14
ligera A Divitgspaslavspggratitckasqsvdidgdsilnwiggkpggppkillii
(Anti— dasnlvsgvparfsgsgsgtdftitinpveandtaniicqgstedpwtfgq
CD19(B3 | gtkleikrtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvclinnfipreakvgqwkvdn
4)—-L) algsgnsgesvtegdskdstisisstltiskadiekhkviacevtqglsspvt
ksfnrgec
Cadena Anti-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 3
pesada B | Qvglvgsgaevvkpgasvkvsckasgitftsiiihwvrgapggglewig
(Anti— siipgnvntniagkfqgratltvdtsistaimelsrlrsddtaviictrshigld
CD28 x| wnfdvwgkgttvtvsssqvglvesgggvvgpgrsiriscaasgftftka
Anti— wmhwvrgapgkglewvagikdksnsiatiiadsvkgritisrddskntlil

gmnslraedtaviicrgviialspfdiwgqggtlvtvssrtastkgpsvipla
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CD3-
H_Ojal)

pcsrstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisl
sswvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflg
gpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevh
naktkpreegfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektisk
akgqprepgvctlppsgeemtkngvsiscavkgfipsdiavewesngq
pennikttppvldsdgsfflvskitvdksrwgegnvfscsvmhealhnhit
gkslslsigk

Cadena
ligera B
(Anti—
CD3 X
Anti—
CD28-1)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L:
Divmtqtplslsvtpggpasisckssgslvhnnantilswilgkpgqgspqg
sliikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgviicgqgtqipftfg
sgtkveikggpkaapdigmtgspssisasvgdrvtitcqasgniivwin
wiqgkpgkapklliikasnlhtgvpsrfsgsgsgtdftltissigpediatiicq
goqtipitfgqgtkleiktkgpsrtvaapsviifppsdeqlksgtasvvclin
nfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstisisstltiskadiek
hkviacevtqglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 4

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 3

Cadena
pesada A
(Anti—
CD19(B3
4)—
H_Boton)

Anti—CD19(B34)—H_Boton:
caggtgcagctggtgcagagcggcgcecgaagtgaagaagectggea
gcagcgtgaaggtgagctgcaaggccageggctatgecttcagcagct
actggatgaactgggtgaggcaggcacctggccagggcectggagtgg
ataggccaaatatggcctggcgatggcgacaccaactacaaccagaa
gttcaagggcagagcgaccttgaccgccgacgagagcaccagcace
gcgtacatggagctgagcagcectgaggagcgaggacaccgecgtgta
ctattgcgccagaagggagaccaccaccgtgggcaggtactactacge
catggactactggggccagggaaccaccgtgaccgtgagcagcgcct
cgaccaagggcccatcggtgttccctctggecccttgcagcagaageac
cagcgaatctacagccgccctgggctgectcgtgaaggactactttceeg
agcccgtgaccgtgtectggaactctggegcetctgacaageggegtgea
cacctttccagccgtgctccagagcagceggcctgtactctctgagcageg
tcgtgacagtgcccagcagcagcctgggcaccaagacctacacctgta
acgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtggacaagcgggtgga
atctaagtacggccctcectgecctecttgcccageccctgaatttctggge
ggaccctccgtgttcctgttccccccaaagcccaaggacaccctgatgat
cagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccagga
agatcccgaggtgcagttcaattggtacgtggacggegtggaagtgcac
aacgccaagaccaagcccagagaggaacagttcaacagcacctacc
gggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaa
agagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcctgcccagctccatcga
gaaaaccatcagcaaggccaagggccagccccgcgagectcaagtg
tataccctgcccccttgccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtccc
tgtggtgtctcgtgaaaggcttctaccccagegacattgcecgtggaatggg
agagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgt
gctggacagcgacggctcattcttcctgtactccaagctgaccgtggaca
agagccggtggcaggaaggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacg
aggccctgcacaaccactacacccagaagtccctgtctetgtcectggg
caag

SEQ ID NO: 15

Cadena
ligera A
(Anti—
CD19(B3
4)-L)

Anti—-CD19(B34)—L:
gacctcgtgctgacccagagccctgcgagectggctgtgagecctggec
agagagccaccatcacctgcaaagccagccagagcegtggactacga
cggcgacagctacctcaactggtaccagcagaagcectggecagecce
ccaagctgctgatttacgatgccagcaacctggtgagcggegtgectgct

SEQ ID NO: 16
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agattcagcggctccggcagcggceaccgacttcaccctgaccatcaac

cccgtggaggcecaacgacaccgcecaactactactgccagcagageac
ggaggacccctggaccttcggccagggcacaaagctggagatcaage
gtacggtggccgctccecagcegtgttcatcttcccacctagcgacgageag
ctgaagtccggcacagcctctgtegtgtgectgctgaacaacttctaccee
cgcgaggccaaagtgcagtggaaggtggacaacgcecctgcagageg

gcaacagccaggaaagcgtgaccgagcaggacagcaaggactcca

cctacagcctgagcagcaccctgacactgagcaaggccgactacgag

aagcacaaggtgtacgcctgcgaagtgacccaccagggcectgtctage
cccgtgaccaagagcttcaaccggggegagtgt

Cadena

pesada B

(Anti—
CD28
Anti—
CD3-
H_Ojal)

X

Anti-CD28 x Anti—CD3-H_Ojal:
caggtgcagctggtgcagtctggcgccgaggtcgtgaaacctggegect
ctgtgaaggtgtcctgcaaggccagcggctacacctttaccagctactac
atccactgggtgcgccaggcccctggacagggactggaatggatcgge
agcatctaccccggcaacgtgaacaccaactacgcccagaagttccag
ggcagagccaccctgaccgtggacaccagcatcagcaccgcectacat
ggaactgagccggctgagaagcgacgacaccgccgtgtactactgca
cccggteccactacggcectggattggaacttcgacgtgtggggcaaggg
caccaccgtgacagtgtctagcagccaggtgcagctggtggaatctggc
ggcggagtggtgcagcectggcagaagcectgagactgagcetgtgecgec
agcggcttcaccttcaccaaggcctggatgcactgggtgcgccaggcecc
ctggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagcaa
cagctacgccacctactacgccgacagcgtgaagggccggttcaccat
cagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacagc
ctgcgggccgaggacaccgcecgtgtactactgtcggggegtgtactatg
ccctgagccccttcgattactggggccagggaaccctecgtgaccgtgtct
agtcggaccgccagcacaaagggcccatcggtgttccctctggeccctt
gcagcagaagcaccagcgaatctacagccgccctgggctgectcgtga
aggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggegcetctga
caagcggcgtgcacacctttccagccgtgctccagagcageggcectgta
ctctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagcectgggcaccaa
gacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtgg
acaagcgggtggaatctaagtacggccctccctgccctecttgcccage
ccctgaatttctgggeggacccteegtgttectgttccccccaaageccaa
ggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggt
ggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtggac
ggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagt
tcaacagcacctaccgggtggtgtcecgtgcetgaccgtgctgcaccagga
ctggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcc
tgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcecagece
cgcgagcctcaagtgtgtaccctgccccctagccaggaagagatgacc
aagaaccaggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctaccccageg
acattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactac
aagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctggtgte
caagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgtgttca
gctgctcegtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaagt
ccctgtctetgtcecctgggcaag

SEQ ID NO: 7

Cadena
ligera B

Anti—-CD3 x Anti—CD28-L:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagcectgagegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagcecagagcctggtgcacaa

SEQ ID NO: 8
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(Anti—
CD3 X
Anti—
CD28-L:)

caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggecagag
cccccagtecctgatctacaaggtgtccaacagattcagcggegtgece
gacagattctccggcagcggctctggcaccgacttcaccctgaagatca
gccgggtggaagecgaggacgtgggegtgtactattgtggecagggea
cccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaagg
gccagcccaaggcecgeccccgacatccagatgacccagagecccag
cagcctgtctgccagegtgggcgacagagtgaccatcacctgtcaggec
agccagaacatctacgtgtggctgaactggtatcagcagaagceccggc
aaggcccccaagctgctgatctacaaggccagcaacctgcacaccgg
cgtgcccagcagattttctggcagcggctccggceaccgacttcaccctga
caatcagctccctgcagcccgaggacattgccacctactactgccagea
gggccagacctacccctacacctttggccagggcaccaagctggaaat
caagaccaagggccccagccgtacggtggcecgetcccagegtgttcat
cttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcacagcectetgtegtgt
gcctgctgaacaacttctacccccgcgaggecaaagtgcagtggaagg
tggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaagegtgaccga
gcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcagcaccctgacac
tgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaagtg
acccaccagggcctgtctagcceccgtgaccaagagcttcaaccgggge
gagtgt

Secuencias de aminoé&cidos de la proteina de unién 4

Cadena Anti—-CD19(B34)-H_Boton: SEQ ID NO: 13

pesada A | Qvglvgsgaevkkpgssvkvsckasgiafssiwmnwvrgapgqgle

(Anti— wigqgiwpgdgdtningkfkgratltadeststaimelssirsedtaviicarr

CD19(B3 | etttvgriiiamdiwgqgttvtvssastkgpsviplapcsrstsestaalgclv

4)— kdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisissvvtvpssslgtktitc

H_Botdn) | nvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimi
srtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpreegfnstirvv
svitvihgdwIngkeikckvsnkglpssiektiskakggprepgvitlppcq
eemtkngvslwclvkgfipsdiavewesngqpennikttppvldsdgsff
liskltvdksrwgegnviscsvmhealhnhitgkslslsigk

Cadena Anti-CD19(B34)-L: SEQ ID NO: 14

ligera A Divitgspaslavspggratitckasqsvdidgdsilnwiggkpggppkillii

(Anti— dasnlvsgvparfsgsgsgtdftitinpveandtaniicqgstedpwtfgq

CD19(B3 | gtkleikrtvaapsvfifppsdeqlksgtasvvclinnfipreakvgqwkvdn

4)—-L) algsgnsgesvtegdskdstisisstltiskadiekhkviacevtqglsspvt
ksfnrgec

Cadena Anti-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 9

pesada B | Qvglgesgpglvkpsqtlsltctvsgfsisdigvhwvrgppgkglewlgyvi

(Anti— wagggtninpslksrktiskdtskngvslklssvtaadtaviicardkgisiii

CD28 x| smdiwgqgttvtvsssqvglvesgggvvgpgrsliriscaasgftftkawm

Anti— hwvrqapgkglewvagikdksnsiatiiadsvkgrftisrddskntliigmn

CD3- slraedtaviicrgviialspfdiwgqgtlvtvssrtastkgpsvfplapcsrst

H_Ojal) sestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglislssvvtv

pssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvflf
ppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpr
eeqfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektiskakgqpr
epqvctlppsqeemtkngvsiscavkgfipsdiavewesnggpennik
ttppvldsdgsfflvskltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslsisl

gk
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Cadena
ligera B
(Anti—
CD3 X
Anti—
CD28-1)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L:
Divmtqtplslsvtpggpasisckssgslvhnnantilswilgkpggspqgs
likvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftikisrveaedvgviicgqgtqipftfgsg
tkveikggpkaapdivitgspaslavspggratitcrasesveiivtsimgw
iggkpgqgppkllifaasnvesgvparfsgsgsgtdftltinpveandvanii
cqgsrkvpitfgqgtkleiktkgpsrtvaapsvfifppsdeqglksgtasvvcll
nnfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstisisstltiskadie
khkviacevtgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 10

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 4

Cadena
pesada A
(Anti—
CD19(B3
4)—
H_Boton)

Anti—CD19(B34)—H_Boton:
caggtgcagctggtgcagagcggcgcecgaagtgaagaagcectggea
gcagcgtgaaggtgagctgcaaggccageggctatgecttcagcagct
actggatgaactgggtgaggcaggcacctggccagggcectggagtgg
ataggccaaatatggcctggcgatggcgacaccaactacaaccagaa
gttcaagggcagagcgaccttgaccgccgacgagagcaccagcace
gcgtacatggagctgagcagcectgaggagcgaggacaccgecgtgta
ctattgcgccagaagggagaccaccaccgtgggcaggtactactacge
catggactactggggccagggaaccaccgtgaccgtgagcagcgcct
cgaccaagggcccatcggtgttccctctggecccttgcagcagaageac
cagcgaatctacagccgccctgggctgectcgtgaaggactactttceeg
agcccgtgaccgtgtectggaactctggegcetctgacaageggegtgea
cacctttccagccgtgctccagagcagceggcctgtactctctgagcageg
tcgtgacagtgcccagcagcagcctgggcaccaagacctacacctgta
acgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtggacaagcgggtgga
atctaagtacggccctcectgecctecttgcccageccctgaatttctggge
ggaccctcegtgttcctgttccccccaaagcccaaggacaccctgatgat
cagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccagga
agatcccgaggtgcagttcaattggtacgtggacggegtggaagtgcac
aacgccaagaccaagcccagagaggaacagttcaacagcacctacc
gggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaa
agagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcctgcccagctccatcga
gaaaaccatcagcaaggccaagggccagccccgcgagectcaagtg
tataccctgcccccttgccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtccc
tgtggtgtctcgtgaaaggcttctaccccagegacattgcecgtggaatggg
agagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgt
gctggacagcgacggctcattcttcctgtactccaagctgaccgtggaca
agagccggtggcaggaaggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacg
aggccctgcacaaccactacacccagaagtccctgtctetgtcectggg
caag

SEQ ID NO: 15

Cadena
ligera A
(Anti—
CD19(B3
4)-L)

Anti—-CD19(B34)—L:
gacctcgtgctgacccagagccctgcgagectggcetgtgagecctggec
agagagccaccatcacctgcaaagccagccagagcegtggactacga
cggcgacagctacctcaactggtaccagcagaagcectggecagecce
ccaagctgctgatttacgatgccagcaacctggtgagcggegtgectgct
agattcagcggctccggcageggceaccgacttcaccctgaccatcaac
cccgtggaggcecaacgacaccgecaactactactgccagcagageac
ggaggacccctggaccttcggccagggcacaaagctggagatcaage
gtacggtggccgctcccagegtgttcatcttcccacctagcgacgageag
ctgaagtccggcacagcctctgtcgtgtgectgctgaacaacttctaccce
cgcgaggccaaagtgcagtggaaggtggacaacgcecctgcagageg
gcaacagccaggaaagcgtgaccgagcaggacagcaaggactcca

SEQ ID NO: 16
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cctacagcctgagcagcaccctgacactgagcaaggcecgactacgag
aagcacaaggtgtacgcctgcgaagtgacccaccagggcectgtctage
cccgtgaccaagagcttcaaccggggegagtgt

Cadena
pesada B
(Anti—
CD28 x
Anti—
CD3-
H_Ojal)

Anti-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal:
caggtgcagctgcaggaatctggccctggcectcgtgaagcectagecag
accctgagcctgacctgtaccgtgtccggcttcagcctgagcgactacgg
cgtgcactgggtgcgccagccacctggaaaaggcctggaatggetggg
cgtgatctgggcetggcggaggcaccaactacaaccccagcectgaagte
cagaaagaccatcagcaaggacaccagcaagaaccaggtgtccctg
aagctgagcagcgtgacagccgccgataccgccgtgtactactgcgec
agagacaagggctacagctactactacagcatggactactggggccag
ggcaccaccgtgaccgtgtcatcctctcaggtgcagcetggtggaatctgg
cggcggagtggtgcagcectggcagaagcctgagactgagctgtgecge
cagcggcttcaccttcaccaaggcctggatgcactgggtgcgcecaggcec
cctggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagca
acagctacgccacctactacgccgacagcgtgaagggccggttcacca
tcagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacagc
ctgcgggccgaggacaccgcecgtgtactactgtcggggegtgtactatg
ccctgagccccttcgattactggggccagggaaccctecgtgaccgtgtct
agtcggaccgcttcgaccaagggcccatcggtgttcecctctggecccttg
cagcagaagcaccagcgaatctacagccgcecctgggctgectcgtgaa
ggactactttcccgagceccgtgaccgtgtcctggaactctggegctctgac
aagcggcgtgcacacctttccagccgtgctccagagcagcggcectgtac
tctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagcectgggcaccaag
acctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtgga
caagcgggtggaatctaagtacggccctccctgecctecttgeccagec
cctgaatttctgggcggaccctcegtgttcctgttccccccaaagceccaag
gacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtg
gatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtggacg
gcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtt
caacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggac
tggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcect
gcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggecagecc
cgcgagcctcaagtgtgtaccctgccccctagccaggaagagatgacc
aagaaccaggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctaccccagceg
acattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactac
aagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcetggtgte
caagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgtgttca
gctgctcegtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaagt
ccctgtctctgtcecctgggcaag

SEQ ID NO: 11

Cadena
ligera B
(Anti—
CD3 X
Anti—
CD28-L:)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagcctgagcegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagccagagcectggtgcacaa
caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggcecagag
cccccagtecctgatctacaaggtgtccaacagattcagcggcegtgecc
gacagattctccggcagcggctctggcaccgacttcaccctgaagatca
gccgggtggaagccgaggacgtgggcegtgtactattgtggccagggcea
cccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaagg
gccagcccaaggccgceccccgacatcgtgctgacacagagcecctgct
agcctggcecgtgtctcctggacagagggccaccatcacctgtagagceca

SEQ ID NO: 12
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gcgagagcgtggaatattacgtgaccagcectgatgcagtggtatcagca
gaagcccggccagccccccaagctgctgattttcgeccgccagcaacgt
ggaaagcggcgtgccagccagattttccggcageggctctggcaccga
cttcaccctgaccatcaaccccgtggaagccaacgacgtggecaacta
ctactgccagcagagccggaaggtgccctacacctttggccagggceac
caagctggaaatcaagaccaagggccccagcecgtacggtggecgctce
ccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggeac
agcctctgtegtgtgectgctgaacaacttctacccccgegaggcecaaag
tgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccagga
aagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgage
agcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgta
cgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtctageccecgtgaccaagag
cttcaaccggggcgagtgt

Secuencias de amino&cidos de la proteina de unién 5

Cadena Anti-CD38-H_Botdn: SEQ ID NO: 17

pesada A | Qvglvgsgaevakpgtsvklsckasgitftdiwmqwvkqrpggglewi

(Anti— gtiipgdgdtgiagkfggkatltadkssktvimhisslasedsaviicargdii

CD38- gsnsldiwgqgtsvtvssastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdifp

H_Boton) | epvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglislssvvtvpsssigtktitcnvdh
kpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpe
vtcvvvdvsgedpevqgfnwivdgvevhnaktkpreegfnstirvvsvitvl
hgdwlngkeikckvsnkglpssiektiskakgqprepgvitippcgeemt
kngvslwclvkgfipsdiavewesngqgpennikttppvldsdgsffliskit
vdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslslsigk

Cadena Anti—-CD38-L: SEQ ID NO: 18

ligera A Divmtgshlsmstslgdpvsitckasqdvstvvawiqgkpggsprrliis

(Anti— asiriigvpdrftgsgagtdftftissvgaedlaviicqghisppitfgggtklei

CD38-L) | krtvaapsvfifppsdeglksgtasvvclinnfipreakvgwkvdnalgsg
nsgesvteqgdskdstisisstltiskadiekhkviacevtqglsspvtksfnr
gec

Cadena Anti-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 3

pesada B | Qvglvgsgaevvkpgasvkvsckasgitftsiiihwvrgapgqgglewig

(Anti— siipgnvntniagkfqgratltvdtsistaimelsrlrsddtaviictrshigld

CD28 x | wnfdvwgkgttvtvsssqvglvesgggvvgpgrsiriscaasgftftka

Anti— wmhwvrgapgkglewvagikdksnsiatiiadsvkgrftisrddskntli

CD3- lgmnslraedtaviicrgviialspfdiwgqgtlvtvssrtastkgpsvfpla

H_Ojal) pcsrstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisl
sswvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflg
gpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevh
naktkpreegfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektisk
akggprepgvctlppsgeemtknqvslscavkgfipsdiavewesngq
pennikitppvidsdgsfflvskitvdksrwgegnvfscsvmhealhnhit
gkslslsigk

Cadena Anti—CD3 x Anti—-CD28—L.: SEQ ID NO: 4

ligera B Divmtgtplslsvtpggpasisckssqgslvhnnantilswilgkpggspqg

(Anti-CD3 | sliikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgviicgqgtqipftfg

X  Anti— | sgtkveikggpkaapdigmtgspsslsasvgdrvtitcgasgniivwin

CD28-L) | wiqgkpgkapkllikasnlhtgvpsrfsgsgsgtdftltissigpediatiicq

goqtipitfgqgtkleiktkgpsrtvaapsviifppsdeqlksgtasvvclin
nfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstisisstltiskadiek
hkviacevtqglsspvtksfnrgec
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Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 5

Cadena
pesada A
(Anti—
CD38-
H_Boton)

Anti-CD38-H_Botdn:
caggtgcagctggtgcagtctggcgccgaagtggccaagectggecaca
agcgtgaagctgagctgcaaggccageggctacaccttcaccgactac
tggatgcagtgggtcaagcagaggccaggccagggcctggaatggat
cggcacaatctatcccggcgacggcgataccggctacgcccagaagtt
tcagggcaaggccaccctgaccgccgacaagagcagcaagaccgtg
tacatgcacctgagcagcctggccagcgaggacagcgcecgtgtactatt
gcgccagaggcgactactacggcagcaacagcctggactattggggce
cagggcaccagcgtgacagtgtctagtgcgtcgaccaagggcccatcg
gtgttccctectggecccttgcagcagaagcaccagcgaatctacagecg
ccctgggctgectcgtgaaggactactttcccgageccgtgaccgtgtect
ggaactctggcegctctgacaagcggcegtgcacacctttccagecgtgcetc
cagagcagcggcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgcccagce
agcagcctgggcaccaagacctacacctgtaacgtggaccacaagcc
cagcaacaccaaggtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctc
cctgcecctecttgeccagceccctgaatttctgggeggacccteegtgttect
gttccccccaaageccaaggacaccctgatgatcagccggacccececg
aagtgacctgcgtggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgea
gttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaa
gcccagagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgtcegtgct
gaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgca
aggtgtccaacaagggcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagc
aaggccaagggccagccccgcegagcctcaagtgtataccetgecccct
tgccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtccctgtggtgtctcgtga
aaggcttctaccccagcgacattgccgtggaatgggagagcaacggcec
agcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgac
ggctcattcttcctgtactccaagctgaccgtggacaagagecggtggea
ggaaggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacgaggcecctgcacaa
ccactacacccagaagtccctgtctctgtccectgggcaag

SEQ ID NO: 19

Cadena
ligera A
(Anti—
CD38-L)

Anti—-CD38-L:
gacatcgtgatgacccagagccacctgagcatgagcaccagcctggg
cgaccccgtgtccatcacctgtaaagccagccaggacgtgtccaccgtg
gtggcctggtatcagcagaagcectggccagagecccagacggctgatc
tacagcgccagctatcggtacatcggegtgcccgacagattcaccgga
agcggagccggcaccgacttcaccttcaccatcagetctgtgcaggecg
aggacctggccgtgtactactgccagcagcactacagcecccccctaca
cctttggcggaggcaccaagctggaaatcaagegtacggtggecgcte
ccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggeac
agcctctgtegtgtgectgctgaacaacttctacccccgegaggcecaaag
tgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccagga
aagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgage
agcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgta
cgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtctageccecgtgaccaagag
cttcaaccggggcgagtgt

SEQ ID NO: 20

Cadena
pesada B
(Anti—
CD28 «x
Anti—

Anti—-CD28 x Anti—CD3-H_Ojal:

caggtgcagctggtgcagtctggcgecgaggtcgtgaaacctggegect
ctgtgaaggtgtcctgcaaggccagceggctacacctttaccagctactac
atccactgggtgcgccaggcccctggacagggactggaatggatcgge
agcatctaccccggcaacgtgaacaccaactacgcccagaagttccag

SEQ ID NO: 7
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CD3-
H_Ojal)

ggcagagccaccctgaccgtggacaccagcatcagcaccgcctacat
ggaactgagccggctgagaagcgacgacaccgccgtgtactactgca
cccggtcccactacggectggattggaacttcgacgtgtggggcaaggg
caccaccgtgacagtgtctagcagccaggtgcagctggtggaatctgge
ggcggagtggtgcagcctggcagaagcctgagactgagetgtgeecgec
agcggcttcaccttcaccaaggcectggatgcactgggtgcgecaggecc
ctggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagcaa
cagctacgccacctactacgccgacagcgtgaagggccggttcaccat
cagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacagce
ctgcgggcecgaggacaccgccgtgtactactgtcggggcgtgtactatg
ccctgagcecccttcgattactggggccagggaaccctegtgaccgtgtet
agtcggaccgccagcacaaagggcccatcggtgttccctctggeccctt
gcagcagaagcaccagcgaatctacagccgccctgggctgectegtg
aaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtcctggaactctggegetet
gacaagcggcgtgcacacctttccagccgtgctccagagcageggect
gtactctctgagcagcegtcgtgacagtgcccagcagceagcctgggeac
caagacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaag
gtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctccctgecctecttgece
agcccctgaatttctgggceggacccteegtgttectgttccccccaaagec
caaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggt
ggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtgg
acggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaac
agttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcacca
ggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagg
gcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggeca
gccccgegagcctcaagtgtgtaccctgeccectagccaggaagagat
gaccaagaaccaggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctaccee
agcgacattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctg
gtgtccaagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgt
gttcagctgctcegtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccag
aagtccctgtctctgtccctgggcaag

Cadena
ligera B
(Anti-CD3
X Anti—
CD28-L:)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L.:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagectgagegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagecagagcctggtgcacaa
caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggecaga
gcccccagtcectgatctacaaggtgtccaacagattcageggegtgec
cgacagattctccggcagceggctctggcaccgacttcaccctgaagatc
agccgggtggaagccgaggacgtgggegtgtactattgtggeccaggge
acccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaag
ggccagcccaaggcecgeccccgacatccagatgacccagageccca
gcagcctgtctgccagegtgggcgacagagtgaccatcacctgtcagg
ccagccagaacatctacgtgtggctgaactggtatcagcagaagcccg
gcaaggcccccaagctgctgatctacaaggccagcaacctgcacace
ggcgtgcccagcagattttctggcageggctccggcaccgacttcaccect
gacaatcagctccctgcagcccgaggacattgccacctactactgccag
cagggccagacctacccctacacctttggccagggcaccaagctggaa
atcaagaccaagggccccagcecgtacggtggecgctcecagegtgtte
atcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcacagcctctgtegt
gtgcctgctgaacaacttctacccccgcgaggecaaagtgcagtggaa
ggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaagcegtgace

SEQ ID NO: 8
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gagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcagcaccctga
cactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaa
gtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaagagcttcaaccgg
ggcgagtgt

Secuencias de amino&cidos de la proteina de unién 6

Cadena Anti—-CD38-H_Boton: SEQ ID NO: 17

pesada A | qvglvgsgaevakpgtsvklsckasgitftdiwmqgwvkqgrpgqglewig

(Anti— tiipgdgdtgiagkfggkatltadkssktvimhlsslasedsaviicargdiig

CD38- snsldiwgqgtsvtvssastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdifpe

H_Botdn) | pvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglislssvvtvpsssigtktitcnvdhk
psntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpev
tcvwvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpreeqgfnstirvvsvitvl
hgdwlngkeikckvsnkglpssiektiskakgqprepqvitippcgeemt
kngvslwclvkgfipsdiavewesnggpennikttppvlidsdgsfflisklt
vdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslslsigk

Cadena Anti—-CD38-L: SEQ ID NO: 18

ligera A Divmtgshismstslgdpvsitckasqdvstvvawiqgkpggsprrliis

(Anti— asiriigvpdrftgsgagtdftftissvgaedlaviicqghisppitfgggtklei

CD38-L) | krtvaapsvfifppsdeglksgtasvvclinnfipreakvgwkvdnalgsg
nsgesvteqgdskdstisisstltiskadiekhkviacevtqglsspvtksfnr
gec

Cadena Anti—-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 9

pesada B | Qvglgesgpglvkpsqtlsltctvsgfsisdigvhwvrgppgkglewlgvi

(Anti— wagggtninpslksrktiskdtskngvslklssvtaadtaviicardkgisiii

CD28 x | smdiwgqgttvtvsssqvqlvesgggvvgpgrsiriscaasgftftkaw

Anti— mhwvrgapgkglewvagikdksnsiatiiadsvkgrftisrddskntlilg

CD3- mnslraedtaviicrgviialspfdiwgqgtlvtvssrtastkgpsviplapcs

H_Ojal) rstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglislssv
vtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggp
svilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhna
ktkpreeqfnstirvvsvlitvihgdwlngkeikckvsnkglpssiektiskak
ggprepgvctlppsgeemtkngvslscavkgfipsdiavewesnggpe
nnikttppvldsdgsfflvskltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgk
slslslgk

Cadena Anti—CD3 x Anti—-CD28-L: SEQ ID NO: 10

ligera B Divmtqtplslsvtpggpasisckssgslvhnnantilswilgkpggspqgs

(Anti—CD3 | liikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgviicgqgtqipftfgsg

X  Anti— | tkveikggpkaapdivltgspaslavspggratitcrasesveiivtsimgw

CD28-L) | iggkpggppkllifaasnvesgvparfsgsgsgtdftltinpveandvanii
cqgsrkvpitfgqgtkleiktkgpsrtvaapsvfifppsdeqglksgtasvvcll
nnfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstisisstltiskadie
khkviacevtgglsspvtksfnrgec

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 6

Cadena Anti—-CD38-H_Boton: SEQ ID NO: 19

pesada A | caggtgcagctggtgcagtctggcgccgaagtggccaagectggecaca

(Anti— agcgtgaagctgagctgcaaggccageggctacaccttcaccgactac

CD38- tggatgcagtgggtcaagcagaggccaggccagggcctggaatggat

H_Botdén) | cggcacaatctatcccggcgacggcgataccggctacgcccagaagtt

tcagggcaaggccaccctgaccgccgacaagagcagcaagaccgtg
tacatgcacctgagcagcctggccagcgaggacagcegcecgtgtactatt
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gcgccagaggcgactactacggcagcaacagcctggactattgggge
cagggcaccagcgtgacagtgtctagtgcgtcgaccaagggceccatcg
gtgttccctctggecccttgcagcagaagcaccagcgaatctacagecg
ccctgggctgectegtgaaggactactttcccgageccgtgaccgtgtect
ggaactctggcgctctgacaagcggcegtgcacacctttccagecgtgcte
cagagcagcggcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgeccage
agcagcctgggcaccaagacctacacctgtaacgtggaccacaagcc
cagcaacaccaaggtggacaagcgggtggaatctaagtacggecctc
cctgcecctecttgcccageccctgaatttctgggeggacccteegtgttect
gttccccccaaagcccaaggacaccctgatgatcagccggacccecg
aagtgacctgcgtggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgca
gttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaa
gcccagagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgteegtget
gaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgca
aggtgtccaacaagggcctgcccagctccatcgagaaaaccatcage
aaggccaagggccagcecccgcgagcctcaagtgtataccctgeccect
tgccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtccctgtggtgtctcgtga
aaggcttctaccccagcgacattgccgtggaatgggagagcaacggcec
agcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagegac
ggctcattcttcctgtactccaagctgaccgtggacaagagecggtggea
ggaaggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacgaggccctgcacaa
ccactacacccagaagtccctgtctctgtccctgggcaag

Cadena
ligera A
(Anti—
CD38-L)

Anti—-CD38-L:
gacatcgtgatgacccagagccacctgagcatgagcaccagcctggg
cgaccccgtgtccatcacctgtaaagccagccaggacgtgtccacegtg
gtggcctggtatcagcagaagcectggccagagecccagacggctgatc
tacagcgccagctatcggtacatcggegtgcccgacagattcaccgga
agcggagccggcaccgacttcaccttcaccatcagetctgtgcaggecg
aggacctggccgtgtactactgccagcagcactacagcecccccctaca
cctttggcggaggcaccaagctggaaatcaagegtacggtggecgcte
ccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggeac
agcctctgtegtgtgectgctgaacaacttctacccccgegaggcecaaag
tgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccagga
aagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgage
agcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgta
cgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtctageccecgtgaccaagag
cttcaaccggggcgagtgt

SEQ ID NO: 20

Cadena
pesada B
(Anti—
CD28 «x
Anti—
CD3-
H_Ojal)

Anti—-CD28 x Anti—CD3_Ojal:
caggtgcagctgcaggaatctggccctggcctcgtgaagcectagccag
accctgagcctgacctgtaccgtgtccggcttcagcctgagcgactacgg
cgtgcactgggtgcgccagccacctggaaaaggcectggaatggetggg
cgtgatctgggcetggcggaggcaccaactacaaccccagcectgaagte
cagaaagaccatcagcaaggacaccagcaagaaccaggtgtccctg
aagctgagcagcgtgacagccgccgataccgccgtgtactactgcgec
agagacaagggctacagctactactacagcatggactactggggcca
gggcaccaccgtgaccgtgtcatcctctcaggtgcagcetggtggaatctg
gcggcggagtggtgcagcectggcagaagcectgagactgagcetgtgec
gccagcggcttcaccttcaccaaggcectggatgcactgggtgegecag
gcccctggaaagcagcetggaatgggtggcccagatcaaggacaaga
gcaacagctacgccacctactacgccgacagcgtgaagggcecggttc

SEQ ID NO: 11
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accatcagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaa
cagcctgcgggcecgaggacaccgcecgtgtactactgtcggggegtgta
ctatgccctgagccccttcgattactggggccagggaaccctegtgaccg
tgtctagtcggaccgcttcgaccaagggcccatcggtgttccctetggece
cttgcagcagaagcaccagcgaatctacagcecgcecctgggctgectegt
gaaggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggegctc
tgacaagcggcgtgcacacctttccagccgtgctccagagcageggect
gtactctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagcctgggeac
caagacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaag
gtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctccctgecctecttgece
agcccctgaatttctgggceggacccteegtgttectgttccccccaaagec
caaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggt
ggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtgg
acggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaac
agttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcacca
ggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagg
gcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggeca
gccccgegagcctcaagtgtgtaccctgeccectagccaggaagagat
gaccaagaaccaggtgtccctgagctgtgcecgtgaaaggcttctaccce
agcgacattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctg
gtgtccaagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgt
gttcagctgctccgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccag
aagtccctgtctctgtccctgggcaag

Cadena
ligera B
(Anti-CD3
X Anti—
CD28-L:)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagcctgagcegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagccagagcectggtgcacaa
caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggcecaga
gcccccagtecctgatctacaaggtgtccaacagattcageggegtgec
cgacagattctccggcagcggctctggcaccgacttcaccctgaagatc
agccgggtggaagccgaggacgtgggcegtgtactattgtggccagggce
acccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaag
ggccagcccaaggccgceccccgacatcgtgctgacacagagcecctge
tagcctggccgtgtctcctggacagagggccaccatcacctgtagagcec
agcgagagcgtggaatattacgtgaccagcctgatgcagtggtatcagc
agaagcccggccagccccccaagctgctgattttcgccgeccagcaacg
tggaaagcggcgtgccagccagattttccggcagceggctctggcaccg
acttcaccctgaccatcaaccccgtggaagccaacgacgtggccaact
actactgccagcagagccggaaggtgccctacacctttggccagggea
ccaagctggaaatcaagaccaagggccccagccgtacggtggecgct
cccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcea
cagcctctgtcgtgtgectgctgaacaacttctacccccgecgaggccaaa
gtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccagg
aaagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgag
cagcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgt
acgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaaga

gcttcaaccggggcegagtgt

SEQ ID NO: 12

Secuencias

de aminoacidos de la proteina de unién 7

Cadena
pesada A

Anti-LAMP1-H_Botén:
gvqglvgsgaevkkpgssvkvsckasgiiftnininwvkkspgqglewig
aiipgngdapisqgkfqgkatltadtststtimelssirsedtaviicvranwd

SEQ ID NO: 21
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(Anti— vafaiwgqgtivtvssastkgpsviplapcsrstsestaalgclivkdifpep

LAMP1- | vtvswnsgaltsgvhtfpavigssglislssvvtvpssslgtktitcnvdhkp

H_Botdn) | sntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpevt
cvwvdvsqgedpevgfnwivdgvevhnaktkpreeqfnstirvvsvitvih
gdwingkeikckvsnkglpssiektiskakggprepqvitlppcgeemtk
ngvslwclvkgfipsdiavewesnggpennikttppvidsdgsffliskitv
dksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslslsigk

Cadena Anti-LAMP1-L: SEQ ID NO: 22

ligera A Digmtgspsslsasvgdrvtitckasqgdidrimawiqdkpgkaprllindt

(Anti— stlgsgvpsrfsgsgsgrdititisnlepedfatiiclgidniwtfgggtkveikrt

LAMP1- | vaapsvfifppsdeglksgtasvvclinnfipreakvgwkvdnalgsgns

L) gesvteqdskdstislsstltiskadiekhkviacevtqglsspvtksfnrge
c

Cadena Anti—-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 3

pesada B | Qvglvgsgaevvkpgasvkvsckasgitftsiiihwvrgapgqgglewig

(Anti— siipgnvntniagkfqgratltvdtsistaimelsrlrsddtaviictrshigld

CD28 x | wnfdvwgkgttvtvsssqvglvesgggvvgpgrsiriscaasgftftka

Anti— wmhwvrgapgkglewvagikdksnsiatiiadsvkgritisrddskntlil

CD3- gmnslraedtaviicrgviialspfdiwgqgtlvtvssrtastkgpsvipla

H_Ojal) pcsrstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisl
ssvvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflg
gpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevh
naktkpreegfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektisk
akggprepgvctlppsgeemtknqvsliscavkgfipsdiavewesngq
pennikttppvldsdgsfflvskltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhit
gkslslsigk

Cadena Anti—-CD3 x Anti—CD28—L: SEQ ID NO: 4

ligera B Divmtgtplsisvtpggpasisckssqgslvhnnantilswilgkpggspqg

(Anti-CD3 | sliikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgviicgqgtqipftfg

X Anti— | sgtkveikggpkaapdigmtgspsslsasvgdrvtitcqasgniivwin

CD28L) wiqgkpgkapklliikasnlhtgvpsrfsgsgsgtdftitissigpediatiicq
ggqtipitfgggtkleiktkgpsrtvaapsviifppsdeqlksgtasvvclin
nfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstisisstltiskadiek
hkviacevtqglsspvtksfnrgec

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 7

Cadena Anti-LAMP1-H_Botén: SEQ ID NO: 23

pesada A | caggtgcagctggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacccggceag

(Anti— cagcgtgaaggtgtcctgcaaggccagcggctacatcttcaccaactac

LAMP1- aacatccactgggtcaagaagtccccaggccagggcectggaatggatc

H_Botdn) | ggcgccatctatcccggaaacggcgacgcecccttacagccagaagttc

cagggcaaggccaccctgaccgccgataccagcacctccaccaccta
catggaactgagcagcctgcggagcgaggacaccgccgtgtactattg
cgtgcgggcecaactgggatgtggcecttcgectattggggecagggceaca
ctcgtgaccgtgtcctetgegtcgaccaagggceccatcggtgttecctetg
gccccttgcagcagaagcaccagcgaatctacagccgecctgggetge
ctcgtgaaggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctgge
gctctgacaagcggcegtgcacacctttccagecgtgctccagagcageg
gcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgcccagcageagcectggg
caccaagacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacacca
aggtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctcectgecctecttg
cccagcccctgaatttctgggcggaccctecgtgttcctgttccccccaaa
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gcccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegt
ggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacy
tggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagagga
acagttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgeace
aggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaag
ggcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggcecaagggeca
gccccgegagcctcaagtgtataccctgeccccttgccaggaagagatg
accaagaaccaggtgtccctgtggtgtctcgtgaaaggcttctaccccag
cgacattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaact
acaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcetgtac
tccaagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgtgttc
agctgctcecgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaag
tccctgtctetgtcectgggcaag

Cadena Anti-LAMP1-L: SEQ ID NO: 24
ligera A gacatccagatgacccagagccccagcagcctgtctgccagegtgggce
(Anti— gacagagtgaccatcacatgcaaggccagccaggacatcgatcggta
LAMP1- catggcctggtatcaggacaagcccggcaaggcccccagactgctgat
L) ccacgataccagcacactgcagagcggcgtgcccagcagattttccgg
ctctggcagcggcagagactacaccctgaccatcagcaacctggaacc
cgaggacttcgccacctactactgcctgcagtacgacaacctgtggacct
tcggcggaggcaccaaggtggaaatcaagcgtacggtggcecgcteec
agcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcacag
cctctgtcgtgtgcctgctgaacaacttctacccccgcgaggccaaagtig
cagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaa
gcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcag
caccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacg
cctgcgaagtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaagagctt
caaccggggcgagtgt
Cadena Anti—CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 7
pesada caggtgcagctggtgcagtctggcgccgaggtcgtgaaacctggcegcct
B(Anti— ctgtgaaggtgtcctgcaaggccagcggctacacctttaccagctactac
CD28 x| atccactgggtgcgccaggcccctggacagggactggaatggatcggce
Anti— agcatctaccccggcaacgtgaacaccaactacgcccagaagttccag
CD3- ggcagagccaccctgaccgtggacaccagcatcagcaccgcctacat
H_Ojal) ggaactgagccggctgagaagcgacgacaccgccgtgtactactgca

cccggtcccactacggectggattggaacttcgacgtgtggggcaaggg
caccaccgtgacagtgtctagcagccaggtgcagctggtggaatctgge
ggcggagtggtgcagcctggcagaagcectgagactgagetgtgecgec
agcggcttcaccttcaccaaggcectggatgcactgggtgcgecaggecc
ctggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagcaa
cagctacgccacctactacgccgacagcgtgaagggccggttcaccat
cagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacage
ctgcgggcecgaggacaccgccgtgtactactgtcggggcgtgtactatg
ccctgagecccttcgattactggggccagggaaccctegtgaccgtgtet
agtcggaccgccagcacaaagggcccatcggtgttccctctggeccctt
gcagcagaagcaccagcgaatctacagccgecctgggcetgectegtga
aggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggegcetctga
caagcggcgtgcacacctttccagcecgtgctccagagcageggectgta
ctctctgagcagcegtegtgacagtgcccagcagcagectgggecaccaa
gacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtgg
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acaagcgggtggaatctaagtacggccctcectgecctecttgeccage
ccctgaatttctgggeggacccteegtgttectgttccccccaaageccaa
ggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggt
ggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtggac
ggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagt
tcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccagga
ctggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcc
tgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggecagece
cgcgagcctcaagtgtgtaccctgcccectagccaggaagagatgacce
aagaaccaggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctaccccageg
acattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactac
aagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttectggtgte
caagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgtgttca
gctgctecgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaagt
ccctgtctetgtecctgggcaag

Cadena
ligera B
(Anti-CD3
X Anti—
CD28-L:)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L.:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagectgagegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagecagagcctggtgcacaa
caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagceccggecagag
cccccagtecctgatctacaaggtgtccaacagattcagcggegtgecc
gacagattctccggcagceggctctggcaccgacttcaccctgaagatca
gccgggtggaagecgaggacgtgggegtgtactattgtggccagggea
cccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaagg
gccagcccaaggcecgeccccgacatccagatgacccagagecccag
cagcctgtctgccagegtgggcgacagagtgaccatcacctgtcaggec
agccagaacatctacgtgtggctgaactggtatcagcagaageccgge
aaggcccccaagctgctgatctacaaggccagcaacctgcacaccgg
cgtgcccagcagattttctggcagcggctccggceaccgacttcaccctga
caatcagctccctgcagcccgaggacattgccacctactactgccagea
gggccagacctacccctacacctttggccagggcaccaagctggaaat
caagaccaagggccccagccgtacggtggcecgetcccagegtgttcat
cttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcacagcectetgtegtgt
gcctgctgaacaacttctacccccgegaggecaaagtgcagtggaagg
tggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaagegtgaccga
gcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcagcaccctgacac
tgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaagtg
acccaccagggcctgtctagcceccgtgaccaagagcttcaaccgggge
gagtgt

SEQ ID NO: 8

Secuencias

de aminoécidos de la proteina de unién 8

Cadena
pesada A
(Anti—
LAMP1-
H_Boton)

Anti—-LAMP1-H_Boto6n:
gvqglvgsgaevkkpgssvkvsckasgiiftnininwvkkspgqglewig
aiipgngdapisgkfqgkatltadtststtimelssirsedtaviicvranwd
vafaiwgqgtivtvssastkgpsvfplapcsrstsestaalgcivkdifpep
vtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisissvvtvpssslgtktitcnvdhkp
sntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpevt
cvwvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpreeqfnstirvvsvitvih
gdwingkeikckvsnkglpssiektiskakggprepqvitlppcgeemtk
ngvslwclvkgfipsdiavewesnggpennikttppvidsdgsfiliskltv
dksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslsislgk

SEQ ID NO: 21
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Cadena Anti-LAMP1-L: SEQ ID NO: 22

ligera A Digmtgspsslsasvgdrvtitckasgdidrimawiqdkpgkaprllindt

(Anti— stlgsgvpsrfsgsgsgrdititisnlepedfatiiclgidnliwtfgggtkveikrt

LAMP1- | vaapsvfifppsdeglksgtasvvclinnfipreakvgwkvdnalgsgns

L) gesvteqdskdstislsstltiskadiekhkviacevtqglsspvtksfnrge
c

Cadena Anti-CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 9

pesada B | Qvqglgesgpglvkpsqtlsltctvsgfsisdigvhwvrgppgkglewlgvi

(Anti— wagggtninpslksrktiskdtskngvslklssvtaadtaviicardkgisiii

CD28 x | smdiwgqgttvtvsssqvqlvesgggvvgpgrsiriscaasgftftkawm

Anti— hwvrgapgkglewvagikdksnsiatiiadsvkgrftisrddskntliigmn

CD3- slraedtaviicrgviialspfdiwgqgtlvtvssrtastkgpsvfplapcsrst

H_Ojal) sestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglislssvvtv
pssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvilf
ppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevhnaktkpr
eeqfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektiskakgqpr
epgvctippsgeemtkngvsliscavkgfipsdiavewesnggpennik
ttppvldsdgsfflvskltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslsisl
gk

Cadena Anti—-CD3 x Anti—CD28—L: SEQ ID NO: 10

ligera B Divmtgtplslsvtpggpasisckssgslvhnnantilswilgkpggspgs

(Anti-CD3 | liikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftlkisrveaedvgviicgqgtqipftfgsg

X Anti— | tkveikggpkaapdivitgspaslavspggratitcrasesveiivtsimgw

CD28-L) | iggkpggppkllifaasnvesgvparfsgsgsgtdftitinpveandvanii
cqgsrkvpitfgggtkleiktkgpsrtvaapsvfifppsdeglksgtasvvcll
nnfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdstisisstltiskadie
khkviacevtqglsspvtksfnrgec

Secuencias de nucleotidos de la proteina de union 8

Cadena Anti-LAMP1-H_Botén: SEQ ID NO: 23

pesada A | caggtgcagctggtgcagtctggcgccgaagtgaagaaacccggceag

(Anti— cagcgtgaaggtgtcctgcaaggccagcggctacatcttcaccaactac

LAMP1- aacatccactgggtcaagaagtccccaggccagggcectggaatggatc

H_Botdn) | ggcgccatctatcccggaaacggcgacgcecccttacagccagaagttc

cagggcaaggccaccctgaccgccgataccagcacctccaccaccta
catggaactgagcagcctgcggagcgaggacaccgccgtgtactattg

cgtgcgggcecaactgggatgtggcecttcgectattggggecagggceaca
ctcgtgaccgtgtcctetgegtcgaccaagggceccatcggtgttecctetg

gccccttgcagcagaagcaccagcgaatctacagccgecctgggetge
ctcgtgaaggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctgge
gctctgacaagcggcegtgcacacctttccagecgtgctccagagcageg
gcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgcccagcageagectggg

caccaagacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacacca
aggtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctcectgecctecttg

cccagcccctgaatttctgggecggaccctecgtgttectgttccccccaaa

gcccaaggacaccctgatgatcagccggaccceccgaagtgacctgegt
ggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacy
tggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagagga
acagttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgecacc
aggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaag
ggcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggcecaagggeca
gccccgegagcctcaagtgtataccctgeccccttgccaggaagagatg
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accaagaaccaggtgtccctgtggtgtctcgtgaaaggcttctaccccag
cgacattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaact
acaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctgtac
tccaagctgaccgtggacaagagcecggtggcaggaaggcaacgtgttc
agctgctccgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaag
tccetgtctetgtcectgggcaag

Cadena Anti-LAMP1-L: SEQ ID NO: 24
ligera A gacatccagatgacccagagccccagcagcctgtctgccagegtgggce
(Anti— gacagagtgaccatcacatgcaaggccagccaggacatcgatcggta
LAMP1- catggcctggtatcaggacaagcccggcaaggcccccagactgctgat
L) ccacgataccagcacactgcagagcggcgtgcccagcagattttccgg
ctctggcagcggcagagactacaccctgaccatcagcaacctggaacc
cgaggacttcgccacctactactgcctgcagtacgacaacctgtggacct
tcggcggaggcaccaaggtggaaatcaagcgtacggtggcecgcetcce
agcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcacag
cctctgtcgtgtgcctgctgaacaacttctacccccgcgaggccaaagtig
cagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaa
gcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcag
caccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacg
cctgcgaagtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaagagctt
caaccggggcgagtgt
Cadena Anti—CD28 x Anti—-CD3-H_Ojal: SEQ ID NO: 11
pesada B | caggtgcagctgcaggaatctggccctggcctcgtgaagcctageccag
(Anti— accctgagcctgacctgtaccgtgtccggcttcagcctgagcgactacgg
CD28 x| cgtgcactgggtgcgccagccacctggaaaaggcctggaatggetggg
Anti— cgtgatctgggctggcggaggcaccaactacaaccccagcctgaagtc
CD3- cagaaagaccatcagcaaggacaccagcaagaaccaggtgtccctg
H_Ojal’) aagctgagcagcgtgacagccgccgataccgccgtgtactactgcgec

agagacaagggctacagctactactacagcatggactactggggccag
ggcaccaccgtgaccgtgtcatcctctcaggtgcagetggtggaatctgg
cggcggagtggtgcagcctggcagaagcectgagactgagctgtgeecge
cagcggcttcaccttcaccaaggcectggatgcactgggtgcgecaggec
cctggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagcea
acagctacgccacctactacgccgacagcegtgaagggecggttcacca
tcagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacage
ctgcgggcecgaggacaccgccgtgtactactgtcggggcgtgtactatg
ccctgagcecccttcgattactggggccagggaaccctegtgaccgtgtet
agtcggaccgcttcgaccaagggcccatcggtgttccctetggecccttg
cagcagaagcaccagcgaatctacagccgecctgggctgectcgtgaa
ggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggegetetgac
aagcggcgtgcacacctttccagccgtgctccagagcageggectgtac
tctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagcectgggcaccaag
acctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtgga
caagcgggtggaatctaagtacggccctccctgccctecttgcccagec
cctgaatttctgggcggaccctcegtgttectgttccccccaaageccaag
gacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtg
gatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtggacg
gcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtt
caacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggac
tggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagggcct
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gcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcecagcece

cgcgagcctcaagtgtgtaccctgccecectagccaggaagagatgacc
aagaaccaggtgtccctgagetgtgccgtgaaaggcttctaccccageg
acattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactac
aagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctggtgte

caagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgtgttca
gctgctcegtgatgcacgaggcecectgcacaaccactacacccagaagt

ccetgtctctgtecctgggcaag

Cadena
ligera B
(Anti-CD3
X Anti—
CD28-L:)

Anti—CD3 x Anti—-CD28-L:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagcectgagegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagccagagcctggtgcacaa
caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggcecagag
cccccagtecctgatctacaaggtgtccaacagattcagcggcegtgecc
gacagattctccggcagcggctctggcaccgacttcaccctgaagatca
gccgggtggaagccgaggacgtgggcegtgtactattgtggeccagggea
cccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaagg
gccagcccaaggccgceccccgacatcgtgctgacacagagcecctgct
agcctggccgtgtctcctggacagagggccaccatcacctgtagageca
gcgagagcgtggaatattacgtgaccagcctgatgcagtggtatcagca
gaagcccggccagccccccaagctgcetgattttcgccgccagcaacgt
ggaaagcggcgtgccagccagattttccggcagceggctctggcaccga
cttcaccctgaccatcaaccccgtggaagccaacgacgtggccaacta
ctactgccagcagagccggaaggtgccctacacctttggccagggceac
caagctggaaatcaagaccaagggccccagccgtacggtggcecgctc
ccagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggeac
agcctctgtcgtgtgectgctgaacaacttctacccccgecgaggcecaaag
tgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagcecagga
aagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagce
agcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgta
cgcctgcgaagtgacccaccagggcectgtctagccccgtgaccaagag
cttcaaccggggcgagtgt

SEQ ID NO: 12

Secuencias de aminoacidos de la proteina de unién 20

Cadena
pesada A
(Anti—
CD20-
H_Boton)

Anti-CD20-H_Botoén:
Qvglggpgaelvkpgasvkmsckasgitftsinmhwvkqtpgrglew
igaiipgngdtsingkfkgkatltadkssstaimglssltsedsaviicarst
iiggdwifnvwgagttvtvsaastkgpsviplapcsrstsestaalgclvk
difpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisissvvtvpsssligtktitcn
vdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflggpsvflfppkpkdtimis
rtpevtcvvvdvsgedpevqgfnwivdgvevhnaktkpreeqfnstirvvs
vitvlhgdwIngkeikckvsnkglpssiektiskakggprepqvitlppcq
eemtknqvslwclvkgfipsdiavewesngqgpennikttppvldsdgsff
liskltvdksrwgegnviscsvmhealhnhitgkslislsigk

SEQ ID NO: 114

Cadena
ligera A
(Anti—
CD20-L)

Anti—CD20-L:
Qivisgspailsaspgekvtmtcrasssvsiihwfqgkpgsspkpwiiat
snlasgvpvrfsgsgsgtsisltisrveaedaatiicqqwtsnpptfgggt
kleikrtvaapsvfifppsdeglksgtasvvclinnfipreakvgwkvdnal
gsgnsgesvteqdskdstislsstltiskadiekhkviacevtqglsspvtk
sfnrgec

SEQ ID NO: 115

Cadena
pesada B

CD28 x CD3-H_Ojal:
Qvglvgsgaevvkpgasvkvsckasgitftsiiihwvrgapgqglewig
siipgnvntniagkfqgratltvdtsistaimelsrirsddtaviictrshigld

SEQ ID NO: 3
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(CD28  «x
CD3-
H_Ojal)

wnfdvwgkgttvtvsssqvqlvesgggvvagpgrsiriscaasgftftka
wmhwvrgapgkglewvaqikdksnsiatiiadsvkgrftisrddskntli
Igmnslraedtaviicrgviialspfdiwgqgtlvtvssrtastkgpsvipla
pcsrstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglisl
sswvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcppcpapeflg
gpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgvevh
naktkpreegfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektisk
akgqprepgvctlppsqgeemtkngvslscavkgfipsdiavewesngq
pennikttppvldsdgsfflvskltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhit
gkslslslgk

Cadena
ligera B (
CD3 X
CD28-1)

CD3 x CD28-L:
Divmtgtplsisvtpggpasisckssgslvhnnantilswilgkpggspq
sliikvsnrfsgvpdrfsgsgsgtdftikisrveaedvgviicgggtqipftfg
sgtkveikggpkaapdigmtgspsslsasvgdrvtitcqasgniivwin
wiqgkpgkapklliikasnlhtgvpsrfsgsgsgtdftltissigpediatiicq
ggqtipitfgqgtkleiktkgpsrtvaapsvfifppsdeglksgtasvvclin
nfipreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstisisstltiskadiek
hkviacevtqglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 4

Secuencias

de nucledtidos de la proteina de unién 20

Cadena
pesada A
(Anti—
CD20-
H_Botdn:)

Anti—-CD20-H_Botoén:
caggtgcagctgcagcagcctggcgecgaactcgtgaaacctggege
ctccgtgaagatgagctgcaaggccagceggctacaccttcaccagcta
caacatgcactgggtcaagcagacccccggcagaggcctggaatgga
tcggcgccatctaccccggcaacggcgacacctcctacaaccagaagt
tcaagggcaaggccaccctgaccgccgacaagagcagcagcacag
cctacatgcagctgtccagcctgaccagcgaggacagcgcecgtgtact
actgcgccagaagcacctactacggcggcgactggtacttcaacgtgtg
gggagccggcaccaccgtgacagtgtctgctgcttcgaccaagggcecc
atcggtgttccctctggecccttgcagcagaagcaccagcgaatctaca
gccgcecectgggctgcectecgtgaaggactactttcccgageccgtgaccgt
gtcctggaactctggegctctgacaagceggcegtgcacacctttccagecg
tgctccagagcagcggcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgec
cagcagcagcctgggcaccaagacctacacctgtaacgtggaccaca
agcccagcaacaccaaggtggacaagcgggtggaatctaagtacgg
cccteectgecectecttgeccageccctgaatttctgggecggacccteegt
gttcctgttccccccaaagcccaaggacaccctgatgatcagecggacce
cccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgag
gtgcagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaag
accaagcccagagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgtc
cgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaa
gtgcaaggtgtccaacaagggcctgcccagctccatcgagaaaaccat
cagcaaggccaagggccagccccgcgagcectcaagtgtataccctge
ccccttgccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtcectgtggtgtcet
cgtgaaaggcttctaccccagcgacattgccgtggaatgggagagcaa
cggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggaca
gcgacggctcattcttcctgtactccaagctgaccgtggacaagagcecg
gtggcaggaaggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacgaggcecctg
cacaaccactacacccagaagtccctgtctctgtccctgggcaag

SEQ ID NO: 116

Cadena
ligera A

Anti—-CD20-L:
cagatcgtgctgagccagagccctgccatcctgagegcttccccaggceg
agaaagtgaccatgacctgcagagccagcagcagcgtgtcctacatcc

SEQ ID NO: 117
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(Anti—
CD20-L)

actggttccagcagaagcccggcagcagecccaagccttggatctacg
ccaccagcaatctggccagcggagtgectgtgeggtttageggctetgg
cagcggcacaagctacagcctgaccatcagccgggtggaagecgaa
gatgccgccacctactactgccagcagtggaccagcaacccccccac
atttggcggaggcaccaagctggaaatcaagcgtacggtggcecgetec
cagcgtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggeaca
gcctctgtcgtgtgectgctgaacaacttctacccccgegaggecaaagt
gcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccagga
aagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagectgage
agcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgta
cgcctgcgaagtgacccaccagggcctgtctagecececgtgaccaagag
cttcaaccggggcgagtgt

Cadena
pesada B
(CD28xC
D3-
H_Ojal:)

CD28xCD3-H_Ojal:
caggtgcagctggtgcagtctggcgccgaggtcgtgaaacctggegect
ctgtgaaggtgtcctgcaaggccagceggctacacctttaccagctactac
atccactgggtgcgccaggcccctggacagggactggaatggatcgge
agcatctaccccggcaacgtgaacaccaactacgcccagaagttccag
ggcagagccaccctgaccgtggacaccagcatcagcaccgcectacat
ggaactgagccggctgagaagcgacgacaccgccgtgtactactgca
cccggteccactacggcectggattggaacttcgacgtgtggggcaaggg
caccaccgtgacagtgtctagcagccaggtgcagctggtggaatctggce
ggcggagtggtgcagcectggcagaagcctgagactgagctgtgecgec
agcggcttcaccttcaccaaggcctggatgcactgggtgcgccaggcecc
ctggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagcaa
cagctacgccacctactacgccgacagcgtgaagggccggttcaccat
cagccgggacgacagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacagce
ctgcgggccgaggacaccgcecgtgtactactgtcggggcegtgtactatg
ccctgagccccttcgattactggggccagggaaccctcgtgaccgtgtct
agtcggaccgccagcacaaagggcccatcggtgttcectctggeccctt
gcagcagaagcaccagcgaatctacagccgccctgggctgectegtg
aaggactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggegcetct
gacaagcggcgtgcacacctttccagcecgtgcetccagagcagceggcect
gtactctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagcectgggcac
caagacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaag
gtggacaagcgggtggaatctaagtacggccctccctgecctecttgecc
agcccctgaatttctgggcggaccctcegtgttcctgttccccccaaagcec
caaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggt
ggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtgcagttcaattggtacgtgg
acggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaac
agttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcacca
ggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagg
gcctgeccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggceca
gccccgcegagcectcaagtgtgtaccetgecccctagccaggaagagat
gaccaagaaccaggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctacccc
agcgacattgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctg
gtgtccaagctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgt
gttcagctgctccgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccag
aagtccctgtctctgtccctgggcaag

SEQ ID NO: 7
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Cadena
ligera B
(CD3xCD
28—
L_Ojal)

CD3 x CD28-L_Ojal:
gacatcgtgatgacccagacccccctgagcectgagegtgacacctgga
cagcctgccagcatcagctgcaagagcagccagagcctggtgcacaa
caacgccaacacctacctgagctggtatctgcagaagcccggcecaga
gcccccagtccectgatctacaaggtgtccaacagattcagecggegtgec
cgacagattctccggcagcggctctggcaccgacttcaccctgaagatc
agccgggtggaagccgaggacgtgggcgtgtactattgtggccagggce
acccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaaggtggaaatcaag
ggccagcccaaggccgceccccgacatccagatgacccagagceccca
gcagcctgtctgccagegtgggcgacagagtgaccatcacctgtcagg
ccagccagaacatctacgtgtggctgaactggtatcagcagaagcccg
gcaaggcccccaagctgctgatctacaaggccagcaacctgcacacc
ggcgtgcccagcagattttctggcagcggctccggeaccgacttcaccct
gacaatcagctccctgcagcccgaggacattgccacctactactgccag
cagggccagacctacccctacacctttggccagggcaccaagctggaa
atcaagaccaagggccccagccgtacggtggcecgctcccagegtgttc
atcttcccacctagcgacgagcagctgaagtccggcacagcectctgtegt
gtgcctgctgaacaacttctacccccgecgaggccaaagtgcagtggaa
ggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaagcegtgacc
gagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcagcaccctga
cactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaa
gtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaagagcttcaaccgg
ggcgagtgt

SEQ IDNO: 8

Proteina de union 21 Secuencias de aminoacidos de la

Cadena
pesada A
(Anti—
CD20-
H_Boton)

Anti-CD20-H_Botén:
gvqlggpgaelvkpgasvkmsckasgitftsinmhwvkqgtpgrglewigaiipg
ngdtsingkfkgkatltadkssstaimqlssltsedsaviicarstiiggdwifnvw
gagttvtvsaastkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgalts
gvhtfpavlgssglisissvvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppc
ppcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgyv
evhnaktkpreeqgfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektiskak
ggprepqvitippcgeemtkngvslwclvkgfipsdiavewesnggpennikttp
pvidsdgsffliskitvdksrwgegnvfscsvmhealhnhitgkslsisigk

SEQ ID NO:
114

Cadena
ligera A
(Anti—
CD20-L)

Anti—CD20-L:
givisgspailsaspgekvtmtcrasssvsiihwfggkpgsspkpwiiatsnlasg
vpvrfsgsgsgtsisltisrveaedaatiicqqwtsnpptfgggtkleikrtvaapsvf
ifppsdeglksgtasvvclinnfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvteqdskdst
islsstltiskadiekhkviacevtqgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO:
115

Cadena
pesada B
(CD28 x
CD3-
H_Ojal)

CD28 x CD3-H_OQjal:
gvqlgesgpglvkpsqtlsitctvsgfslsdigvhwvrgppgkglewlgviwagggt
ninpslksrktiskdtskngvslklssvtaadtaviicardkgisiiismdiwgqggttvtv
sssqvqglvesgggvvgpgrsiriscaasgftftkawmhwvrgapgkqglewvaqi
kdksnsiatiiadsvkgrftisrddskntliigmnslraedtaviicrgviialspfdiwgq
gtivtvssrtastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdifpepvtvswnsgaltsg
vhtfpavigssglisissvvtvpssslgtktitcnvdhkpsntkvdkrveskigppcp
pcpapeflggpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvsgedpevgfnwivdgve
vhnaktkpreegfnstirvvsvitvihgdwingkeikckvsnkglpssiektiskakg
gprepqgvctlppsgeemtknqvslscavkgfipsdiavewesnggpennikitp
pvidsdgsfflvskitvdksrwgegnviscsvmhealhnhitgkslsisigk

SEQ ID NO:
9
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Cadena
ligera B
(CD3 «x
CD28-L)

CD3 x CD28-L
divmtqtplslsvtpggpasisckssqgslvhnnantilswilgkpggspgsliikvsnr
fsgvpdrfsgsgsgtdftikisrveaedvgviicgqgtqgipftfgsgtkveikggpkaa
pdivltgspaslavspggratitcrasesveiivtsimgwiqgkpggppkllifaasn
vesgvparfsgsgsgtdftltinpveandvaniicqgsrkvpitfgggtkleiktkgps
rtvaapsviifppsdeglksgtasvvclinnfipreakvqwkvdnalgsgnsgesvt
egdskdstislisstltiskadiekhkviacevtqglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO:
10

Secuencia

s de nucleotidos de la proteina de union 21

Cadena
pesada A
(Anti—
CD20-
H_Boton:
)

Anti-CD20-H_Botdn:
caggtgcagctgcagcagcctggcgecgaactcgtgaaacctggegectcegtg
aagatgagctgcaaggccagcggctacaccttcaccagctacaacatgcactgg
gtcaagcagacccccggcagaggcctggaatggatcggcegecatctacceegg
caacggcgacacctcctacaaccagaagttcaagggcaaggccaccctgacc
gccgacaagagcagcagcacagcctacatgcagctgtccagectgaccagceg
aggacagcgccgtgtactactgcgccagaagcacctactacggcggcgactggt
acttcaacgtgtggggagccggcaccaccgtgacagtgtctgctgcttcgaccaa
gggcccatcggtgttcectctggecccttgcagcagaagcaccagcgaatctaca
gccgccectgggctgectecgtgaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtectg
gaactctggcgctctgacaagcggcegtgcacacctttccagccgtgcetccagagce
agcggcctgtactctctgagcagcegtcgtgacagtgcccagcagcagectggge
accaagacctacacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtgg
acaagcgggtggaatctaagtacggccctccctgccctecttgcccagceccctga
atttctgggcggaccctcegtgttcctgttccccccaaagcccaaggacaccctgat
gatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccaggaaga
tcccgaggtgcagttcaattggtacgtggacggcegtggaagtgcacaacgcecaa
gaccaagcccagagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgtcegtge
tgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgt
ccaacaagggcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaaggg
ccagccccgcegagcectcaagtgtataccctgeccccttgccaggaagagatgac
caagaaccaggtgtccctgtggtgtctcgtgaaaggcttctaccccagcgacattg
ccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacce
cccctgtgctggacagcegacggctcattcttcctgtactccaagcetgaccgtggac
aagagccggtggcaggaaggcaacgtgttcagctgctcegtgatgcacgaggce
cctgcacaaccactacacccagaagtccctgtctctgtccctgggcaag

SEQ ID NO:
116

Cadena
ligera
(Anti—
CD20-L:)

A

Anti—-CD20-L:
cagatcgtgctgagccagagccctgccatcctgagegcttccccaggcgagaaa
gtgaccatgacctgcagagccagcagcagcgtgtcctacatccactggttccage
agaagcccggcagcagccccaagccttggatctacgccaccagcaatctggec
agcggagtgcectgtgeggtttagcggctctggcageggcacaagctacagcctg
accatcagccgggtggaagccgaagatgccgccacctactactgccageagtg
gaccagcaacccccccacatttggcggaggcaccaagctggaaatcaagegta
cggtggccgctcccagcegtgttcatcttcccacctagcgacgagcagctgaagte
cggcacagcctctgtegtgtgectgctgaacaacttctacccccgegaggcecaaa
gtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagccaggaaage
gtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagcagcaccctga
cactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcctgcgaagtgac
ccaccagggcctgtctagccccgtgaccaagagcttcaaccggggegagtgt

SEQ ID NO:
117

Cadena
pesada B
(CD28 x

CD28 x CD3-H_OQjal:
caggtgcagctgcaggaatctggccctggcctcgtgaagcectagccagaccctg
agcctgacctgtaccgtgtccggcttcagcctgagcgactacggegtgcactgggt

SEQ ID NO:
118
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CD3-
H_Ojal:

gcgccagcecacctggaaaaggcectggaatggetgggegtgatctgggetggeg
gaggcaccaactacaaccccagcctgaagtccagaaagaccatcagcaagga

caccagcaagaaccaggtgtccctgaagctgagcagegtgacagecgecgata
ccgccgtgtactactgcgccagagacaagggctacagctactactacagcatgg
actactggggccagggcaccaccgtgaccgtgtcatcctctcaggtgcagcetggt
ggaatctggcggcggagtggtgcagcectggcagaagectgagactgagetgtge
cgccagcggcttcaccttcaccaaggcectggatgcactgggtgcgecaggeccct
ggaaagcagctggaatgggtggcccagatcaaggacaagagcaacagctac
gccacctactacgccgacagcgtgaagggcecggttcaccatcagccgggacga
cagcaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgggecgaggacacc
gccgtgtactactgtcggggcgtgtactatgccctgagecccttcgattactgggge
cagggaaccctcgtgaccgtgtctagtcggaccgcttcgaccaagggceccatcg
gtgttccctctggecccttgcagcagaagcaccagegaatctacagecgecctgg
gctgcctcgtgaaggactactttcccgageccgtgaccgtgtectggaactctgge
gctctgacaagcggcegtgcacacctttccagecgtgctccagagcageggectgt
actctctgagcagcgtcgtgacagtgcccagcagcagcectgggcaccaagacct
acacctgtaacgtggaccacaagcccagcaacaccaaggtggacaagcgggt
ggaatctaagtacggccctccctgecctecttgecccageccctgaatttctgggegg
accctccgtgttcctgttccccccaaagcccaaggacaccctgatgatcagecgg
acccccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccaggaagatcccgaggtg
cagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcc
cagagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtget
gcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaag
ggcctgcccagctccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggecagecce
gcgagcctcaagtgtgtaccctgccecctagccaggaagagatgaccaagaac
caggtgtccctgagctgtgccgtgaaaggcttctaccccagegacattgeegtgga
atgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtg
ctggacagcgacggctcattcttcctggtgtccaagctgaccgtggacaagagec
ggtggcaggaaggcaacgtgttcagctgctccgtgatgcacgaggccctgcaca
accactacacccagaagtccctgtctctgtccctgggcaag

Cadena
ligera B
(CD3_CD
28-L)

(CD3_CD28-L::
gacatcgtgatgacccagacccccctgagcctgagcegtgacacctggacagcct
gccagcatcagctgcaagagcagccagagcctggtgcacaacaacgccaaca
cctacctgagctggtatctgcagaagcccggccagagceccccagtcectgatcta
caaggtgtccaacagattcagcggcgtgcccgacagattctccggcageggctct
ggcaccgacttcaccctgaagatcagccgggtggaagccgaggacgtgggegt
gtactattgtggccagggcacccagtaccccttcacctttggcagcggcaccaag
gtggaaatcaagggccagcccaaggccgceccccgacatcgtgctgacacaga
gccctgcetagectggecgtgtetcctggacagagggccaccatcacctgtagage
cagcgagagcgtggaatattacgtgaccagcctgatgcagtggtatcagcagaa
gcccggcecagcecccccaagctgcetgattttcgecgeccagcaacgtggaaagceg
gcgtgccagccagattttccggcagceggctctggcaccgacttcaccctgaccatc
aaccccgtggaagccaacgacgtggccaactactactgccagcagagccgga
aggtgccctacacctttggccagggcaccaagctggaaatcaagaccaagggce
cccagcecgtacggtggecgctcccagegtgttcatcttcccacctagcgacgagce
agctgaagtccggcacagcctctgtcgtgtgectgctgaacaacttctacccecge
gaggccaaagtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagagcggcaacagce
caggaaagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagcctgagce
agcaccctgacactgagcaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcct
gcgaagtgacccaccagggcctgtctagccccgtgaccaagagcttcaaccgg

ggcgagtgt

SEQ ID NO:
119




Tabla 3:
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Secuencias de cadena pesada y

especificamente dirigidas a IL-4, IL-13 y/o TNFa.

ligera de proteinas de union

Secuenci

as de aminodcidos de la proteina de unién 9

Cadena
pesada
A

HC:
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVR
QAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLP
PSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
60

Cadena
ligera A

LC:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKP
GKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGQPKAAPSVTLFPP
SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE
TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
61

Cadena
pesada
B

HC:
QVOQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSEVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSIN
WVRQPPGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSS
KSQVFLEMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGT
SVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNRFTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
62

Cadena
ligera B

LC:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSG
GDIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQK
PGNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQP
EDIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK

SEQ ID NO:
63
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VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencias de nucle6tidos de la proteina de unién 9

Cadena
pesada
A

HC:
gaggtgcagctggtggaaagcggcggaggactggtgcagcccggcagaagcec
tgagactgagctgcgccgccagcggcttcaccttcgacgactacgccatgcactg
ggtccgecaggceccctggcaagggcectggaatgggtgtccgcecatcacctggaa
cagcggccacatcgactacgccgacagcgtggaaggcecggttcaccatcagcec
gggacaacgccaagaacagcctgtacctgcagatgaacagcctgcgggcecga
ggacaccgccgtgtactactgcgccaaggtgtcctacctgagcaccgecagceag
cctggactactggggccagggcaccctggtgacagtgtccagegcttccaccaa
gggccccagcgtgttccecctggeccctagcagcaagagcacatctggecggeac
agccgccctgggcetgcectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtee
tggaactctggcgccctgaccagcggagtgcataccttccctgecgtgetgcagte
cagcggcctgtacagcctgagcagcegtggtcacagtgcccagcagcagcectgg
gcacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggt
ggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcccccc
tgccctgeccctgaactgetgggeggacccteegtgttectgttccccccaaagec
caaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtgg
acgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtgga
agtgcataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcaccta
ccgggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcaccaggactggctgaacggcaaaga
gtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgagaaaaccat
cagcaaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccctgecceccce
agcagagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagcetgcgecgtgaaggg
cttctaccccagcgatatcgccgtggaatgggagagcaacggcecageccgaga
acaactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcetggt
gtccaagctgacagtggacaagagcecggtggcagcagggcaacgtgttcagct
gcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtccctgagce
ctgagccccggce

SEQ ID NO:
64

Cadena
ligera A

LC:
gacatccagatgacccagagccccagcagcctgagcgecagegtgggegaca
gagtgaccatcacctgtcgggccagccagggcatccggaactacctggcectggt
atcagcagaagcccggcaaggcccccaagctgctgatctacgecgecagceac
actgcagagcggcgtgcccagcagattcagcggcagcggcetccggceaccgact
tcaccctgaccatcagcagcctgcagcccgaggacgtggcecacctactactgec
agcggtacaacagagccccctacaccttcggccagggcaccaaggtggaaatc
aagggacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttccccccaagcagega
ggaactgcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatcagcegacttctaccct
ggcgcecgtgaccgtggcectggaaggcecgatagcetctcecegtgaaggecggegtg
gaaaccaccacccccagcaagcagagcaacaacaaatacgccgcectccagct
acctgagcctgacccccgagcagtggaagtcccaccggtcctacagctgccag
gtcacacacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggcccccaccgagtgca

gc

SEQ ID NO:
65

Cadena
pesada
B

HC :
caggtgcagctgcagcagagcggccctgagctggtcaagectggegecagegt
gaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggatccactg
gatcaagcagcggcctggccagggcectggaatggatcggcatgatcgaccecca
gcgacggcgagacacggctgaaccagagattccagggcagagccaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcggagecccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccggcetgaaagagtacggcaactacga

SEQ ID NO:
66
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cagcttctacttcgacgtgtggggagccggcaccctggtcaccgtgtccagcgaa
gtgcagctgaaagaaagcggccctggectggtggeccctggeggeagectgag
catcacctgtaccgtgtccggcttcagcctgaccgacagcagceatcaactgggte
cgacagccccctggcaagggcctcgagtggetgggaatgatctggggegacgg
ccggatcgactacgccgacgccctgaagtccecggctgagcatcagcaaggaca
gcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacgacacc
gccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgccatggatttctgggg
ccagggcaccagcgtgaccgtgtcctctgettccaccaagggccccagcegtgttc
cctctggeccctagcagcaagagcacatctggcggaacagecgcecctgggctg
cctggtcaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtcctggaactctggtgecct
gacaagcggagtgcataccttccctgecgtgectgcagagcagceggcectgtactct
ctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggcacccagacctacat
ctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtggaa
cccaagagctgcgacaagacccacacctgtcctcectgtectgcccctgaactge
tgggcggaccctccgtgttcctgttccctccaaagcccaaggataccctgatgatce
agccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgaggatcce
gaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagacc
aagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgetgac
agtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtcca
acaaggccctgccagceccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggceca
gccccgegagcctcaggtgtacacactgectccatgccgggacgagctgacca
agaaccaggtgtccctgtggtgectegtgaagggcttctaccectccgatatcgec
gtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccctc
ccgtgctggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgtggacaa
gtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagctgctetgtgatgcacgaggecctg
cacaaccggttcacccagaagtccctgagcctgagecctgge

Cadena
ligera B

LC:
Gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggecgtgtctctgggecagaga
gccaccatcagcetgccgggcecagcgagagcegtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgcetgatctace
tggccagcaacctggaaagcggcgtgcccgccagattcagcggecagcggceag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgcecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagccggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggcggctccggcagcagcggcetctggeggegatatee
agatgacccagtcccccgcctcectgagcegtgtccgtgggcgacaccatcaccct
gacatgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttccagcaga
agcctggcaacatccctaagctgctcatctataaggcctccaacctgcacaccgg
cgtgcccagcaggttttccggcetctggcageggcaccggctttaccctgacaatca
gcagcctgcagcccgaggatatcgccacatattactgtcagcaggcccacagct
accccttcacctttggcggcggaacaaagctcgagattaagggcggcagegga
agctccggctcecggcggacgtacggtggecgctectteegtgttcatcttcecteect
ccgacgagcagctgaagtccggeaccgcectecegtggtgtgtctgctgaacaactt
ctaccctcgggaggcecaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtceg
gcaactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactce
ctgtcctccacccetgaccctgtccaaggccgactacgagaagcacaaggtgtac
gcctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagcecctgtgaccaagtccttcaacc

ggggcgagtge

SEQ ID NO:
67

Secuencias de amino&cidos de la proteina de unién 10

Cadena
pesada
A

HC :
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVR
QAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNS

SEQ ID NO:
60
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LYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLP
PSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

Cadena
ligera A

LC:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKP
GKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGQPKAAPSVTLFPP
SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE
TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
61

Cadena
pesada
B

HC:
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNRFTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
68

Cadena
ligera B

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGDIVL
TQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWYQQK
AGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVQA
EDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
69

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 10

Cadena
pesada
A

HC:

gaggtgcagctggtggaaagcggceggaggactggtgcagcccggcagaagcec
tgagactgagctgcgccgccagcggcttcaccttcgacgactacgccatgcactg
ggtccgecaggceccctggcaagggcectggaatgggtgtccgcecatcacctggaa
cagcggccacatcgactacgccgacagcgtggaaggcecggttcaccatcagec
gggacaacgccaagaacagcctgtacctgcagatgaacagcctgcgggecga
ggacaccgccgtgtactactgcgccaaggtgtcctacctgagcaccgecagceag

SEQ ID NO:
64




294

cctggactactggggccagggcaccctggtgacagtgtccagegcttccaccaa
gggccccagcgtgttcccectggeccctagcagcaagagceacatctggeggeac
agccgcecctgggcetgectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtee
tggaactctggcgcecctgaccagcggagtgcataccttccctgecgtgetgeagte
cagcggcctgtacagcctgagcagegtggtcacagtgcccagcagcagectgg
gcacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggt
ggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtccccce
tgccctgcccctgaactgctgggeggacccteegtgttectgttccccccaaagec
caaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtgg
acgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcegtgga
agtgcataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcaccta
ccgggtggtgteegtgctgacegtgctgcaccaggactggctgaacggcaaaga
gtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgagaaaaccat
cagcaaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccctgeccece
agcagagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagctgcgecgtgaaggg
cttctaccccagcgatatcgccgtggaatgggagagcaacggecageccgaga
acaactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcetggt
gtccaagctgacagtggacaagagccggtggcagcagggcaacgtgttcaget
gcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtccctgage
ctgagccccgge

Cadena
ligera A

LC:
gacatccagatgacccagagccccagcagcctgagcgecagegtgggcegaca
gagtgaccatcacctgtcgggccagccagggcatccggaactacctggcectggt
atcagcagaagcccggcaaggcccccaagctgctgatctacgccgcecagceac
actgcagagcggcgtgcccagcagattcagcggcageggctccggcaccgact
tcaccctgaccatcagcagcctgcagcccgaggacgtggcecacctactactgec
agcggtacaacagagccccctacaccttcggccagggcaccaaggtggaaatc
aagggacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttccccccaagcagega
ggaactgcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatcagcgacttctacect
ggcgcecgtgaccgtggcectggaaggcecgatagcetctccegtgaaggecggcegtg
gaaaccaccacccccagcaagcagagcaacaacaaatacgccgcectccagct
acctgagcctgacccccgagcagtggaagtcccaccggtcctacagcetgeccag
gtcacacacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggcccccaccgagtgca

gc

SEQ ID NO:
65

Cadena
pesada

HC:
gaggtgcagctgaaagagtccggccctggactggtggeccctggecggeagect
gagcatcacctgtaccgtgtccggcttcagcctgaccgacagcagcatcaactgg
gtccgacagccccctggcaagggcectggaatggetgggceatgatctggggega
cggccggatcgactacgccgacgcecctgaagtcccggcetgagcatcagcaagg
acagcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacga
caccgccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgcecatggatttct
ggggccagggcaccagcgtgaccgtgtccagtcaggtccagetgcagcagagce
ggccctgagctggtcaagcectggcgcecagegtgaagatcagcetgcaaggcecag
cggctacagcttcaccagctactggatccactggatcaagcagcggcectggeca
gggcctcgagtggatcggaatgatcgaccccagcgacggcgagacacggctg
aaccagagattccagggcagagccaccctgaccgtggacgagagcaccagca
ccgcctacatgcagctgcggagcecccaccagcgaggacagegcecgtgtactac
tgcacccggctgaaagaatacggcaactacgacagcttctacttcgacgtgtggg
gagccggcaccctggtcaccgtgtctagcgcttccaccaagggecccagegtgtt
ccctectggeccctagcagcaagagcacatctggcggaacagccgecctgggct
gcctggtcaaggactactttcccgageccgtgaccgtgtcctggaactctggtgec

SEQ ID NO:
97
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ctgacaagcggagtgcataccttccctgecgtgctgcagagcageggcctgtact
ctctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggcacccagacctac
atctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtgg
aacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcctcectgtectgeccctgaact
gctgggcggaccctecgtgttectgttcectccaaageccaaggataccctgatga
tcagccggacccectgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgaggatce
cgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagac
caagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgetga
cagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtce
aacaaggccctgccagcccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcec
agccccgegagcctcaggtgtacacactgcectccatgccgggacgagctgace
aagaaccaggtgtccctgtggtgcctcgtgaagggcttctaccectecgatatcge
cgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccect
cccgtgetggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgtggaca
agtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagctgctctgtgatgcacgaggecct
gcacaaccggttcacccagaagtccctgagectgagecctgge

Cadena
ligera B

LC:
gacatccagatgacccagagccccgccagcctgagegtgtccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgcetgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcagcggcaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagcea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagctggaaatcaagg
gcggcagceggcagcteccggcetetggeggegatatcgtgctgacccagtcteecg
cctecectggcecgtgtetctgggecagagagcecaccatcagcetgecgggecageg
agagcgtggacagctacggccagagctacatgcactggtatcagcagaaggcc
ggacagccccctaaactgcetcatctacctggectccaacctggaaagceggcegtg
cccgccaggttttccggcagceggcetccagaaccgacttcaccctgacaatcgacce
ccgtgcaggccgaggacgccgcecacatattactgtcagcagaacgccgaggac
agcagaacctttggcggcggaacaaagctcgagattaagggcggcetccggctc
cagcggatctggcggacgtacggtggccgctccttcegtgttcatcttcccteectee
gacgagcagctgaagtccggcaccgccteccgtggtgtgtctgectgaacaacttcta
ccctcgggaggcecaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtecggce
aactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactccct
gtcctccaccctgacccetgtccaaggcecgactacgagaagcacaaggtgtacgce
ctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagecctgtgaccaagtccttcaaccgg

ggcgagtgc

SEQ ID NO:
70

Secuencias de amino&cidos de la proteina de union 11

Cadena
pesada
A

HC:
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVR
QAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLP
PSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
60
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Cadena
ligera A

LC:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKP
GKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
71

Cadena
pesada

HC:
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNRFTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
68

Cadena
ligera B

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGDIVL
TQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWYQQK
AGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVQA
EDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
69

Secuencias de nucle6tidos de la proteina de unién 11

Cadena
pesada
A

HC:
gaggtgcagctggtggaaagcggcggaggactggtgcagcccggcagaagcec
tgagactgagctgcgccgccagcggcttcaccttcgacgactacgccatgcactg
ggtccgecaggceccctggcaagggcectggaatgggtgtccgcecatcacctggaa
cagcggccacatcgactacgccgacagcgtggaaggcecggttcaccatcagcec
gggacaacgccaagaacagcctgtacctgcagatgaacagcctgcgggcecga
ggacaccgccgtgtactactgcgccaaggtgtcctacctgagcaccgecagceag
cctggactactggggccagggcaccctggtgacagtgtccagegcttccaccaa
gggccccagcgtgttccecctggeccctagcagcaagagcacatctggecggeac
agccgccctgggcetgcectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtee
tggaactctggcgccctgaccagcggagtgcataccttccctgecgtgetgcagte
cagcggcctgtacagcctgagcagcegtggtcacagtgcccagcagcagcectgg
gcacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggt
ggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcccccc
tgccctgeccctgaactgetgggeggacccteegtgttectgttccccccaaagec
caaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtgg
acgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtgga

SEQ ID NO:
64
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agtgcataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcaccta
ccgggtggtgtecgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaaga
gtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgectgcccccatcgagaaaaccat
cagcaaggccaagggccagcectagagagccccaagtctgcaccctgeeeecc
agcagagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagetgcgecgtgaaggg
cttctaccccagcgatatcgccgtggaatgggagagcaacggcecageccgaga
acaactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattettcetggt
gtccaagctgacagtggacaagagccggtggcagcagggceaacgtgttcagcet
gcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtccctgage
ctgagceccggc

Cadena
ligera A

LC:
gacatccagatgacccagagccccagcagcctgagcgecagegtgggcegaca
gagtgaccatcacctgtcgggccagccagggcatccggaactacctggcectggt
atcagcagaagcccggcaaggcccccaagctgctgatctacgccgcecagceac
actgcagagcggcgtgcccagcagattcagcggcageggctccggcaccgact
tcaccctgaccatcagcagcctgcagcccgaggacgtggcecacctactactgec
agcggtacaacagagccccctacaccttcggccagggcaccaaggtggaaatc
aagcgtacggtggccgctccttcegtgttcatcttccctcectccgacgagceagctg
aagtccggcaccgcctcegtggtgtgtctgctgaacaacttctaccctcgggaggce
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccggcaactcccaggagt
ccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactccctgtcctccaccctga
ccctgtccaaggecgactacgagaagcacaaggtgtacgectgtgaggtgaccce
accagggcctgtccagccctgtgaccaagtccttcaaccggggegagtge

SEQ ID NO:
72

Cadena
pesada

HC :
gaggtgcagctgaaagagtccggccctggactggtggceccctggeggeagcect
gagcatcacctgtaccgtgtccggcttcagectgaccgacagcagcatcaactgg
gtccgacagccccctggcaagggcectggaatggcetgggcatgatctggggcega
cggccggatcgactacgccgacgcecctgaagtcccggcetgagcatcagcaagg
acagcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacga
caccgccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgccatggatttct
ggggccagggcaccagcgtgaccgtgtccagtcaggtccagetgcagcagagce
ggccctgagctggtcaagectggecgecagegtgaagatcagcetgcaaggcecag
cggctacagcttcaccagctactggatccactggatcaagcagcggcectggeca
gggcctcgagtggatcggaatgatcgaccccagcgacggcgagacacggctg
aaccagagattccagggcagagccaccctgaccgtggacgagagcaccagca
ccgcctacatgcagcetgcggagcecccaccagcgaggacagcegcecgtgtactac
tgcacccggctgaaagaatacggcaactacgacagcttctacttcgacgtgtggg
gagccggceaccctggtcaccgtgtctagcgcttccaccaagggccccagcegtgtt
ccctetggeccctagcagcaagagcacatctggcggaacagcecgcecctgggct
gcctggtcaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtcctggaactcetggtgec
ctgacaagcggagtgcataccttccctgecgtgctgcagagcagceggcectgtact
ctctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggceacccagacctac
atctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtgg
aacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcctcectgtectgeccctgaact
gctgggceggaccctecgtgttectgtticcctccaaagcccaaggataccctgatga
tcagccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgaggatcc
cgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagac
caagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtcegtgcetga
cagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtcc
aacaaggccctgccagcccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcece
agccccgcegagcectcaggtgtacacactgcectccatgccgggacgagctgacce

SEQ ID NO:
97
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aagaaccaggtgtccctgtggtgcctcgtgaagggcttctaccectcecgatatcge

cgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccect
ccegtgctggacagcegacggctcattcttcctgtacagcaagcetgaccgtggaca

agtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagetgetctgtgatgcacgaggecct
gcacaaccggttcacccagaagtccctgagectgagecctgge

Cadena
ligera B

LC:
gacatccagatgacccagagccccgcecagcectgagegtgteccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgcetgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcagceggceaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagctggaaatcaagg
gcggcagceggcagcteccggcetctggeggegatatcgtgctgacccagtcteecg
cctecctggcecgtgtetctgggccagagagcecaccatcagcetgecgggecageg
agagcgtggacagctacggccagagctacatgcactggtatcagcagaaggcc
ggacagccccctaaactgcetcatctacctggectccaacctggaaagcggcegtg
cccgccaggttttccggcagceggcetccagaaccgacttcaccctgacaatcgacce
ccgtgcaggccgaggacgccgcecacatattactgtcagcagaacgccgaggac
agcagaacctttggcggcggaacaaagctcgagattaagggcggcetccggctc
cagcggatctggcggacgtacggtggccgctccttcegtgttcatcttcccteectee
gacgagcagctgaagtccggceaccgccteccgtggtgtgtctgectgaacaacttcta
ccctcgggaggcecaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtecggce
aactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactccct
gtcctccaccctgacccetgtccaaggcecgactacgagaagcacaaggtgtacgce
ctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagccctgtgaccaagtccttcaaccgg

ggcgagtge

SEQ ID NO:
70

Secuenci

as de aminocidos de la proteina de union 12

Cadena
pesada
A

HC :
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
73

Cadena
ligera A

LC:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGQPKAAPSYV
TLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPV
KAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQ
VTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
74

Cadena
pesada
B

HC:
QVOQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA

YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL

SEQ ID NO:
75
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VTVSSEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAM
HWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRD
NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNRFTQKSLSLSPG

Cadena
ligera B

LC:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKP
GKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGSGSSGSGGDIQ
MTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKPGNI
PKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPEDIAT
YYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYA
CEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
76

Secuencias de nucle6tidos de la proteina de unién 12

Cadena
pesada
A

HC:
gaggtgcagctgaaggagagcggccccggcectggtggeccccggeggeagcec
tgagcatcacctgcaccgtgagcggcttcagcctgaccgacagcagcatcaact
gggtgcgccagccccccggcaagggcectggagtggetgggcatgatctggggce
gacggccgcatcgactacgccgacgecctgaagagcecgectgagcatcagca
aggacagcagcaagagccaggtgttcctggagatgaccagcctgcgcaccga
cgacaccgccacctactactgcgcccgcgacggctacttcccctacgecatgga
cttctggggecagggcaccagcegtgaccgtgagcagcgccagcaccaagggce
cccagcgtgttccccctggeccctagcagcaagagcacatctggcggcacagcec
gccctgggctgectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtectgga
actctggcgccctgaccagcggagtgcataccttccctgecgtgetgcagtccage
ggcctgtacagcctgagcagcegtggtcacagtgcccagcagcagcectgggceac
ccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggtggac
aagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtccceccctgec
ctgcccctgaactgcetgggeggacccteegtgttcctgttccccccaaagceccaag
gacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggacgtg
tcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggegtggaagtge
ataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccggg
tggtgtcecgtgcetgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtaca
agtgcaaggtgtccaacaaggccctgectgecccccatcgagaaaaccatcagce
aaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccctgecccccagcea
gagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagctgcgecgtgaagggcttct
accccagcgatatcgecgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctggtgtee
aagctgacagtggacaagagccggtggcagcagggcaacgtgtticagctgcag
cgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtccctgagectgag
cceegge

SEQ ID NO:
77
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Cadena
ligera A

LC:
gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggcecgtgtctctgggccagaga
gccaccatcagctgccgggccagcgagagcegtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgctgatctacc
tggccagcaacctggaaagcggcegtgcccgcecagattcagcggcageggceag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgcecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagcecggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttcec
cccaagcagcgaggaactgcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatca
gcgacttctaccctggegecgtgaccgtggectggaaggccgatagctctceegt
gaaggccggcgtggaaaccaccacccccagcaagcagagcaacaacaaata
cgccgcecagcagctacctgagcectgacccccgagecagtggaagtcccaccggt
cctacagctgccaggtcacacacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggce
ccccaccgagtgcagce

SEQ ID NO:
78

Cadena
pesada

HC:
caggtgcagctgcagcagagcggccctgagctggtcaagectggegecagegt
gaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggatccactg
gatcaagcagcggcctggccagggcectggaatggatcggcatgatcgacccca
gcgacggcgagacacggctgaaccagagattccagggcagagccaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcggagcecccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccggctgaaagagtacggcaactacga
cagcttctacttcgacgtgtggggagccggcaccctggtcaccgtgtccagcgaa
gtgcagctggtggaaagcggcggaggcectggtgcageccggcagaagcectga
gactgagctgcgccgccagceggcttcaccttcgacgactacgccatgcactgggt
ccgacaggcccctggcaaaggactggaatgggtgtccgccatcacctggaaca
gcggccacatcgactacgccgacagcgtggaaggccggttcaccatcagecgg
gacaacgccaagaacagcctgtacctgcagatgaacagcctgcgggecgagg
ataccgccgtgtattattgcgccaaggtgtcctacctgagcaccgccagcagcctg
gactactggggccagggcaccctcgtgacagtgtcctccgettccaccaagggce
cccagcgtgttcecctectggeccctagcagcaagagcacatctggcggaacagcec
gccctgggctgectggtcaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtectggaa
ctctggtgcecctgacaagcggagtgcataccttccctgecgtgetgcagagcagce
ggcctgtactctctgagcagcegtggtcaccgtgccaagcagcagectgggceacc
cagacctacatctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaa
gaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcctcectgtectge
ccctgaactgctgggcggacccteegtgttectgttccctccaaagcccaaggata
ccctgatgatcagccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcececa
cgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataa
cgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggt
gtccgtgctgacagtgctgcaccaggactggcetgaacggcaaagagtacaagtg
caaggtgtccaacaaggccctgccagcccctatcgagaaaaccatcagcaagg
ccaagggccagccccgcgagcctcaggtgtacacactgcctccatgccgggac
gagctgaccaagaaccaggtgtccctgtggtgcctcgtgaagggcttctacccectc
cgatatcgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaag
accacccctcccgtgctggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagcetgac
cgtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagcetgcetctgtgatgcac
gaggccctgcacaaccggttcacccagaagtccctgagectgagecctgge

SEQ ID NO:
79

Cadena
ligera B

LC:
gacatccagatgacccagagccccagcagcctgagcgecagegtgggegaca
gagtgaccatcacctgtcgggccagccagggcatccggaactacctggcectggt
atcagcagaagcccggcaaggcccccaagctgctgatctacgeccgecagceac

SEQ ID NO:
80
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actgcagagcggcgtgcccagcagattcagcggcageggctccggeaccgact
tcaccctgaccatcagcagcctgcagcccgaggacgtggcecacctactactgec
agcggtacaacagagccccctacaccttcggccagggcaccaaggtggaaatc
aagggcggctctggcagctccggcageggceggagacattcagatgacacagtc
ccccgcecagcctgteegtgtecegtgggegataccatcaccctgacatgccacgcc
agccagaacatcgacgtgtggctgagctggttccagcagaaacctggcaacatc
cctaagctgctcatctataaggccagcaacctgcacacaggegtgecctccagat
tctccggcetctggetctggecaccggctttacactgacaatcagttctctgcagectga
ggatatcgccacatattactgtcagcaggcccacagctaccctttcaccttcggag
gcggcaccaagctcgagattaagggcggaagcggctcctccggetccggegga
cgtacggtggccgctccttcegtgttcatcttcectecctccgacgagcagctgaagt
ccggcaccgcctcegtggtgtgtctgctgaacaacttctaccctcgggaggcecaa
ggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccggcaactcccaggagteeg
tcaccgagcaggactccaaggacagcacctactccctgtcctccaccctgaccect
gtccaaggccgactacgagaagcacaaggtgtacgcctgtgaggtgacccacc
agggcctgtccagccctgtgaccaagtccttcaaccggggegagtge

Secuencias de aminoacidos de la proteina de union 13

Cadena
pesada
A

HC:
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
73

Cadena
ligera A

LC:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGQPKAAPSYV
TLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPV
KAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQ
VTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
74

Cadena
pesada
B

HC:
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVR
QAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLV
TVSSQVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIH
WIKQRPGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDE
STSTAYMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVW
GAGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG

SEQ ID NO:
81
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QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNRFTQKSLSLSPG

Cadena
ligera B

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGDIQM
TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKA
PKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVA
TYYCOQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGSGSSGSGGRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYVYDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYA
CEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
82

Secuencias de nucle6tidos de la proteina de unién 13

Cadena
pesada
A

HC:
gaggtgcagctgaaggagagcggccccggcectggtggeccccggeggeagcec
tgagcatcacctgcaccgtgagcggcttcagcctgaccgacagcagcatcaact
gggtgcgccagccccccggcaagggcectggagtggetgggcatgatctggggce
gacggccgcatcgactacgccgacgecctgaagagcecgectgagcatcagca
aggacagcagcaagagccaggtgttcctggagatgaccagcctgcgcaccga
cgacaccgccacctactactgcgcccgcgacggctacttccectacgecatgga
cttctggggcecagggcaccagcegtgaccgtgagcagcgccagcaccaagggce
cccagcgtgttccccctggeccctagcagcaagagcacatctggcggcacagcec
gccctgggctgectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtectgga
actctggcgccctgaccagcggagtgcataccttccctgecgtgetgcagtccage
ggcctgtacagcctgagcagcegtggtcacagtgcccagcagcagcectgggceac
ccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggtggac
aagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtccceccctgec
ctgcccctgaactgctgggeggacccteegtgttcctgttccccccaaagceccaag
gacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggacgtg
tcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcegtggaagtgce
ataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccggg
tggtgtcecgtgcetgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtaca
agtgcaaggtgtccaacaaggccctgectgecccccatcgagaaaaccatcagce
aaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccctgecccccagcea
gagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagctgcgecgtgaagggcttct
accccagcgatatcgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctggtgtee
aagctgacagtggacaagagccggtggcagcagggcaacgtgticagctgcag
cgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtccctgagectgag
cceegge

SEQ ID NO:
77

Cadena
ligera A

LC:
gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggcecgtgtetctgggeccagaga
gccaccatcagcetgccgggcecagcgagagcegtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgcetgatctace
tggccagcaacctggaaagcggcgtgcccgccagattcagcggecagcggeag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagcecggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttcce
cccaagcagcgaggaactgcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatca
gcgacttctaccctggegecgtgaccgtggectggaaggccgatagctctceegt
gaaggccggcgtggaaaccaccacccccagcaagcagagcaacaacaaata

SEQ ID NO:
78
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cgccgccagcagctacctgagectgacccccgageagtggaagteccaccggt
cctacagctgccaggtcacacacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtgge
ccccaccgagtgcage

Cadena
pesada

HC :
gaggtgcagctggtggaaagcggceggaggactggtgcagcccggcagaagcec
tgagactgagctgcgccgccageggcttcaccttcgacgactacgccatgcactg
ggtccgacaggcccctggcaagggcctggaatgggtgtccgecatcacctggaa
cagcggccacatcgactacgccgacagcgtggaaggccggttcaccatcagcec
gggacaacgccaagaacagcctgtacctgcagatgaacagcectgcgggecga
ggacaccgccgtgtactactgcgccaaggtgtcctacctgagcaccgecagcag
cctggactactggggcecagggcaccctggtcaccgtgtccagtcaggtccagctg
cagcagagcggccctgagctggtcaagcectggcgecagegtgaagatcagctg
caaggccagcggctacagcttcaccagctactggatccactggatcaagcagceg
gcctggecagggcectcgagtggatcggcatgatcgaccccagcgacggcgaga
cacggctgaaccagagattccagggcagagccaccctgaccgtggacgagag
caccagcaccgcctacatgcagctgcggagcecccaccagcgaggatagcgec
gtgtattattgcacccggctgaaagagtacggcaactacgacagcttctacttcga
cgtgtggggagccggcaccctecgtgacagtgtcctccgcettccaccaagggeccce
agcgtgttccctctggceccctagcagcaagagcacatctggcggaacagcecgcec
ctgggctgectggtcaaggactactttcccgageccgtgaccgtgtcctggaactct
ggtgccctgacaagcggagtgcataccttcectgeecgtgetgcagagcagcgge
ctgtactctctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggeacccag
acctacatctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaa
ggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtccteectgtectgeccct
gaactgctgggcggaccctccgtgttcctgttccctccaaagcccaaggataccct
gatgatcagccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacga
ggatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgce
caagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtcc
gtgctgacagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaa
ggtgtccaacaaggccctgccagceccctatcgagaaaaccatcagcaaggeca
agggccagccccgcgagcectcaggtgtacacactgcectccatgccgggacgag
ctgaccaagaaccaggtgtccctgtggtgcectcgtgaagggcttctaccectcega
tatcgccgtggaatgggagagcaacggccagceccgagaacaactacaagacc
acccctcccgtgetggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgt
ggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagcetgcetctgtgatgcacga
ggccctgcacaaccggttcacccagaagtcecctgagectgagecctgge

SEQ ID NO:
83

Cadena
ligera B

LC:
gacatccagatgacccagagccccgcecagcctgagcegtgteccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgcetgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcagceggceaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagcetggaaatcaagg
gcggcagceggcagcetccggcagcggeggagacattcagatgacacagtcecc
cagcagcctgtccgcecagcegtgggcgacagagtgaccatcacctgtcgggeca
gccagggcatccggaactacctggectggtatcagcagaaacctggcaaggcec
cctaaactgctcatctacgccgccagcacactgcagtctggegtgecctccagatt
ctccggaagceggcetccggeaccgatttcaccctgacaatctcatctctgcagectg
aggacgtggccacatattactgccagagatacaacagagccccctacacctttgg
ccagggcaccaaggtcgagattaagggcggatccggctccagcggcagegga
ggacgtacggtggccgctccttccgtgttcatcticectececctccgacgagceagctg

SEQ ID NO;
84




304

aagtccggcaccgcctcegtggtgtgtctgctgaacaacttctaccctcgggagge
caaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtccggcaactcccaggagt
ccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactcectgtcctccaccctga

ccctgtccaaggcecgactacgagaagcacaaggtgtacgcectgtgaggtgacce
accagggcctgtccagccctgtgaccaagtccttcaaccggggcegagtge

Secuencias de aminoacidos de la proteina de union 14

Cadena
pesada
A

HC :
QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTL
PPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
85

Cadena
ligera A

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGQPKAAPSVTLFPP
SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE
TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
86

Cadena
pesada

HC:
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
EVOQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVR
QAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNS
LYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNRFTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
87

Cadena
ligera B

LC:
IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPG
KAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED
VATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGSGSSGSGGDIVL
TQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWYQQK
AGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVQA
EDAATYYCQQONAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK

SEQ ID NO:
88




305

VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 14

Cadena
pesada
A

HC:
caggtgcagctgcagcagagcggccccgagcetggtgaageccggegecageg
tgaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggattcactg
gatcaagcagcgccccggcecagggcctggagtggatcggeatgatcgacccca
gcgacggcgagacccgcectgaaccagcgcttccagggcecgegecaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcgcagccccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccgcectgaaggagtacggcaactacga
cagcttctacttcgacgtgtggggcgcecggcaccctggtgaccgtgagcagcgcec
agcaccaagggccccagcgtgttcccectggeccctagcagcaagagcacatct
ggcggcacagccgcecctgggctgectggtcaaggactacttccccgageccgtg
acagtgtcctggaactctggcgccctgaccagcggagtgcataccttcecectgeegt
gctgcagtccagcggcectgtacagcectgagcagcegtggtcacagtgeccageag
cagcctgggcacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaaca
ccaaggtggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacct
gtcccccctgecctgeccctgaactgetgggeggacccteegtgttectgttceeee
caaagcccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtg
gtggtggacgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacg
gcgtggaagtgcataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaaca
gcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacgg
caaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgaga
aaaccatcagcaaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccct
gccccccagcagagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagetgegecg
tgaagggcttctaccccagcgatatcgecgtggaatgggagagcaacggecag
cccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgetggacagcgacggctcattc
ttcctggtgtccaagcetgacagtggacaagagcecggtggcagcagggcaacgtg
ttcagctgcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtcc
ctgagcctgagccccggce

SEQ ID NO:
89

Cadena
ligera A

LC:
gacatccagatgacccagagccccgccagcctgagegtgtccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggtte
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgcetgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcageggceaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagctggaaatcaagg
gacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttccccccaagctctgaggaact
gcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatcagcgacttctaccctggegcec
gtgaccgtggcctggaaggccgatagctctcccgtgaaggccggegtggaaacc
accacccccagcaagcagagcaacaacaaatacgccgccagcagctacctga
gcctgacccccgagcagtggaagtcccaccggtcctacagcetgecaggtcacac
acgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggcccccaccgagtgcagce

SEQ ID NO:
90

Cadena
pesada
B

HC :
gaggtgcagctgaaagagtccggcecctggactggtggceccctggeggceagectg
agcatcacctgtaccgtgtccggcttcagcctgaccgacagcagcatcaactggg
tccgacagccccctggcaagggcectggaatggetgggceatgatctggggegacg
gccggatcgactacgcecgacgecctgaagtccecggcetgagcatcagcaaggac
agcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacgacac
cgccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgccatggatttctggg
gccagggcaccagcgtgaccgtgtcctccgaagtgcagetggtggaaageggce

SEQ ID NO:
91




306

ggaggcctggtgcagcccggcagaagcectgagactgagctgecgecgecageg
gcttcaccttcgacgactacgccatgcactgggtccgeccaggcetcccggaaagg
gactcgagtgggtgtccgccatcacctggaacagcggcecacatcgattacgecg
atagcgtggaaggccggttcaccatcagccgggacaacgccaagaacagccty
tacctgcagatgaacagcctgagagccgaggataccgecgtgtactactgtgeca
aggtgtcctacctgagcaccgccagcagcctggactactggggacagggaacc
ctggtcaccgtgtccagcegcttccaccaagggecccagegtgttcectetggecce
tagcagcaagagcacatctggcggaacagccgcecctgggctgectggtcaagg
actactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggtgeecctgacaagegga
gtgcataccttccctgccgtgctgcagagcageggcctgtactetctgagcagegt
ggtcaccgtgccaagcagcagcctgggcacccagacctacatctgcaacgtga
accacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtggaacccaagagctg
cgacaagacccacacctgtcctccctgtectgeccctgaactgctgggeggacce
tccgtgttcctgttccctccaaagcccaaggataccctgatgatcageccggaccect
gaagtgacctgcgtggtggtggacgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagttca
attggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagaccaagcccagagag
gaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgacagtgctgcaccag
gactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggcecctgec
agcccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggccagccccgcgagect
caggtgtacacactgcctccatgccgggacgagctgaccaagaaccaggtgtcc
ctgtggtgcctegtgaagggcttctaccectecgatatcgecgtggaatgggagag
caacggccagcccgagaacaactacaagaccacccctccegtgctggacage
gacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgtggacaagtcceggtggeage
agggcaacgtgttcagctgctctgtgatgcacgaggccctgcacaaccggttcac
ccagaagtccctgagcectgagcecctgge

Cadena
ligera B

LC:
gacatccagatgacccagagccccagcagcctgagcgcecagegtgggegaca
gagtgaccatcacctgtcgggccagccagggcatccggaactacctggectggt
atcagcagaagcccggcaaggcccccaagctgctgatctacgccgecagceaca
ctgcagagcggcgtgcccagcagattcagcggcagcggcetccggcaccgactt
caccctgaccatcagcagcctgcagcccgaggacgtggcecacctactactgcca
gcggtacaacagagccccctacaccttcggccagggcaccaaggtggaaatca
agggcggctctggcagctccggctctggecggcegatatcgtgctgacccagtctce
cgccagcctggcecgtgtctctgggccagagagcecaccatcagcetgcagageca
gcgagagcgtggacagctacggccagagctacatgcattggtatcagcagaaa
gccggcecagcctcctaaactgctcatctacctggccagcaacctggaatccggeg
tgcccgcecaggttttccggcagcggcagcagaaccgatttcacactgacaatcga
cccecgtgcaggecgaggatgecgcecacatattactgtcagcagaacgccgagg
acagccggaccttcggcggaggcaccaagctcgagattaagggcggaagegg
ctccagcggcagtggcggacgtacggtggecgctccttcegtgttcatcttcectee
ctccgacgagcagctgaagtccggcaccgccteegtggtgtgtetgctgaacaac
ttctaccctcgggaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtcc
ggcaactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactc
cctgtcctccaccctgaccctgtccaaggecgactacgagaagcacaaggtgtac
gcctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagecctgtgaccaagtccttcaacc

ggggcgagtgc

SEQ ID NO:
92

Secuencias de aminoacidos de la proteina de unién 15

Cadena
pesada
A

HC :
QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL

SEQ ID NO:
85




307

VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTL
PPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

Cadena
ligera A

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGQPKAAPSVTLFPP
SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE
TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
86

Cadena
pesada

HC:
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVR
QAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNS
LYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLV
TVSSEVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINW
VRQPPGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKS
QVFLEMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNRFTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
93

Cadena
ligera B

LC:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSG
GDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQK
PGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
94

Secuencias de nucleétidos de la proteina de unién 15

Cadena
pesada
A

HC:
caggtgcagctgcagcagagcggccccgagcetggtgaagcccggegecageg
tgaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggattcactg
gatcaagcagcgccccggcecagggcectggagtggatcggcatgatcgacccca
gcgacggcgagacccgcctgaaccagcgcttccagggcecgegecaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcgcagccccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccgcctgaaggagtacggcaactacga
cagcttctacttcgacgtgtggggcegcecggcaccctggtgaccgtgagcagcegec

SEQ ID NO:
89




308

agcaccaagggccccagcgtgttcccecctggeccctagcagcaagagceacatct
ggcggcacagccgccctgggctgcectggtcaaggactacttccccgageccgtg
acagtgtcctggaactctggcgccctgaccagcggagtgcataccttcectgecgt
gctgcagtccagcggcctgtacagectgagcagegtggtcacagtgcccageag
cagcctgggcacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaac
accaaggtggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacc
tgtccceectgecctgecectgaactgetgggeggacccteegtgttectgttceeee
caaagcccaaggacaccctgatgatcagccggacceccgaagtgacctgegtg
gtggtggacgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacg
gcgtggaagtgcataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaaca
gcacctaccgggtggtgtcecgtgctgaccgtgctgcaccaggactggcetgaacgg
caaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgaga
aaaccatcagcaaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccct
gccccccagcagagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagetgegecg
tgaagggcttctaccccagcgatatcgeecgtggaatgggagagcaacggcecag
cccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagegacggctcattc
ttcctggtgtccaagcetgacagtggacaagagcecggtggcagcagggeaacgtg
ttcagctgcagcegtgatgcacgaggcecctgcacaaccattacacccagaagtcc
ctgagcctgagecccgge

Cadena
ligera A

LC:
gacatccagatgacccagagccccgccagcctgagegtgtccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgctgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcagcggceaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagcetggaaatcaagg
gacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttccccccaagctctgaggaact
gcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatcagcgacttctaccctggegcec
gtgaccgtggcctggaaggccgatagctctcccgtgaaggecggegtggaaac
caccacccccagcaagcagagcaacaacaaatacgccgccagceagctacctg
agcctgacccccgagcagtggaagtcccaccggtcctacagctgccaggtcac
acacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggcccccaccgagtgcagce

SEQ ID NO:
90

Cadena
pesada

HC:
gaggtgcagctggtggaaagcggceggaggactggtgcagcccggcagaagcec
tgagactgagctgcgccgccagcggcttcaccttcgacgactacgccatgcactg
ggtccgacaggcccctggcaagggcectggaatgggtgtccgecatcacctggaa
cagcggccacatcgactacgccgacagcgtggaaggccggttcaccatcagcec
gggacaacgccaagaacagcctgtacctgcagatgaacagcctgcgggcecga
ggacaccgccgtgtactactgcgccaaggtgtcctacctgagcaccgcecageag
cctggactactggggcecagggcaccctggtcaccgtgtcctccgaagtgcagctg
aaagagtccggccctggcctggtggceccctggecggceagectgagcatcacctgt
accgtgtccggcttcagcectgaccgacagcagcatcaactgggtccgccagcectc
ccggaaagggactcgagtggctgggcatgatctggggcgacggecggatcgatt
acgccgatgccctgaagtcccggctgagcatcagcaaggacagcagcaagag
ccaggtgttcctggaaatgaccagcctgagaaccgacgacaccgecacctacta
ctgtgcccgggacggctacttcccctacgccatggatttctggggacagggaacc
agcgtgaccgtgtccagcgcttccaccaagggcecccagcegtgttcectetggecc
ctagcagcaagagcacatctggcggaacagccgccctgggctgectggtcaag
gactactttcccgagcccgtgaccgtgtcctggaactctggtgecctgacaagegg
agtgcataccttccctgecgtgctgcagagcagceggcctgtactctctgagcageg
tggtcaccgtgccaagcagcagcectgggcacccagacctacatctgcaacgtga

SEQ ID NO:
95




309

accacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtggaacccaagagct
gcgacaagacccacacctgtcctcectgtectgeecctgaactgctgggeggacc
ctcegtgttcctgttccctccaaageccaaggataccctgatgatcagecggacce
ctgaagtgacctgcgtggtggtggacgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagtt
caattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagaccaagcccagag
aggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgacagtgctgcacc
aggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggcecctg
ccagcccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcecagecccgegag
cctcaggtgtacacactgcctccatgccgggacgagctgaccaagaaccaggtg
tccetgtggtgectegtgaagggcttctaccectccgatatcgecgtggaatgggag
agcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccctceegtgctggaca
gcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgtggacaagtcccggtggea
gcagggcaacgtgttcagctgctctgtgatgcacgaggcecctgcacaaccggttc
acccagaagtccctgagcctgagecctgge

Cadena
ligera B

LC:
gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggecgtgtctctgggccagaga
gccaccatcagctgccgggccagcgagagcegtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgctgatctacc
tggccagcaacctggaaagcggcegtgcccgcecagattcagcggcageggeag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgcecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagcecggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggcggctccggcagcagceggctctggecggcegatatec
agatgacccagtcccccagcagcctgagcgecagegtgggcgacagagtgac
catcacctgtagagccagccagggcatccggaactacctggcttggtatcagcag
aaacccggaaaggcccctaaactgctcatctacgccgecagcaccctgcagtee
ggcgtgccaagcagattctccggctctggcagcggeaccgatttcacactgacaa
tcagcagcctgcagcccgaggatgtggccacctattattgccagagatacaaca
gagccccctacaccttcggccagggcaccaaggtcgagattaagggcggaagce
ggcagctccggctccggeggacgtacggtggecgctcecttecegtgttcatcttcect
cccteccgacgagceagctgaagtccggceaccgcecteegtggtgtgtetgetgaaca
acttctaccctcgggaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagt
ccggcaactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcaccta
ctcectgtectccaccctgaccctgtccaaggcecgactacgagaagcacaaggtg
tacgcctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagccctgtgaccaagtccttca

accggggcgagtge

SEQ ID NO:
96

Secuencias de aminoacidos de la proteina de uniénl16

Cadena
pesada
A

HC :
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
73

Cadena
ligera A

LC:

SEQ ID NO:
74
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DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGQPKAAPSV
TLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPV
KAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQ
VTHEGSTVEKTVAPTECS

Cadena
pesada
B

HC:
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
QVOQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNRFTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
68

Cadena
ligera B

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGDIVL
TQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWYQQK
AGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVQA
EDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
69

Secuencias de nucleétidos de la proteina de unién 16

Cadena
pesada
A

HC:
gaggtgcagctgaaggagagcggccccggcectggtggecccecggeggeagec
tgagcatcacctgcaccgtgagcggcttcagcctgaccgacagcagcatcaact
gggtgcgccagcecccccggcaagggcectggagtggetgggceatgatctgggge
gacggccgcatcgactacgccgacgecctgaagagccgectgagcatcagca
aggacagcagcaagagccaggtgttcctggagatgaccagcctgcgcaccga
cgacaccgccacctactactgcgcccgegacggctacttccectacgccatgga
cttctggggcecagggcaccagcegtgaccgtgagcagcgccagcaccaagggce
cccagcgtgttcccectggeccctagcagcaagagcacatctggcggcacagcec
gccctgggctgectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtectgga
actctggcgccctgaccagcggagtgcataccttccctgecgtgetgcagtccage
ggcctgtacagcctgagcagcegtggtcacagtgcccagcagcagcectgggceac
ccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggtggac
aagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtccceccctgec
ctgcccctgaactgcetgggeggacccteegtgttectgttccccccaaagceccaag
gacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggacgtg
tcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggegtggaagtge
ataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccggg

SEQ ID NO:
77




311

tggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtaca
agtgcaaggtgtccaacaaggccctgectgcccccatcgagaaaaccatcage
aaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccctgeecccccagea
gagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagcetgegecgtgaagggcttct
accccagcgatatcgccgtggaatgggagagcaacggcecageccgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcetggtgtee
aagctgacagtggacaagagccggtggcagcagggcaacgtgttcagcetgcag
cgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtccctgagectgag
cceegge

Cadena
ligera A

LC:
gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggecgtgtetctgggecagaga
gccaccatcagctgccgggcecagcgagagcegtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgcetgatctace
tggccagcaacctggaaagcggcgtgcccgccagattcagcggecagcggeag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgcecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagcecggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttcce
cccaagcagcgaggaactgcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatca
gcgacttctaccectggegecgtgaccgtggectggaaggccgatagctetceegt
gaaggccggcgtggaaaccaccacccccagcaagcagagcaacaacaaata
cgccgccagcagctacctgagectgacccccgagcagtggaagtcccaccggt
cctacagctgccaggtcacacacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggce
ccccaccgagtgcagce

SEQ ID NO:
78

Cadena
pesada

HC :
gaggtgcagctgaaagagtccggccctggactggtggceccctggeggeagcect
gagcatcacctgtaccgtgtccggcttcagcectgaccgacagcagcatcaactgg
gtccgacagccccctggcaagggcectggaatggcetgggcatgatctggggcega
cggccggatcgactacgccgacgcecctgaagtcccggetgagcatcagcaagg
acagcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacga
caccgccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgccatggatttct
ggggccagggcaccagcgtgaccgtgtccagtcaggtccagetgcagcagagce
ggccctgagctggtcaagectggecgecagegtgaagatcagcetgcaaggcecag
cggctacagcttcaccagctactggatccactggatcaagcagcggcectggeca
gggcctcgagtggatcggaatgatcgaccccagcgacggcgagacacggctg
aaccagagattccagggcagagccaccctgaccgtggacgagagcaccagca
ccgcctacatgcagcetgcggagcecccaccagcgaggacagcegcecgtgtactac
tgcacccggctgaaagaatacggcaactacgacagcttctacttcgacgtgtggg
gagccggceaccctggtcaccgtgtctagcegcttccaccaagggccccagcegtgtt
ccctetggeccctagcagcaagagcacatctggcggaacagecgcecctgggct
gcctggtcaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtcctggaactcetggtgec
ctgacaagcggagtgcataccttccctgecgtgctgcagagcagceggcectgtact
ctctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggceacccagacctac
atctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtgg
aacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcctcectgtectgeccctgaact
gctgggcggaccctecgtgttectgticcctccaaagcccaaggataccctgatga
tcagccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgaggatcc
cgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagac
caagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtcegtgetga
cagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtcc
aacaaggccctgccagcccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcc
agccccgcegagcectcaggtgtacacactgcectccatgccgggacgagctgacce

SEQ ID NO:
97
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aagaaccaggtgtccctgtggtgcctcgtgaagggcttctaccectcecgatatcge

cgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccect
ccegtgetggacagegacggctcattcttcctgtacagcaagcetgaccgtggaca

agtcccggtggcagcagggceaacgtgttcagetgetctgtgatgcacgaggecct
gcacaaccggttcacccagaagtccctgagectgagecctgge

Cadena
ligera B

LC:
gacatccagatgacccagagccccgcecagcectgagcegtgteccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgcetgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcagceggceaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagctggaaatcaagg
gcggcagceggcagcteccggcetetggeggegatatcgtgctgacccagtceteecg
cctecctggcecgtgtetctgggccagagagcecaccatcagcetgecgggecageg
agagcgtggacagctacggccagagctacatgcactggtatcagcagaaggcc
ggacagccccctaaactgcetcatctacctggectccaacctggaaagceggcegtg
cccgccaggttttccggcagceggcetccagaaccgacttcaccctgacaatcgacce
ccgtgcaggccgaggacgccgcecacatattactgtcagcagaacgccgaggac
agcagaacctttggcggcggaacaaagctcgagattaagggcggcetccggctc
cagcggatctggcggacgtacggtggccgctccttcegtgttcatcttcccteectee
gacgagcagctgaagtccggcaccgccteccgtggtgtgtctgectgaacaacttcta
ccctcgggaggcecaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtecggce
aactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactccct
gtcctccaccctgacccetgtccaaggcecgactacgagaagcacaaggtgtacgce
ctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagccctgtgaccaagtccttcaaccgg

ggcgagtge

SEQ ID NO:
70

Secuencia

s de aminoacidos de la proteina de unién 17

Cadena
pesada
A

HC :
QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTL
PPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
85

Cadena
ligera A

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGQPKAAPSVTLFPP
SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE
TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
86

Cadena
pesada
B

HC:
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL

EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO:
68
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QVOQLOQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNRFTQKSLSLSPG

Cadena
ligera B

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGDIVL
TQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWYQQK
AGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDPVQA
EDAATYYCQOQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
69

Secuencias de nucle6tidos de la proteina de unién 17

Cadena
pesada
A

HC:
caggtgcagctgcagcagagcggccccgagcetggtgaageccggegecageg
tgaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggattcactg
gatcaagcagcgccccggcecagggcctggagtggatcggeatgatcgacccca
gcgacggcgagacccgcctgaaccagcgcttccagggecgcgecaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcgcagccccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccgcectgaaggagtacggcaactacga
cagcttctacttcgacgtgtggggcgcecggcaccctggtgaccgtgagcagcgcec
agcaccaagggccccagcgtgttcccectggeccctagcagcaagagcacatct
ggcggcacagccgcecctgggcetgectggtcaaggactacttccccgagececegtg
acagtgtcctggaactctggcgccctgaccagcggagtgcataccttcecctgeegt
gctgcagtccagcggcectgtacagcctgagcagcgtggtcacagtgeccageag
cagcctgggcacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaac
accaaggtggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacc
tgtcececcectgecctgeccctgaactgetgggcggacccteegtgttectgttceecce
caaagcccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtg
gtggtggacgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacg
gcgtggaagtgcataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaaca
gcacctaccgggtggtgtccgtgcetgaccgtgctgcaccaggactggetgaacgg
caaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgaga
aaaccatcagcaaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccct
gccccccagcagagatgagcetgaccaagaaccaggtgtccctgagetgegecg
tgaagggcttctaccccagcgatatcgeccgtggaatgggagagcaacggecag
cccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgetggacagcgacggctcattc
ttcctggtgtccaagcetgacagtggacaagagcecggtggcagcagggcaacgtg
ttcagctgcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtcc
ctgagcctgageccecggce

SEQ ID NO:
89
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Cadena
ligera A

LC:
Gacatccagatgacccagagccccgccagcectgagcegtgtccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgctgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcagcggcaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagcea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagctggaaatcaagg
gacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttccccccaagctctgaggaact
gcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatcagcgacttctaccctggegec
gtgaccgtggcctggaaggccgatagctctcccgtgaaggccggegtggaaac
caccacccccagcaagcagagcaacaacaaatacgccgccagcagctacctg
agcctgacccccgagcagtggaagtcccaccggtcctacagetgccaggtcac
acacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggcccccaccgagtgcagce

SEQ ID NO:
90

Cadena
pesada
B

HC :
gaggtgcagctgaaagagtccggccctggactggtggceccctggeggeagcect
gagcatcacctgtaccgtgtccggctticagcctgaccgacagcagcatcaactgg
gtccgacagccccctggcaagggcectggaatggcetgggcatgatctggggega
cggccggatcgactacgccgacgcecctgaagtcccggcetgagcatcagcaagg
acagcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacga
caccgccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgccatggatttct
ggggccagggcaccagcgtgaccgtgtccagtcaggtccagetgcagcagagce
ggccctgagctggtcaagectggecgecagegtgaagatcagcetgcaaggcecag
cggctacagcttcaccagctactggatccactggatcaagcagcggcectggeca
gggcctcgagtggatcggaatgatcgaccccagcgacggcgagacacggctg
aaccagagattccagggcagagccaccctgaccgtggacgagagcaccagca
ccgcctacatgcagcetgcggagcecccaccagcgaggacagcegcecgtgtactac
tgcacccggctgaaagaatacggcaactacgacagcttctacttcgacgtgtggg
gagccggcaccctggtcaccgtgtctagegcttccaccaagggccccagcegtgtt
ccctetggeccctagcagcaagagcacatctggcggaacagcecgcecctgggct
gcctggtcaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtcctggaactcetggtgec
ctgacaagcggagtgcataccttccctgecgtgctgcagagcagceggcectgtact
ctctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggceacccagacctac
atctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtgg
aacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcctcectgtectgeccctgaact
gctgggcggaccctecgtgttectgtticcctccaaagcccaaggataccctgatga
tcagccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgaggatcc
cgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagac
caagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgcetga
cagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtcc
aacaaggccctgccagcccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggcc
agccccgcegagcectcaggtgtacacactgcectccatgccgggacgagctgacce
aagaaccaggtgtccctgtggtgcctecgtgaagggcttctaccecctccgatatcge
cgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccct
ccegtgcetggacagcegacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgtggaca
agtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagctgctctgtgatgcacgaggcecct
gcacaaccggttcacccagaagtccctgagcectgagcecctgge

SEQ ID NO:
97

Cadena
ligera B

LC:

gacatccagatgacccagagccccgcecagcectgagcegtgteccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgcetgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcageggceaccggctttac

SEQ ID NO:
70
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cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgecagea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagcetggaaatcaagg
gcggcagcggcagctccggctctggeggegatatcgtgctgacccagteteecg
cctecectggcecgtgtetctgggecagagagcecaccatcagetgecgggecageg
agagcgtggacagctacggccagagctacatgcactggtatcagcagaaggcc
ggacagccccctaaactgctcatctacctggcectccaacctggaaageggegty
cccgcecaggttttccggcageggctccagaaccgacttcaccctgacaatcgacc
ccgtgcaggccgaggacgccgcecacatattactgtcagcagaacgcecgaggac
agcagaacctttggcggcggaacaaagctcgagattaagggceggctceggcte
cagcggatctggcggacgtacggtggecgctecttcegtgttcatcttcectcectec
gacgagcagctgaagtccggcaccgcecteegtggtgtgtetgctgaacaacttcta
ccctcgggaggcecaaggtgcagtggaaggtggacaacgcecctgcagtecgge
aactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactecct
gtcctccaccctgaccctgtccaaggecgactacgagaagcacaaggtgtacge
ctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagecctgtgaccaagtecttcaaccgg

ggcgagtgc

Secuencia

s de aminoacidos de la proteina de union 18

Cadena
pesada
A

HC:
EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSINWVRQP
PGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQVFL
EMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGTSVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRD
ELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
73

Cadena
ligera A

LC:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGQPKAAPSYV
TLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPV
KAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQ
VTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
74

Cadena
pesada
B

HC:
QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSEVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSIN
WVRQPPGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSS
KSQVFLEMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGT
SVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT

LPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN

SEQ ID NO:
62
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NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNRFTQKSLSLSPG

Cadena
ligera B

LC:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSG
GDIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQK
PGNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQP
EDIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:
63

Secuencias de nucledtidos de la proteina de unién 18

Cadena
pesada
A

HC:
gaggtgcagctgaaggagagcggccccggcectggtggeccccggeggceagec
tgagcatcacctgcaccgtgagcggcttcagcctgaccgacagcagcatcaact
gggtgcgccagcecccccggcaagggcectggagtggcetgggeatgatctgggge
gacggccgcatcgactacgccgacgccctgaagagecgectgagcatcagea
aggacagcagcaagagccaggtgttcctggagatgaccagcctgcgcaccga
cgacaccgccacctactactgcgcccgcgacggctacttcccctacgccatgga
cttctggggccagggcaccagcgtgaccgtgagcagcgcecagcaccaagggce
cccagcgtgttccccctggeccctagcagcaagagcacatctggcggcacagcec
gccctgggctgectggtcaaggactacttccccgageccgtgacagtgtcctgga
actctggcgccctgaccagcggagtgcataccttcectgecgtgcetgcagtccage
ggcctgtacagcctgagcagcegtggtcacagtgcccagcagcagcectgggeac
ccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggtggac
aagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacctgtcccecctgec
ctgcccctgaactgcetgggeggacccteegtgttectgttccccccaaagcccaag
gacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggacgtg
tcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgce
ataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccggg
tggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtaca
agtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgagaaaaccatcagce
aaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccctgecccccagea
gagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagctgcgecgtgaagggcttct
accccagcgatatcgccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctggtgtee
aagctgacagtggacaagagccggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcag
cgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtccctgagectgag
cccegge

SEQ ID NO:
77

Cadena
ligera A

LC:
gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggecgtgtctctgggccagaga
gccaccatcagctgccgggccagcgagagcegtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgctgatctace
tggccagcaacctggaaagcggcegtgcccgcecagattcagcggcageggceag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgcecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagcecggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttcec
cccaagcagcgaggaactgcaggccaacaaggccaccctecgtgtgectgatca
gcgacttctaccctggegecgtgaccgtggectggaaggccgatagctctceegt

SEQ ID
NO:78
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gaaggccggcgtggaaaccaccacccccagcaagcagagcaacaacaaata
cgccgccagceagctacctgagectgacccccgageagtggaagteccaccggt
cctacagctgccaggtcacacacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtgge
ccccaccgagtgcage

Cadena
pesada
B

HC:
caggtgcagctgcagcagagcggccctgagctggtcaagectggegecagegt
gaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggatccactg
gatcaagcagcggcctggccagggcectggaatggatcggcatgatcgacccca
gcgacggcgagacacggctgaaccagagattccagggcagagccaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcggagcecccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccggctgaaagagtacggcaactacga
cagcttctacttcgacgtgtggggagccggcaccctggtcaccgtgtccagcgaa
gtgcagctgaaagaaagcggccctggcectggtggeccctggecggcagectgag
catcacctgtaccgtgtccggcttcagcctgaccgacagcagcatcaactgggtc
cgacagccccctggcaagggcectcgagtggcetgggaatgatctggggegacgg
ccggatcgactacgccgacgccctgaagtcccggcetgagcatcagcaaggaca
gcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacgacacc
gccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgccatggatttctgggg
ccagggcaccagcgtgaccgtgtcctctgcettccaccaagggecccagcegtgttc
cctectggeccctagcagcaagagcacatctggecggaacagcecgcecctgggcetg
cctggtcaaggactactttcccgageccgtgaccgtgtcctggaactctggtgecct
gacaagcggagtgcataccttccctgeccgtgctgcagagcageggcectgtactct
ctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggcacccagacctacat
ctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtggaa
cccaagagctgcgacaagacccacacctgtcctcectgtectgeccctgaactge
tgggcggaccctccgtgttcctgttccctccaaagcccaaggataccctgatgate
agccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgaggatccc
gaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagacc
aagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgac
agtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtcca
acaaggccctgccagcccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggceca
gccccgegagcectcaggtgtacacactgectccatgccgggacgagcetgacca
agaaccaggtgtccctgtggtgcctcgtgaagggcttctacccctccgatatcgec
gtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccccte
ccgtgctggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgtggacaa
gtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagcetgcetetgtgatgcacgaggecctg
cacaaccggttcacccagaagtccctgagcctgagecctgge

SEQ ID NO:
66

Cadena
ligera B

LC:
Gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggecgtgtctctgggecagaga
gccaccatcagctgccgggccagcgagagcgtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgcetgatctace
tggccagcaacctggaaagcggcegtgeccgecagattcagcggcagcggceag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgcecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagcecggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggcggctccggcagceageggctctggeggcegatatce
agatgacccagtcccccgcctcectgagcegtgtccgtgggcgacaccatcaccct
gacatgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttccagcaga
agcctggcaacatccctaagctgctcatctataaggcctccaacctgcacaccgg
cgtgcccagcaggttttccggcetctggcageggcaccggctttaccctgacaatca
gcagcctgcagcccgaggatatcgccacatattactgtcagcaggcccacagct
accccttcacctttggcggcggaacaaagctcgagattaagggceggcagegga

SEQ ID NO:
67
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agctccggetccggeggacgtacggtggecgctecttecgtgttcatcttcecteect
ccgacgagcagctgaagtccggcaccgccteegtggtgtgtcetgctgaacaactt
ctaccctcgggaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgcecctgcagteeg
gcaactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagceacctactec
ctgtcctccacccetgaccctgtccaaggcecgactacgagaagcacaaggtgtac

gcctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagccctgtgaccaagtecttcaacc

ggggcgagtge

Secuencias de aminoacidos de la proteina de unién 19

Cadena
pesada
A

HC:
QVOQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTL
PPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
85

Cadena
ligera A

LC:
DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQKP
GNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPE
DIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGQPKAAPSVTLFPP
SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE
TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

SEQ ID NO:
86

Cadena
pesada

HC:
QVOQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYSFTSYWIHWIKQR
PGQGLEWIGMIDPSDGETRLNQRFQGRATLTVDESTSTA
YMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKEYGNYDSFYFDVWGAGTL
VTVSSEVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSGFSLTDSSIN
WVRQPPGKGLEWLGMIWGDGRIDYADALKSRLSISKDSS
KSQVFLEMTSLRTDDTATYYCARDGYFPYAMDFWGQGT
SVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNRFTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:
62

Cadena
ligera B

LC:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGQSYMHWY
QQKAGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTIDP
VQAEDAATYYCQQNAEDSRTFGGGTKLEIKGGSGSSGSG
GDIQMTQSPASLSVSVGDTITLTCHASQNIDVWLSWFQQK
PGNIPKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQP
EDIATYYCQQAHSYPFTFGGGTKLEIKGGSGSSGSGGRT

SEQ ID NO:
63
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VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia

s de nucledtidos de la proteina de union 19

Cadena
pesada
A

HC:
caggtgcagctgcagcagagcggccccgagcetggtgaageccggcegecageg
tgaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggattcactg
gatcaagcagcgccccggcecagggcectggagtggatcggcatgatcgacccca
gcgacggcgagacccgcctgaaccagcgcttccagggecgegecaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcgcagccccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccgcctgaaggagtacggcaactacga
cagcttctacttcgacgtgtggggcgcecggcaccctggtgaccgtgagcagegcec
agcaccaagggccccagcgtgttcccecctggeccctagcagcaagagcacatct
ggcggcacagccgccctgggcetgectggtcaaggactacttccccgageccgtg
acagtgtcctggaactctggcgcecctgaccagcggagtgcataccttcectgeegt
gctgcagtccagceggcectgtacagcectgagcagcegtggtcacagtgecccagceag
cagcctgggcacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaac
accaaggtggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaagacccacacc
tgtcccccctgecctgeccctgaactgctgggceggacccteegtgttectgttceece
caaagcccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtg
gtggtggacgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacg
gcgtggaagtgcataacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaaca
gcacctaccgggtggtgtcecgtgcetgaccgtgctgcaccaggactggctgaacgg
caaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgaga
aaaccatcagcaaggccaagggccagcctagagagccccaagtctgcaccct
gccccccagcagagatgagctgaccaagaaccaggtgtccctgagetgegecg
tgaagggcttctaccccagcgatatcgccgtggaatgggagagcaacggecag
cccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagcgacggctcattc
ttcctggtgtccaagctgacagtggacaagagecggtggcagcagggcaacgtg
ttcagctgcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccattacacccagaagtcc
ctgagcctgagecccggce

SEQ ID NO:
89

Cadena
ligera A

LC:
gacatccagatgacccagagccccgecagcectgagcegtgtccgtgggegatac
catcaccctgacctgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttc
cagcagaagcccggcaacatccccaagctgcetgatctacaaggccagcaacct
gcacaccggcgtgcccagcagattcagcggctctggcagcggcaccggctttac
cctgaccatcagcagcctgcagcccgaggatatcgccacctactactgccagcea
ggcccacagctaccccttcaccttcggcggaggcaccaagctggaaatcaagg
gacagcccaaggctgccccctcggtcaccctgttccccccaagctctgaggaact
gcaggccaacaaggccaccctcgtgtgcctgatcagcgacttctaccctggegec
gtgaccgtggcctggaaggccgatagctctcccgtgaaggccggegtggaaac
caccacccccagcaagcagagcaacaacaaatacgccgccagcagctacctg
agcctgacccccgagcagtggaagtcccaccggtcctacagctgccaggtcac
acacgagggcagcaccgtggaaaagaccgtggcccccaccgagtgcagce

SEQ ID NO:
90

Cadena
pesada
B

HC :
caggtgcagctgcagcagagcggccctgagctggtcaagectggegecagegt
gaagatcagctgcaaggccagcggctacagcttcaccagctactggatccactg
gatcaagcagcggcctggccagggcctggaatggatcggcatgatcgaccecca
gcgacggcgagacacggctgaaccagagattccagggcagagccaccctgac
cgtggacgagagcaccagcaccgcctacatgcagctgcggagecccaccagce
gaggacagcgccgtgtactactgcacccggcetgaaagagtacggcaactacga

SEQ ID NO:
66
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cagcttctacttcgacgtgtggggagccggcaccctggtcaccgtgtccagcgaa
gtgcagctgaaagaaagcggccctggectggtggeccetggeggeagectgag
catcacctgtaccgtgtccggcttcagcctgaccgacagcagceatcaactgggte
cgacagccccctggcaagggcctcgagtggetgggaatgatctggggegacgg
ccggatcgactacgccgacgccctgaagtcccggctgagcatcagcaaggaca
gcagcaagagccaggtgttcctggaaatgaccagcctgcggaccgacgacacc
gccacctactactgcgccagggacggctacttcccctacgccatggatttctgggg
ccagggcaccagcgtgaccgtgtcctctgettccaccaagggccccagcegtgttc
cctctggeccctagcagcaagagcacatctggcggaacagecgcecctgggctg
cctggtcaaggactactttcccgagceccgtgaccgtgtectggaactctggtgecct
gacaagcggagtgcataccttccctgecgtgctgcagagcagceggcectgtactct
ctgagcagcgtggtcaccgtgccaagcagcagcectgggcacccagacctacat
ctgcaacgtgaaccacaagccctccaacaccaaggtggacaagaaggtggaa
cccaagagctgcgacaagacccacacctgtectcectgtectgeccctgaactge
tgggcggaccctecgtgttectgttccctccaaagcccaaggataccctgatgatce
agccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgaggatcce
gaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcataacgccaagacc
aagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgac
agtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtcca
acaaggccctgccagceccctatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggceca
gccccgegagcctcaggtgtacacactgectccatgccgggacgagctgacca
agaaccaggtgtccctgtggtgectegtgaagggcttctaccectccgatatcgec
gtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccctc
ccgtgctggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgaccgtggacaa
gtcccggtggcagcagggcaacgtgttcagctgctetgtgatgcacgaggecctg
cacaaccggttcacccagaagtccctgagcctgagecctgge

Cadena
ligera B

LC:
gacatcgtgctgacccagagccctgccagcectggecgtgtetctgggecagaga
gccaccatcagctgccgggcecagcgagagcegtggacagctacggccagagct
acatgcactggtatcagcagaaggccggccagccccccaagctgcetgatctace
tggccagcaacctggaaagcggcgtgcccgccagattcagcggecagcggeag
cagaaccgacttcaccctgaccatcgaccccgtgcaggccgaggacgcecgeca
cctactactgccagcagaacgccgaggacagccggaccttcggcggaggceac
caagctggaaatcaagggcggctccggcagcagcggcetctggeggegatatee
agatgacccagtcccccgcctcectgagcegtgtccgtgggcgacaccatcaccct
gacatgccacgccagccagaacatcgacgtgtggctgagcetggttccagcaga
agcctggcaacatccctaagctgctcatctataaggcctccaacctgcacaccgg
cgtgcccagcaggttttccggcetctggcageggcaccggctttaccctgacaatca
gcagcctgcagcccgaggatatcgccacatattactgtcagcaggcccacagct
accccttcacctttggcggcggaacaaagctcgagattaagggcggcagegga
agctccggctcecggcggacgtacggtggecgctectteegtgttcatcttcecteect
ccgacgagcagctgaagtccggeaccgcectecegtggtgtgtctgctgaacaactt
ctaccctcgggaggcecaaggtgcagtggaaggtggacaacgccctgcagtceg
gcaactcccaggagtccgtcaccgagcaggactccaaggacagcacctactce
ctgtcctccacccetgaccctgtccaaggccgactacgagaagcacaaggtgtac
gcctgtgaggtgacccaccagggcctgtccagcecctgtgaccaagtccttcaacc

ggggcgagtge

SEQ ID NO:
67
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Tabla 4: Secuencias de CDR de proteinas de unién

Ab CDR_H1 CDR_H2 CDR_H3 CDR_L1 CDR_L2 CDR_L3
AntiHerz | (SEQID | (SEQup | SRWGGDGEYAWDY | QDWNTA | (sfoin | “sqip |
) ) (SEQ ID NO:27) (SEQ ID NO:43) ) )
NO:25) NO:26) NO:44) NO:45)
ANti_CD3 G'(:STE(T;%W "FSDE*?:\'DS RGVYYALSPFDY QSLVHNNANTY (S@SD G(%E(Tﬁgp
) : (SEQ ID NO:36) (SEQ ID NO:52) : )
NO:34) NO:35) NO:53) NO:54)
Anti—CD3— G'(:STE(B'%W "FSDE*g\'DS RGVYYALSPFDY QSLVHNNGNTY (SE\(/QSID G(%E(Tﬁgp
2 NO:34) NO:35) (SEQ ID NO:36) (SEQ ID NO:149) NO:53) NO:54)
ani-co19 | (SEQID | | (SEQID | ARRETTTVGRWYAVD | QSVDYDGDSY | (Zoip | “\Geqmp |
NO:37) NO:38) ' ' NO:56) NO:57)
aicozo | (sEQD | (sEQD | ARSTYYGGDWYewv | o Ssvsv | (foip | “Geqip
NO:120) NO:121) ' ' NO:124) NO:125)
i | OTETSYV VPO | regvcioweoy | onvvw | (KAS | QQCQTYEYT
CD28-1 NO-28) NO:29) (SEQ ID NO:30) (SEQ ID NO:46) NO:47) NO:48)
Anti— Gl(:SSIIE_S?I\D( G IV(VSAI\E%GICST ARDKGYSYYYSMD ESVEYYVTSL (S':?QSID QQ(EES\{BYT
CD28-2 NO:31) NO:32) (SEQ ID NO:33) (SEQ ID NO:49) NO:50) NO:51)
anti-cpss | (SEQID | (st | ARGDVYGSNSLOY | QDVSTV | (ol | g
NO:40) NO:41) (SEQ 1D NO:42) (SEQ 1D NO:58) NO:44) NO:59)
Anti— GY(ISFI;_STDN H AIY(F;(ES?SAP ANWDVAFAY KASQDIDRYMA D(ESEEL%S LQ(gEDg ITEVT
LAMP1 NO:126) NO:127) (SEQ ID NO:128) (SEQ ID NO:138) NO:139) NO:140)
Anti—TNFa GFTFDDYAM AI-I-(\gVIIE\g?DHID VSYLSTASSLDY RASQGIRNYLA A(gSEgL%S QR(?I\EI(F;AI\EYT
H NO:130) (SEQ ID NO:131) (SEQ ID NO:141) NO:178) NO:142)
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(SEQID
NO:129)
| GYSFTSYWIH | MIDPSDGET L KEYGNYDSEYEDVY HASONIDVWLS | KASNLHT [ QQAHSYPFT
Anti-IL4 (SEQ ID (SEQ ID (SEQ ID NO:134) (SEQ 1D NO:143) (SEQID (SEQID
NO:132) NO:133) ' ' NO:179) NO:144)
GFSLTDSSIN | MIWGDGRID DGYEPYAMDE RASESVDSYGQ | LASNLES | QQNAEDSRT
Anti-IL13 (SEQ ID (SEQ ID (SEQ ID NO-137) SYMH (SEQ ID (SEQ ID
NO:135) NO:136) ' (SEQ ID NO:145) NO:146) NO:147)
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Tabla 5: Secuencias VH/VL de proteinas de union
Ab VH (proteina) VL (proteina)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
GFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARI | CRASQDVNTAVAWYQQKPGKA
Anti— | YPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKN | PKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSR
Her2 | TAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGD | SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
GFYAMDYWGQGTLVTVSS QHYTTPPTFGQGTKVEIK
(SEQ ID NO: 150) (SEQ ID NO: 151)
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS | DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISC
GFTFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVA | KSSQSLVHNNANTYLSWYLQK
Anti— | QIKDKSNSYATYYADSVKGRFTISRD | PGQSPQSLIYKVSNRFSGVPDR
CD3 | DSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCRG | FSGSGSGTDFTLKISRVEAEDV
VYYALSPFDYWGQGTLVTVSS GVYYCGQGTQYPFTFGSGTKV
(SEQ ID NO: 152) EIK (SEQ ID NO: 153)
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS | DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISC
Antie GFTFTKAWMHWVRQAPGKGLEWVA | KSSQSLVHNNGNTILSWILQKP
CD3— QIKDKSNSIATIIADSVKGRFTISRDNS | GQSPQLLIKVSNRFSGVPDRFS
5 KNTLILQMNSLRAEDTAVIICRGVIIAL | GSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVI
SPFDIWGQGTLVTVSS ICGQGTQIPFTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO: 154) (SEQ ID NO: 155)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS | DLVLTQSPASLAVSPGQRATITC
GYAFSSYWMNWVRQAPGQGLEWIG | KASQSVDYDGDSYLNWYQQKP
Anti— | QIWPGDGDTNYNQKFKGRATLTADE | GQPPKLLIYDASNLVSGVPARF
CD19 | STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRE | SGSGSGTDFTLTINPVEANDTA
TTTVGRYYYAMDYWGQGTTVTVSS | NYYCQQSTEDPWTFGQGTKLEI
(SEQ ID NO: 156) K (SEQ ID NO: 157)
QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKAS | QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTC
GYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGA | RASSSVSYIHWFQQKPGSSPKP
Anti— | IYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSS | WIYATSNLASGVPVRFSGSGSG
CD20 | STAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYY | TSYSLTISRVEAEDAATYYCQQ
GGDWYFNVWGAGTTVTVSA WTSNPPTFGGGTKLEIK
(SEQ ID NO: 158) (SEQ ID NO: 159)
QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKAS | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
Antie GYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSI | CQASQNIYVWLNWYQQKPGKA
CD28 YPGNVNTNYAQKFQGRATLTVDTSIS | PKLLIYKASNLHTGVPSRFSGS
1 TAYMELSRLRSDDTAVYYCTRSHYG | GSGTDFTLTISSLQPEDIATYYC
LDWNFDVWGKGTTVTVSS QQGQTYPYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO: 160) (SEQ ID NO: 161)
QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS | DIVLTQSPASLAVSPGQRATITC
Antie GFSLSDYGVHWVRQPPGKGLEWLG | RASESVEYYVTSLMQWYQQKP
CD28 VIWAGGGTNYNPSLKSRKTISKDTSK | GQPPKLLIFAASNVESGVPARF
s NQVSLKLSSVTAADTAVYYCARDKG | SGSGSGTDFTLTINPVEANDVA
YSYYYSMDYWGQGTTVTVSS NYYCQQSRKVPYTFGQGTKLEI
(SEQ ID NO: 162) K (SEQ ID NO: 163)
QVQLVQSGAEVAKPGTSVKLSCKAS | DIVMTQSHLSMSTSLGDPVSITC
GYTFTDYWMQWVKQRPGQGLEWIG | KASQDVSTVVAWYQQKPGQSP
Anti— | TIYPGDGDTGYAQKFQGKATLTADKS | RRLIYSASYRYIGVPDRFTGSG
CD38 | SKTVYMHLSSLASEDSAVYYCARGD | AGTDFTFTISSVQAEDLAVYYC
YYGSNSLDYWGQGTSVTVSS QQHYSPPYTFGGGTKLEIK
(SEQ ID NO: 164) (SEQ ID NO: 165)
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Ab

VH (proteina)

VL (proteina)

Anti—
LAM
P1

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS
GYIFTNYNIHWVKKSPGQGLEWIGAIY
PGNGDAPYSQKFQGKATLTADTSTS
TTYMELSSLRSEDTAVYYCVRANWD
VAFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:
166)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CKASQDIDRYMAWYQDKPGKA
PRLLIHDTSTLQSGVPSRFSGS
GSGRDYTLTISNLEPEDFATYY
CLQYDNLWTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO: 167)

Anti—
TNFa

EVOLVESGGGLVQPGRSLRLSCAAS
GFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVS
AITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNA
KNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVS
YLSTASSLDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 168)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CRASQGIRNYLAWYQQKPGKA
PKLLIYAASTLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC
QRYNRAPYTFGQGTKVEIK
(SEQ ID NO: 169)

Anti—
IL4

QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKAS
GYSFTSYWIHWIKQRPGQGLEWIGMI
DPSDGETRLNQRFQGRATLTVDEST
STAYMQLRSPTSEDSAVYYCTRLKE
YGNYDSFYFDVWGAGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 170)

DIQMTQSPASLSVSVGDTITLTC
HASQNIDVWLSWFQQKPGNIPK
LLIYKASNLHTGVPSRFSGSGS

GTGFTLTISSLQPEDIATYYCQQ
AHSYPFTFGGGTKLEIK

(SEQ ID NO: 171)

Anti—
IL13

EVQLKESGPGLVAPGGSLSITCTVSG
FSLTDSSINWVRQPPGKGLEWLGMI
WGDGRIDYADALKSRLSISKDSSKSQ
VFLEMTSLRTDDTATYYCARDGYFPY
AMDFWGQGTSVTVSS

(SEQ ID NO: 172)

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISC
RASESVDSYGQSYMHWYQQK
AGQPPKLLIYLASNLESGVPAR
FSGSGSRTDFTLTIDPVQAEDA
ATYYCQQNAEDSRTFGGGTKL
EIK (SEQ ID NO: 173)

Nota: Las secuencias de CDR estdn en negrita e italica en secuencias de los

aminoacidos anteriores.
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	REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS
	Esta solicitud reivindica el beneficio de la prioridad de la solicitud provisional de los U. S. con número de serie 62/322.036, presentada el 13 de abril de 2016; la prioridad de la solicitud provisional de los U. S. con número de serie 62/331.191, p...
	PRESENTACIÓN DEL LISTADO DE SECUENCIA EN ARCHIVO DE TEXTO ASCII
	El contenido de la siguiente presentación en archivo de texto ASCII se incorpora en la presente por referencia en su totalidad: una forma legible por computadora (CRF) del listado de secuencias (nombre del archivo: 183952027140SEQLISTING.txt, fecha r...
	CAMPO DE LA INVENCIÓN
	La descripción se refiere a proteínas de unión triespecíficas y/o trivalentes que comprenden cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión al antígeno que se unen específicamente a una o más proteínas diana, donde un primer par de poli...
	ANTECEDENTES
	Los agentes bioterapéuticos basados en anticuerpos monoclonales se han convertido en una vía importante para el desarrollo de nuevos fármacos. La tecnología de anticuerpos monoclonales ofrece direccionamiento específica, administración de señalizació...
	BREVE EXPOSICIÓN
	Se proporcionan en la presente proteínas de unión multiespecíficas (por ejemplo, anticuerpos) que forman tres sitios de unión a antígeno. Estas proteínas de unión pueden unirse específicamente con uno, dos o tres dianas de antígenos o proteínas diana.
	En una realización, la descripción proporciona una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que específicamente se unen con una o varias dianas de antígenos o proteínas diana, en donde u...
	En algunas realizaciones, la segunda y/o la tercera cadena polipeptídica también comprenden una región Fc ligada con CH1, en donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina ...
	En otra realización, la descripción proporciona una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que se unen específicamente a una o varias proteínas diana, en donde una primera cadena polip...
	CH2 es un dominio constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina;
	bisagra es una región bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios CH1 y CH2; y
	L1, L2, L3 y L4 son ligadores de aminoácidos;
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	En algunas realizaciones, la proteína de unión es triespecífica y capaz de unir específicamente tres diferentes dianas de antígenos. En algunas realizaciones, la proteína de unión es trivalente pero biespecífica y capaz de unirse específicamente con ...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende uno, dos o tres sitios de unión a antígeno que específicamente unen una proteína diana selecciona de A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BliS, BTK, BTLA, B7DC, ...
	En otra realización, la descripción proporciona una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno, en donde una primera cadena polipeptídica tiene una estructura representada por la fórmula:
	(b) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 25–42, 120–122;
	(c) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164 y 166;
	(d) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoácidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 25–42, 120–122 y 126–128, o
	(e)  VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio variable mostrada en las tablas 2–5.
	En algunas realizaciones, la segunda y/o la tercera cadena polipeptídica también comprenden una región Fc ligada con CH1, en donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina ...
	En otra realización, la descripción proporciona una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	CH2 es un dominio constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina;
	(d) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 25–42, 120–122 ...
	(e) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio variable mostrada en las tablas 2–5.
	En algunas realizaciones, VL1, VL2 y VL3 comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de dominio variable establecida en una cualquiera de las SEQ ID NOs:151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, y 167; y VH1, VH2, y VH3 comprenden cada un...
	En algunas realizaciones de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente, (a) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y ...
	En algunas realizaciones, la proteína de unión comprende un sitio de unión a antígeno que se une específicamente a una proteína de superficie de células T y otro sitio de unión a antígeno que se une específicamente a un blanco de antígeno, por ejempl...
	En otra realización, la descripción proporciona una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno, en donde una primera cadena polipeptídica tiene una estructura representada por la fórmula:
	(b) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada de un dominio variable de al menos una secuencia de aminoácidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 60, 62, 68, 73, 7...
	(c) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 168, 170 y 172;
	(d) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129–137, o
	(e) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio variable mostrado en las tablas 2–5.
	En algunas realizaciones, la segunda y/o la tercera cadena polipeptídica también comprenden una región Fc ligada con CH1, en donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina ...
	En otra realización, la descripción proporciona una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	CH2 es un dominio constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina;
	(d) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129–137;
	(e) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y/o una secuencia de dominio variable mostrada en las tablas 2–5.
	En algunas realizaciones, VL1, VL2 y VL3 comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de un dominio variable expuesta en una cualquiera de SEQ ID NOs:169, 171, y 173; y VH1, VH2, y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, una secue...
	En algunas realizaciones de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente, (a) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 13...
	En algunas realizaciones, la proteína de unión comprende tres sitios de unión a antígeno, donde uno, dos o tres de los sitios de antígenos se unen cada uno específicamente con una proteína diana de citoquina seleccionada del grupo que consiste en IL–...
	En algunas realizaciones de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente, la segunda y/o la tercera cadena polipeptídica también comprende una región Fc ligada con CH1, donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobuli...
	En algunas realizaciones de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente, al menos uno de L1, L2, L3 o L4 tiene independientemente una longitud de 0 aminoácidos. En algunas realizaciones, L1, L2, L3 o L4 tienen cada uno, de modo inde...
	En algunas realizaciones de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente, la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobuli...
	En algunas realizaciones de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente, el dominio CL de la primera cadena polipeptídica es un dominio CL kappa humano y el dominio CL de la cuarta cadena polipeptídica es un dominio CL lambda humano...
	En otra realización, la descripción proporciona una proteína de unión que comprende una primera cadena polipeptídica, una segunda cadena polipeptídica, una tercera cadena polipeptídica y una cuarta cadena polipeptídica en donde:
	En otra realización, la descripción proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de unión o su polipéptido de acuerdo con cualquiera de las anteriores realizaciones. En otra re...
	En otra realización, la descripción proporciona un método de prevención y/o tratamiento de cáncer en un paciente que comprende la administración al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una proteína de unión o composición far...
	En otra realización, la descripción proporciona un método de prevención y/o tratamiento de una enfermedad o trastorno inflamatorio en un paciente que comprende la administración al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una pr...
	En otra realización, la descripción proporciona un método de purificación de una proteína de unión producida por una célula huésped, que comprende:
	(a) proporcionar una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígenos que se unen específicamente con una o varias proteínas diana, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estruc...
	yen donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada; en donde sólo uno del dominio CH3 de la segunda cadena polipeptídica y el dominio CH3 de la tercera cadena polipeptídica c...
	(b) poner en contacto la proteína de unión producida en (a) con la proteína A; y
	(c) eluir la proteína de unión a partir de la proteína A en condiciones apropiadas para aislar la proteína de unión de las proteínas de unión que comprende 0 ó 2 dominios CH3 que comprenden las sustituciones de aminoácidos son H435R e Y436F.
	En algunas realizaciones, el dominio CL de la primera cadena polipeptídica es un dominio CL kappa humano, y el dominio CL de la cuarta cadena polipeptídica es un dominio CL lambda humano; o el dominio CL de la primera cadena polipeptídica es un domin...
	Se ha de entender que una, varias o todas las propiedades de las distintas realizaciones descritas en la presente se pueden combinar para formar otras realizaciones de la presente invención. Estos y otros aspectos de la invención se volverán obvios p...
	Las FIGS. 1A–1C muestran representaciones esquemáticas de proteínas de unión triespecíficas que comprenden cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión al antígeno que se unen específicamente a tres proteínas diana, donde un primer pa...
	La FIG. 2 muestra los resultados de un ensayo ELISA que determina la unión de un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (proteína de unión 1), o anticuerpo de control de isotipo, anti–CD3, CD28 y Her2 humano. Los anticuerpos unidos se...
	Las FIGS. 3A–3C muestran los resultados de la destrucción específica mediada por anticuerpos de células de cáncer de mama Her2+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (denominado en la presente como "proteína de unión 1"), u...
	FIGS. 4 & 5 muestra los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células de cáncer de mama Her2+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 1), un anticuerpo biespecífico IgG4 anti–C...
	Las FIGS. 6A & 6B muestran la activación (CD69+) y la proliferación de células T humanas tratadas con proteína de unión triespecífica de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (HER2/CD28supxCD3mid; denominada en la presente como “proteína de unión 1”), proteína ...
	Las FIGS. 7A–C muestran la activación de la vía IL–2, NFκB y el factor nuclear de las células T activadas (NFAT) mediante la señalización anti–CD3 y anti–CD28, medida por el ensayo de luciferasa utilizando células T Jurkat humanas con un constructo pr...
	La FIG. 8 muestra los resultados de un ensayo ELISA que determina la unión de un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (denominado en la presente como "proteína de unión 3"), o anticuerpo de control de isotipo, anti– CD3, CD28 y CD19...
	Las FIGS. 9A–9N muestra los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células de linfoma GCB humano CD19+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (denominada en la presente como “proteína de unión 3”...
	La FIG. 9D muestra los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células OCI–LY19 usando las PBMC del dador KP48573 a E:T=10. La FIG. 9E muestra los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células ...
	La FIG. 10 muestra los resultados de un ensayo ELISA que determina la unión de un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 o anticuerpo de control de isotipo, anti– CD3, CD28 y CD38. Los anticuerpos unidos se detectaron usando un anticu...
	Las FIGS. 11A–11D muestran los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células de cáncer de mieloma múltiple humano CD38+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5), un anticuerp...
	Las FIGS. 12A–12D muestran los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de células de cáncer de mieloma múltiple humano CD38+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5), un anticuerpo bi...
	Las FIGS. 13A–13D muestran los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células de cáncer de mieloma múltiple humano CD38+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5), un anticuerp...
	Las FIGS. 14A–14C muestran los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de células cancerosas de linfoma humano CD38+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5), un anticuerpo biespecífi...
	Las FIGS. 15A–15D muestran los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células cancerosas de ALL CD38+ usando un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5), un anticuerpo biespecífico IgG4...
	La FIG. 16 muestra los resultados de destrucción específica mediada por anticuerpos de las células cancerosas de mieloma CD38+ usando los anticuerpos triespecíficos anti–CD38 x CD28 x CD3 IgG4 (denominada en la presente como “Proteína de unión 5” y “P...
	Las FIGS. 17A & 17B muestran IL–2, NFκB, y factor nuclear de activación de la vía de las células T activadas (NFAT) por medio de señalización anti–CD3 y anti–CD28, medido por ensayo de luciferasa usando células T Jurkat humanas con un constructo de pr...
	Las FIGS. 18A–18E muestran los resultados de un estudio de toxicidad del escalado de dosis usando el anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (denominada en la presente como “Proteína de unión 1”) en primates no humanos (escalado de dos...
	Las FIGS. 19A–B muestran la actividad antitumoral in vivo del anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (denominada en la presente como “Proteína de unión 1”) en el modelo de ratón NSG humanizado con células de sangre de cordón umbilical...
	Las FIGS. 20A–20H muestran la actividad antitumoral in vivo del anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–Her2 x CD28 x CD3 (denominada en la presente como “Proteína de unión 1”) en el modelo de ratón NSG humanizado con PBMC humanos implantado con células...
	Las FIGS. 21A–F muestran los resultados de un estudio de toxicidad del escalado de dosis usando el anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5) en primates no humanos (escalado de dosis de 0,1, 0,5, 2,5, 5, 10, a 100 µ...
	Las FIGS. 22A–22C muestran la actividad antitumoral in vivo del anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5) en el modelo de ratón NSG humanizado con células sanguíneas del cordón umbilical CD34+ implantados con célula...
	Las FIGS. 23A–23D muestran la actividad in vivo del anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 5) en el modelo de ratón NSG humanizado con células sanguíneas del cordón umbilical CD34+ implantados con células RPMI–8226 ...
	Las FIGS. 24 & 25 muestra la actividad in vivo de las células T en el modelo de ratón NSG humanizado con células sanguíneas del cordón umbilical CD34+ mediante la administración de un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína d...
	Las FIGS. 26A–26C muestran la actividad in vivo de las células T en el modelo de ratón NSG humanizado con células sanguíneas del cordón umbilical CD34+ mediante la administración de un anticuerpo triespecífico de IgG4 anti–CD38 x CD28 x CD3 (Proteína ...
	Las FIGS. 27A & 27B muestra la purificación de las proteínas indicadas por cromatografía de exclusión por tamaño. La FIG. 27A muestra la purificación de las proteínas de unión 9–15 por cromatografía de exclusión por tamaño. La FIG. 27B muestra la puri...
	La FIG. 28A describe la proteína de unión triespecífica usada en experimentos para optimizar un esquema de purificación y configuración de características de proteína de unión opcionales (por ejemplo, cadenas ligeras kappa/lambda, mutaciones botón/oja...
	La FIG. 29 muestra cromatogramas representativos de la cromatografía de interacción hidrofóbica analítica (HIC), lo que demuestra que las proteínas de unión triespecíficas se distinguen de las especies mal apareadas.
	Las FIGS. 30A & 30B muestran la purificación exitosa de una proteína de unión con cadena ligera lambda para la rama CODV, cadena ligera kappa para la rama Fab, mutaciones botón en la rama CODV, mutaciones en el ojal en la rama Fab y mutaciones RF en ...
	DESCRIPCIÓN DETALLADA
	La descripción proporciona proteínas de unión triespecíficas y/o trivalentes que comprenden cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión al antígeno que se unen específicamente a una o más proteínas diana, donde un primer par de polip...
	Definiciones generales
	Como se utiliza de acuerdo con la presente descripción, se entenderá que los siguientes términos, al menos que se indique de otro modo, tienen los siguientes significados. Al menos que se requiera lo contrario por contexto, los términos singulares inc...
	El término "polinucleótido" como se usa en la presente se refiere a polímeros de ácido nucleico de cadena simple o cadena doble de al menos 10 nucleótidos de longitud. En ciertas realizaciones, los nucleótidos que comprenden el polinucleótido pueden s...
	Un “polinucleótido aislado” es un polinucleótido de origen genómico, ADNc o sintético o alguna combinación de estos, que: (1) no está asociado con la totalidad o una porción de un polinucleótido en el que el polinucleótido aislado se encuentra en la n...
	Un "polipéptido aislado" es uno que: (1) está libre de al menos algunos otros polipéptidos con los que normalmente se puede encontrar, (2) está esencialmente libre de otros polipéptidos de la misma fuente, por ejemplo, de la misma especie, (3) se expr...
	Los anticuerpos naturales típicamente comprenden un tetrámero. Cada uno de tales tetrámeros está compuesto típicamente de dos pares idénticos de cadenas polipeptídicas, cada par tiene una cadena "ligera" de longitud completa (típicamente con un peso m...
	Las cadenas ligeras humanas se clasifican típicamente como cadenas ligeras kappa y lambda, y las cadenas pesadas humanas se clasifican típicamente como mu, delta, gamma, alfa o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE...
	La expresión "conjunto CDR" se refiere a un grupo de tres CDR que se producen en una región variable única capaz de unirse al antígeno. Los límites exactos de estas CDR se han definido de manera diferente de acuerdo con los diferentes sistemas. El sis...
	El término "Fc" tal como se usa en la presente se refiere a una molécula que comprende la secuencia de un fragmento de no unión al antígeno resultante de la digestión de un anticuerpo o producido por otros medios, ya sea en forma monomérica o multimér...
	Un fragmento F (ab) incluye típicamente una cadena ligera y los dominios VH y CH1 de una cadena pesada, en donde la porción de cadena pesada VH–CH1 del fragmento F (ab) no puede formar un en lace disulfuro con otro polipéptido de cadena pesada. Como s...
	Un fragmento AF (ab') típicamente incluye una cadena ligera y una porción de una cadena pesada que contiene más de la región constante (entre los dominios CH1 y CH2), de manera que puede formarse un en lace disulfuro intercatenario entre dos cadenas p...
	La expresión “proteína de unión”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una molécula no natural (o recombinante o modificada genéticamente) que se une específicamente a al menos un antígeno blanco y que comprende cuatro cadenas pol...
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	Una molécula "recombinante" es una molécula que ha sido preparada, expresada, creada o aislada por medios recombinantes.
	Una realización de la descripción proporciona proteínas de unión que tienen especificidad biológica e inmunológica entre uno y tres antígenos blanco. Otra realización de la descripción proporciona moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias ...
	La expresión "capacidad de intercambio" como se usa en la presente se refiere a la intercambiabilidad de dominios variables dentro del formato de proteína de unión y con la retención del plegamiento y la afinidad de unión final. La "capacidad de inter...
	El término "antígeno" o "antígeno blanco" o "blanco de antígeno" como se usa en la presente se refiere a una molécula o una porción de una molécula que es capaz de estar unida por una proteína de unión y además se puede usar en un animal para producir...
	El término "Her2" se refiere al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano que es un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico.
	"CD3" es el clúster del polipéptido del factor de diferenciación 3 y es proteína de superficie de las células T que es típicamente parte del complejo del receptor de células T (TCR).
	"CD28" es el clúster del polipéptido de diferenciación 28 y es una proteína de superficie de las células T que proporciona señales coestimuladoras para la activación y supervivencia de las células T.
	"CD19" es el clúster del polipéptido de diferenciación 19 y se ubica en las células B.
	"CD20" es el clúster del polipéptido de diferenciación 20 y es una fosfoproteína glicosilada activada expresada en la superficie de las células B.
	"CD38" es el clúster del polipéptido de diferenciación 38 y es una glicoproteína hallada en la superficie de muchos células inmunológicas.
	"LAMP1" es la proteína de membrana 1 asociada a los lisosomas. "IL–4" es interleuquina 4 y es una citoquina que induce la diferenciación de células T auxiliares naíf.
	La "IL–13" es la interleuquina 13 y es una citoquina secretada por muchos tipos celulares tales como células T.
	"TNFa" es el factor de necrosis tumoral alfa y es una citoquina implicada en la inflamación sistemática.
	La expresión "acoplador de células T" se refiere a proteínas de unión dirigidas al sistema inmunitario de un huésped, más específicamente a la actividad citotóxica de las células T, así como dirigidas a una proteína diana de tumor.  La expresión "prot...
	La expresión "proteína de unión biespecífica" se refiere a una proteína de unión que se une específicamente a dos dianas de antígeno diferentes.
	La expresión "proteína de unión bivalente" se refiere a una proteína de unión que tiene dos sitios de unión.
	La expresión "proteína de unión triespecífica" se refiere a una proteína de unión que se une específicamente a tres dianas de antígeno diferentes.
	La expresión "proteína de unión trivalente" se refiere a una proteína de unión que tiene tres sitios de unión. En realizaciones particulares la proteína de unión trivalente se puede unir a un blanco de antígeno. En otras realizaciones, la proteína de ...
	Una proteína de unión "aislada" es la se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su ambiente natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que pueden interferir en los usos diagnósticos o terapéutic...
	Las expresiones "sustancialmente puro" o "sustancialmente purificado" como se usa en la presente se refieren a un compuesto o especie que es la especie predominante presente (es decir, sobre una base molar es más abundante que cualquier otra especie i...
	Una proteína de unión "neutralizante", como se usa en la presente, se refiere a una molécula que es capaz de bloquear o reducir sustancialmente una función efectora de un antígeno blanco al que se une. Como se usa en la presente, "reduce sustancialmen...
	El término “epítopo” incluye cualquier determinante, con preferencia un determinante polipéptido, capaz de unirse específicamente a una inmunoglobulina o receptor de células T. En ciertas realizaciones, los determinantes de epítopos incluyen agrupacio...
	La constante de disociación (KD) de una proteína de unión se puede determinar, por ejemplo, por resonancia de plasmón superficial. Generalmente, el análisis de resonancia de plasmón superficial mide las interacciones de unión en tiempo real entre el l...
	La expresión "se une específicamente" como se usa en la presente se refiere a la capacidad de una proteína de unión o un fragmento de unión al antígeno de este para unirse a un antígeno que contiene un epítopo con un Kd de al menos aproximadamente 1 x...
	El término "ligador" tal como se usa en la presente se refiere a uno o más restos de aminoácidos insertados entre dominios de inmunoglobulina para proporcionar suficiente movilidad para que los dominios de las cadenas ligera y pesada se plieguen en la...
	El término "vector" como se usa en la presente se refiere a cualquier molécula (por ejemplo, ácido nucleico, plásmido o virus) que se utiliza para transferir información de codificación a una célula huésped. El término "vector" incluye una molécula de...
	La frase "célula huésped recombinante" (o "célula huésped") como se usa en la presente se refiere a una célula en la que se ha introducido un vector de expresión recombinante. Se considera que una célula huésped recombinante o célula huésped se refier...
	El término "transformación" como se usa en la presente se refiere a un cambio en las características genéticas de una célula, y una célula se ha transformado cuando se ha modificado para contener un nuevo ADN. Por ejemplo, una célula se transforma cua...
	El término "natural” como se usa en la presente y aplicado a un objeto se refiere al hecho de que el objeto se puede encontrar en la naturaleza y no ha sido manipulado por el hombre. Por ejemplo, un polinucleótido o polipéptido que está presente en un...
	Como se usa en la presente, los veinte aminoácidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso convencional. Los estereoisómeros (por ejemplo, d–aminoácidos) de los veinte aminoácidos convencionales; aminoácidos no naturales y análogos tales como ...
	Los restos naturales se pueden dividir en clases basadas en propiedades de la cadena lateral común:
	(1) hidrofóbicos: Met, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Tyr, Pro;
	(2) hidrofílicos polares: Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, His, Lys, Ser, Thr;
	(3) alifáticos: Ala, Gly, Ile, Leu, Val, Pro;
	(4) hidrofóbicos alifáticos: Ala, Ile, Leu, Val, Pro;
	(5) hidrofílicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
	(6) ácidos: Asp, Glu;
	(7) básicos: His, Lys, Arg;
	(8) restos que influyen la orientación de la cadena: Gly, Pro;
	(9) aromático: His, Trp, Tyr, Phe; y
	(10) hidrofóbico aromático: Phe, Trp, Tyr.
	Las sustituciones de aminoácidos conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases con otro miembro de la misma clase. Las sustituciones no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clas...
	Un experto en la técnica será capaz de determinar variantes adecuadas de las cadenas polipeptídicas de las proteínas de unión usando técnicas bien conocidas. Por ejemplo, un experto en la técnica puede identificar áreas adecuadas de una cadena polipep...
	El término "paciente" como se usa en la presente incluye sujetos humanos y animales.
	Los términos "tratamiento" o "tratar" como se usa en la presente se refieren tanto al tratamiento terapéutico como a medidas profilácticas o preventivas. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen los que tienen un trastorno así como los propensos a ...
	Las expresiones "composición farmacéutica" o "composición terapéutica" como se usa en la presente se refieren a un compuesto o composición capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra adecuadamente a un paciente.  La expresión "...
	Las expresiones "cantidad efectiva" y "cantidad terapéuticamente efectiva" cuando se usan en referencia a una composición farmacéutica que comprende una o más proteínas de unión se refieren a una cantidad o dosis suficiente para producir un resultado ...

	Una realización de la descripción proporciona una composición farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteína de unión.
	Proteínas de unión triespecíficas y/o trivalentes
	En una realización, la proteína de unión de la descripción es una proteína de unión triespecífica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que específicamente unen uno o varios (por ejemplo...
	En una realización, la proteína de unión de la descripción es una proteína de unión triespecífica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que específicamente unen uno o varios (por ejemplo...
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	En una realización, la proteína de unión de la descripción es una proteína de unión triespecífica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que específicamente unen uno o varios (por ejemplo...
	VL2–L1–VL1–L2–CL    [I]
	y una segunda cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VH1–L3–VH2–L4–CH1–bisagra–CH2–CH3  [II]
	y una tercera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VH3– CH1–bisagra–CH2–CH3   [III]
	y una cuarta cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VL3– CL     [IV]
	en donde:
	VL1 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
	VL2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
	VL3 es un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
	VH1 es un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
	VH2 es un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
	VH3 es un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
	CL es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
	CH1 es un dominio constante de cadena pesada CH1 de inmunoglobulina;

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina;
	L1, L2, L3 y L4 son ligadores de aminoácidos;
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	En una realización, la proteína de unión de la descripción es una proteína de unión triespecífica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que específicamente unen uno o varios (por ejemplo...
	VL2–L1–VL1–L2–CL    [I]
	y una segunda cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VH1–L3–VH2–L4–CH1–bisagra–CH2–CH3  [II]
	y una tercera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VH3– CH1–bisagra–CH2–CH3   [III]
	y una cuarta cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VL3– CL     [IV]
	en donde:
	VL1 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
	VL2 es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
	VL3 es un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
	VH1 es un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
	VH2 es un segundo dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
	VH3 es un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
	CL es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
	CH1 es un dominio constante de cadena pesada CH1 de inmunoglobulina;

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina;
	L1, L2, L3 y L4 son ligadores de aminoácidos;
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica y la segunda cadena polipeptídica tienen una orientación cruzada que forma dos distintos sitios de unión a antígeno. En algunas realizaciones, VH1 y VL1 forman un par de unión y forman el prim...
	En una realización, la proteína de unión de la descripción es una proteína de unión triespecífica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígenos que se unen específicamente a uno o varios (por e...
	VD1–L1–VD2–L2–CL    [I]
	y una segunda cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VD3–L3–VD4–L4–CH1–bisagra–CH2–CH3  [II]
	y una tercera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VH3– CH1–bisagra–CH2–CH3   [III]
	y una cuarta cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	VL3– CL     [IV]
	en donde:
	VD1 es un dominio variable de cadena pesada o ligera de una primera inmunoglobulina;
	VD2 es un dominio variable de cadena pesada o ligera de una segunda inmunoglobulina;
	VD3 es un dominio variable de cadena pesada o ligera de una tercera inmunoglobulina;
	VD4 es un dominio variable de cadena pesada o ligera de una cuarta inmunoglobulina;
	VH3 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
	VL3 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
	CL es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
	CH1 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH1;

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;
	L1, L2, L3 y L4 son ligadores de aminoácidos;
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	En algunas realizaciones, la proteína de unión de la descripción comprende tres sitios de unión a antígeno que específicamente unen uno, dos o tres dianas de antígenos o proteínas diana. En algunas realizaciones, la proteína de unión se une con tres ...
	En algunas realizaciones, VL1, VL2 y VL3 son cada uno, de modo independiente, un dominio variable derivado de una secuencia de aminoácidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 2, 4, 10, 14, 18, 22 ó 115; y VH1, VH2 y VH3, son cada uno, de mod...
	En algunas realizaciones, VL1, VL2 y VL3 comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 169, 171 y 173; y/o VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, una sec...
	En particular realizaciones, el orden de los dominios VH1 y VH2 y, en consecuencia, el orden de los dominios VL1 y VL2, en la cadena polipeptídica de la fórmula I o la cadena polipeptídica de la fórmula II (es decir, para revertir el orden) se interc...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende CDRs...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende CDRs...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende CDRs...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende CDRs...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 63 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 63 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 76 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 76 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 82 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 82 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 88 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 88 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 94 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 94 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 69 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 63 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 63 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 63 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 63 que opcionalmente comprende CD...
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 que opcionalmente comprende CDRs...
	En algunas realizaciones,  la primera cadena polipeptídica comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10 que opcionalmente comprende C...
	[0148] En otras realizaciones, la proteína de unión de la descripción es una proteína de unión triespecífica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que se unen específicamente a una o vari...
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	En otras realizaciones, la proteína de unión de la descripción es una proteína de unión triespecífica y/o trivalente que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que se unen específicamente a una o varias (po...
	y en donde el polipéptido de la fórmula I y el polipéptido de la fórmula II forman un par de cadena ligera–cadena pesada cruzada.
	En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptídica y la segunda cadena polipeptídica tienen una orientación cruzada que forma dos distintos sitios de unión a antígeno. En algunas realizaciones, VH1 y VL1 forman un par de unión y forman el prim...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende un sitio de unión a antígeno que comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 95%, al menos 96%, al meno...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se une con una, dos o tres dianas de antígenos con una constante de disociación en el equilibrio (KD) que es menor o igual que 1 µM, 500 nM, 100 nM, 50 nM, 10 nM, 5 nM o 1 nM....
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción activa células T CD4 y/o CD8 in vitro y/o induce la muerte celular in vitro mediada por anticuerpos de una célula que expresa una o varias dianas de antígenos de uno o varios ...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se une específicamente y/o bloquea la señalización mediada por una o varias citoquinas. Los ensayos de liberación de citoquinas ilustrativas se conocen en la técnica. Por ejem...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a una proteína diana en células T, un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a u...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD3, un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD28 y un tercer sitio de uni...
	En algunas realizaciones, el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD3 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 152 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la...
	En algunas realizaciones, el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD28 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 160 y un dominio variable de cadena ligera que comprende l...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD3, un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD28 y un tercer sitio de uni...
	el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD38 comprende (i) tres CDRs de cadena pesada de SEQ ID Nos. 40, 41 y 42, respectivamente y tres CDRs de cadena ligera de SEQ ID Nos. 58, 44 y 59, respectivamente.
	En algunas realizaciones, el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a una proteína diana tumoral comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 156 y un dominio variable de cadena ...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígenos, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fór...

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígenos, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fór...

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;
	VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 129–137.
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígenos, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fór...

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígenos, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fór...

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;
	VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoácidos como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs: 25–42, 120–122 y 126–128.
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende un sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD3, un sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD28 y un sitio de unión a antígeno que se u...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende un CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:34, un CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:35 y un CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:36; VL1...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33; ...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 129, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 129, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30;...
	En algunas realizaciones, VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33;...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se une con una o varias (por ejemplo, una, dos o tres) de las siguientes dianas de antígenos o proteínas diana: A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC,...
	En una realización, las proteínas de unión específicamente se unen con una o varias dianas de antígenos tumorales (por ejemplo, proteínas diana). En otras realizaciones, las proteínas de unión específicamente se unen con una o varias proteínas diana ...
	En algunas realizaciones de la descripción, la proteína de unión trivalente es capaz de unirse con dianas de antígenos. En algunas realizaciones de la descripción, la proteína de unión trivalente es capaz de unir tres diferentes dianas de antígenos. ...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se une con una o varias proteínas diana tumorales. En algunas realizaciones, la proteína de unión is capaz de unirse específicamente con tres epítopos en una proteína diana tu...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se une con una o varias proteínas diana de citoquina. . En algunas realizaciones, la proteína de unión es capaz de unirse específicamente con tres epítopos en una proteína dia...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se une con una o varias proteínas diana tumorales y una o varias proteínas diana de células T. En algunas realizaciones, la proteína de unión es capaz de unir específicamente ...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se une cada uno, de modo independiente entre sí, iguales o diferentes, con uno, dos o tres dianas de antígenos o proteínas diana seleccionados de proteínas diana de citoquina,...
	Las proteínas de unión de la descripción se pueden preparar usando dominios o secuencias obtenidas o derivadas de cualquier anticuerpo humano o no humano, incluyendo, por ejemplo, anticuerpos humanos, murinos o humanizados.
	En algunas realizaciones, los ligadores L1, L2, L3 y L4 varían de ningún aminoácido (largo = 0) a aproximadamente 100 aminoácidos de longitud o menos que 100, 50, 40, 30, 20 ó 15 aminoácidos o menos. Los ligadores también pueden tener 10, 9, 8, 7, 6,...
	Los ejemplos de ligadores apropiados incluyen un resto de glicina simple (Gly); un péptido de diglicina (Gly–Gly); un tripéptido (Gly–Gly–Gly); un péptido con cuatro restos de glicina (Gly–Gly–Gly–Gly; SEQ ID NO: 98); un péptido con cinco restos de g...
	La identidad y secuencia de restos de aminoácidos en el ligador puede variar según el tipo de elemento estructural secundario necesario para lograr en el ligador. Por ejemplo, glicina, serina y alanina son mejores para ligadores que tienen máxima fle...
	En algunas realizaciones, la longitud de L1 es al menos dos veces la longitud de L3. En algunas realizaciones, la longitud de L2 es al menos dos veces la longitud de L4. En algunas realizaciones, la longitud de L1 es al menos dos veces la longitud de...
	En algunas realizaciones, L1, L2, L3, y/o L4 comprenden la secuencia Asp–Lys–Thr–His–Thr (SEQ ID NO: 525). En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia Asp–Lys–Thr–His–Thr (SEQ ID NO: 525). En algunas realizaciones, L3 comprende la secuencia A...
	En algunas realizaciones, L1, L2, L3, y/o L4 comprenden una secuencia derivada de una secuencia natural en la unión entre un dominio variable de anticuerpo y un dominio constante de anticuerpo (por ejemplo, como se describe en el documento WO2012/135...
	En algunas realizaciones, L1, L2, L3, y/o L4 comprenden la secuencia Gly–Gln–Pro–Lys–Ala–Ala–Pro (SEQ ID NO: 175). En algunas realizaciones, L1 comprende la secuencia Gly–Gln–Pro–Lys–Ala–Ala–Pro (SEQ ID NO: 175). En algunas realizaciones, L1 comprend...
	En algunas realizaciones, L1, L2, L3 y L4 comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia seleccionada de (GGGGS)n (en donde n es un número entero de entre 0 y 5; SEQ ID NO: 174), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende una segunda cadena polipeptídica que también comprende una región Fc ligada con CH1, en donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción incluye una o dos variantes de Fc. La expresión "variante de Fc" como se usa en la presente se refiere a una molécula o secuencia que es modificada desde una Fc nativa, pero a...
	Para mejorar los rendimientos de las proteínas de unión, los dominios CH3 se pueden alterar por la tecnología de "botones en ojales" que se describe en detalle con varios ejemplos, por ejemplo, en la publicación internacional N.º WO 96/027011, Ridgwa...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende una mutación de “botón” en la segunda cadena polipeptídica y una mutación de “ojal” en la tercera cadena polipeptídica. En algunas realizaciones, una proteína de uni...
	En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc ligada con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2...
	En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc ligada con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2...
	En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc ligada con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2...
	En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc ligada con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2...
	En algunas realizaciones, la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmunoglobulina CH2 ...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende una o varias mutaciones para mejorar la vida media en suero (ver, por ejemplo, Hinton, P.R. et al. (2006) J. Immunol. 176(1):346–56). En algunas realizaciones, la mu...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende una o varias mutaciones para mejorar la estabilidad, por ejemplo, de la región bisagra y/o interfaz dimérica de IgG4 (ver, por ejemplo, Spiess, C. et al. (2013) J. B...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende una o varias mutaciones para mejorar la purificación, por ejemplo, por modulación de la afinidad por un reactivo de purificación. Por ejemplo, se sabe que las proteí...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende una o varias mutaciones para reducir la función efectora, por ejemplo, fagocitosis celular dependiente de anticuerpo mediado por el receptor Fc (ADCP), citotoxicidad...
	En algunas realizaciones, los tipos de mutaciones descritos supra se pueden combinar en cualquier orden o combinación. Por ejemplo, una proteína de unión de la presente descripción puede comprender dos o más de las mutaciones de “botón” y “ojal”, una...
	En ciertas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción comprende: una primera cadena polipeptídica que comprende un dominio CL lambda; un dominio CH3 de una segunda cadena polipeptídica que comprende sustituciones de aminoácidos e...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se purifica por cromatografía por afinidad de la proteína A, cromatografía por afinidad de cadena ligera kappa (por ejemplo, usando una resina KappaSelect de acuerdo con las i...
	En algunas realizaciones, CH1, CH2, CH3 y CL de las proteínas de unión triespecíficas descritas en la presente pueden comprender cualquiera de las secuencias CH1, CH2, CH3 y CL de las proteínas de unión 1–53.
	Se usan metodologías de ADN recombinante estándar para construir los polinucleótidos que codifican los polipéptidos que forman las proteínas de unión, incorporan estos polinucleótidos en vectores de expresión recombinantes e introducen estos vectores...
	Otros aspectos de la presente descripción se refieren a moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden una secuencia de nucleótidos que codifica cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente. En algunas realizaciones, el ácido nu...
	En algunas realizaciones, el ácido nucleico aislado se incorpora en un vector. En algunas realizaciones, el vector es un vector de expresión. Los vectores de expresión pueden incluir una o varias secuencias reguladoras operativamente ligadas al polin...
	Otros aspectos de la presente descripción se refieren a un sistema de vectores que comprende uno o varios vectores que codifican una primera, segunda, tercera y cuarta cadena polipeptídica de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la prese...
	Células huésped aisladas
	Otros aspectos de la presente descripción se refieren a una célula huésped aislada que comprende uno o varios polinucleótidos aislados, vectores y/o sistemas de vectores descritos en la presente. En algunas realizaciones, la célula huésped es una cél...
	Otros aspectos de la presente descripción se refieren a un método de producción de cualquiera de las proteínas de unión descritas en la presente. En algunas realizaciones, el método incluye a) cultivar una célula huésped (por ejemplo, cualquiera de l...
	Las proteínas de unión se pueden emplear en cualquier método de ensayo conocido, como ensayos de unión competitivos, ensayos sándwich directo e indirecto y ensayos de inmunoprecipitación para la detección y la cuantificación de uno o varios antígenos...
	Para aplicaciones diagnósticas, en ciertas realizaciones, las proteínas de unión se pueden rotular con un resto detectable. El resto detectable puede ser cualquiera que sea capaz de producir, ya sea directa o indirectamente, una señal detectable. Por...
	Las proteínas de unión también son de utilidad para toma de imágenes in vivo. Una proteína de unión marcada con un resto detectable se puede administrar a un animal, con preferencia, en el torrente sanguíneo y la presencia y la ubicación del anticuer...
	Las proteínas de unión también se pueden usar para la activación celular, direccionamiento tumoral, neutralización de actividades de citoquinas, neutralización de infección viral, combinación de múltiples eventos de señalización, para tratar cáncer, ...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se administra a un paciente que lo necesita para el tratamiento o la prevención del cáncer. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la proteína de unión comprende un sitio de u...
	En algunas realizaciones, una proteína de unión de la presente descripción se administra a un paciente que lo necesita para el tratamiento o la prevención de una enfermedad o trastorno inflamatorios. En algunas realizaciones, la proteína de unión com...
	La descripción también se refiere a un kit que comprende una proteína de unión y otros reactivos útiles para detectar los niveles de antígenos blanco en muestras biológicas. Estos reactivos pueden incluir un rótulo detectable, suero de bloqueo, muest...
	Composiciones terapéuticas de la proteína de unión y su administración
	Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas que comprenden proteínas de unión están dentro del alcance de la descripción. Tales composiciones terapéuticas o farmacéuticas pueden comprender una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteína de u...
	Los materiales de formulación aceptables con preferencia son no tóxicos para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas.
	La composición farmacéutica puede contener materiales de formulación para modificar, mantener o conservar, por ejemplo, el pH, osmolaridad, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, olor, esterilidad, estabilidad, velocidad de disolución o liber...
	La composición farmacéutica óptima será determinada por un experto en la técnica, de acuerdo con, por ejemplo, la vía de administración prevista, formato de administración y dosis deseada. Dichas composiciones pueden influir en el estado físico, estab...
	El vehículo o vehículo primario en una composición farmacéutica puede tener naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, un vehículo o portador adecuado para inyección puede ser agua, solución salina fisiológica o líquido cefalorraquídeo artificial, po...
	Las composiciones farmacéuticas de la descripción se pueden seleccionar para administración parenteral o subcutánea. Alternativamente, las composiciones se pueden seleccionar para inhalación o para su administración a través del tracto digestivo, tal ...
	Los componentes de la formulación están presentes en concentraciones que son aceptables para el sitio de administración. Por ejemplo, se usan taampones para mantener la composición a pH fisiológico o a un pH ligeramente inferior, típicamente dentro de...
	Cuando se contempla la administración parenteral, las composiciones terapéuticas para usar pueden estar en forma de una solución acuosa libre de pirógenos, aceptable para uso parenteral, que comprende la proteína de unión deseada en un vehículo farmac...
	En una realización, una composición farmacéutica se puede formular para inhalación. Por ejemplo, una proteína de unión se puede formular como un polvo seco para inhalación. Las soluciones de inhalación de proteínas de unión también se pueden formular ...
	También se contempla que ciertas formulaciones se pueden administrar por vía oral. En una realización de la descripción, las proteínas de unión que se administran de esta manera se pueden formular con o sin los portadores habitualmente utilizados en l...
	Otra composición farmacéutica puede implicar una cantidad efectiva de proteínas de unión en una mezcla con excipientes no tóxicos que son adecuados para la fabricación de comprimidos. Mediante la disolución de los comprimidos en agua estéril u otro ve...
	Las composiciones farmacéuticas adicionales de la descripción serán evidentes para los expertos en la técnica, que incluyen las formulaciones que implican proteínas de unión en formulaciones de liberación sostenida o controlada. Las técnicas para form...
	Las composiciones farmacéuticas para usar para la administración in vivo típicamente deben ser estériles. Esto se puede conseguir por filtración a través de membranas de filtración estériles. Cuando la composición se liofiliza, la esterilización media...
	Una vez formulada la composición farmacéutica, se puede almacenar en viales estériles como una solución, suspensión, gel, emulsión, sólido o como un polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones se pueden almacenar en una forma lista para usar...
	La descripción también abarca kits para producir una unidad de administración de dosis única. Los kits pueden contener cada uno un primer recipiente que tiene una proteína seca y un segundo recipiente que tiene una formulación acuosa. También se inclu...
	La cantidad efectiva de una composición farmacéutica de proteína de unión para emplear terapéuticamente dependerá, por ejemplo, del contexto terapéutico y los objetivos. Un experto en la técnica apreciará que los niveles de dosis apropiados para el tr...
	La frecuencia de dosificación dependerá de los parámetros farmacocinéticos de la proteína de unión en la formulación que se utiliza. Típicamente, un clínico administrará la composición hasta alcanzar una dosis que consiga el efecto deseado. Por lo tan...
	La vía de administración de la composición farmacéutica está de acuerdo con métodos conocidos, por ejemplo, por vía oral; mediante inyección por vías intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intracerebroventricular, intramuscula...
	La composición también se puede administrar localmente mediante la implantación de una membrana, esponja u otro material apropiado sobre el que se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada. Cuando se utiliza un dispositivo de implantación, el dis...
	En algunas realizaciones, la presente descripción se refiere a un método para prevenir y/o tratar una enfermedad o trastorno proliferativo (por ejemplo, cáncer). En algunas realizaciones, el método comprende administrar a un paciente una cantidad tera...
	En algunas realizaciones, la presente descripción se refiere a un método para prevenir y/o tratar una enfermedad o trastorno inflamatorio (por ejemplo, cáncer). En algunas realizaciones, el método comprende administrar a un paciente una cantidad tera...
	Sin limitar la presente descripción, se describen una cantidad de realizaciones de la presente descripción más abajo con fines ilustrativas.
	Ítem 1: Una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que se unen específicamente a una o varias proteínas diana, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura repres...
	Ítem 2: Una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno que se unen específicamente a una o varias proteínas diana, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura repres...

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina;
	bisagra es una región bisagra de inmunoglobulina que conecta los dominios CH1 y CH2; y
	L1, L2, L3 y L4 son ligadores de aminoácidos;
	Ítem 3: La proteína de unión del ítem 1, en donde la segunda y/o la tercera cadena polipeptídica también comprende una región Fc ligada con CH1, en donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pes...
	Ítem 4: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–3, en donde al menos uno de L1, L2, L3 o L4 tiene independientemente 0 aminoácidos de longitud.
	Ítem 5: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–3, en donde L1, L2, L3 o L4 tienen cada uno, de modo independiente, al menos un aminoácido de largo.
	Ítem 6: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–3 y 5, en donde wherein (a) L1, L2, L3 y L4 cada uno independientemente tienen cero aminoácidos de longitud o comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID...
	Ítem 7: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–5, en donde

	(a) L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L2 comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 106), L3 comprende la secuencia S y L4 comprende la secuencia RT;
	(b) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L2 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L3 tiene 0 aminoácidos de longitud y L4 tiene 0 aminoácidos de longitud;
	(c) L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L2 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L3 tiene 0 aminoácidos de longitud y L4 tiene 0 aminoácidos de longitud; o
	(d) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105), L2 tiene 0 aminoácidos de longitud, L3 comprende la secuencia GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 105) y L4 tiene 0 aminoácidos de longitud.
	Ítem 8: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–7, en donde la proteína de unión es triespecífica y capaz de unir específicamente tres diferentes dianas de antígenos.
	Ítem 9: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–8, en donde la proteína de unión se une específicamente tres proteínas diana que corresponden a dos proteínas diana en células T y a una proteína diana tumoral.
	Ítem 10: La proteína de unión del ítem 9, en donde una de dichas proteínas diana en células T es CD3.
	Ítem 11: La proteína de unión del ítem 9 o el ítem 10, en donde una de dichas proteínas diana en células T es CD28.
	Ítem 12: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 9–11, en donde dicha proteína diana tumorales CD38.
	Ítem 13: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–8, en donde la proteína de unión se une específicamente tres proteínas diana que corresponden a dos proteínas diana en células T y a una proteína diana seleccionada del grupo que consiste en ...
	Ítem 14: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–13, en donde la proteína de unión es capaz de inhibir la función de una o varias proteínas diana.
	Ítem 15: La proteína de unión del ítem 14, en donde las una o varias proteínas diana se seleccionan del grupo que consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7H5, B7H6, B7H7, B7RP1, B7–4, C3, C5, CCL2, CCL...
	Ítem 16: Una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígenos, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH2;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina CH3;
	(b) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada que comprenden una secuencia de aminoácidos como se establece en cualquiera de SEQ ID NOs: 25–42, 120–122 y 126–128.
	Ítem 18: La proteína de unión del ítem 16, en donde la segunda y/o la tercera cadena polipeptídica también comprende una región Fc ligada con CH1, en donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena p...
	Ítem 19: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 16–18, en donde al menos uno de L1, L2, L3 o L4, tiene independientemente 0 aminoácidos de longitud.
	Ítem 20: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 16–18, en donde L1, L2, L3 o L4 tienen cada uno, de modo independiente, al menos un aminoácido de largo.
	Ítem 21: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 16–18, en donde (a) L1, L2, L3 y L4, cada uno independientemente, tienen una longitud de cero aminoácidos o comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO...
	Ítem 22: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 16–18, en donde:

	(a) L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L2 comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 106), L3 comprende la secuencia S y L4 comprende la secuencia RT;
	(b) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L2 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L3 tiene 0 aminoácidos de longitud y L4 tiene 0 aminoácidos de longitud;
	(c) L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L2 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L3 tiene 0 aminoácidos de longitud y L4 tiene 0 aminoácidos de longitud; o
	Ítem 23: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 16–22, en donde:

	(a) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30; VL1 comprende una CDR...
	(b) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33; VL1 comprende una CDR...
	(c) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30; VL1 comprende una CDR...
	(d) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33; VL1 comprende una CDR...
	(e) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30; VL1 comprende una CDR...
	(f) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33; VL1 comprende una CDR...
	(g) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30; VL1 comprende una CDR...
	(h) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33; VL1 comprende una CDR...
	(i) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:28, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:29 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:30; VL1 comprende una CDR...
	(j) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:31, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:32 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:33; VL1 comprende una CDR...
	Ítem 24: Una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:
	Ítem 25: Una proteína de unión que comprende cuatro cadenas polipeptídicas que forman tres sitios de unión a antígeno, en donde una primera cadena polipeptídica comprende una estructura representada por la fórmula:

	CH2 es un dominio constante de cadena pesada CH2 de inmunoglobulina;
	CH3 es un dominio constante de cadena pesada CH3 de inmunoglobulina;
	(a) VH1, VH2 y VH3 comprenden cada uno, de modo independiente, una secuencia de dominio variable establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 168, 170 y 172; o
	Ítem 26: La proteína de unión del ítem 24, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una región Fc ligada con CH1, en donde la región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulina y dominios constantes de cadena pesada de inmuno...
	Ítem 27: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 24–26, en donde al menos uno de L1, L2, L3 y L4, tiene independientemente 0 aminoácidos de longitud.
	Ítem 28: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 24–26, en donde L1, L2, L3 y L4 tienen cada uno, de modo independiente, al menos un aminoácido de largo.
	Ítem 29: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 24–26 y 28, en donde (a) L1, L2, L3 y L4 cada uno independientemente, tienen una longitud de cero aminoácidos o comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en GGGGSGGGGS (SEQ I...
	Ítem 30: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 24–26, en donde:

	(a) L1 comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L2 comprende la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 106), L3 comprende la secuencia S y L4 comprende la secuencia RT;
	(b) L1 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L2 comprende la secuencia GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 104), L3 tiene 0 aminoácidos de longitud y L4 tiene 0 aminoácidos de longitud;
	(c) L1 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L2 comprende la secuencia GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 148), L3 tiene 0 aminoácidos de longitud y L4 tiene 0 aminoácidos de longitud; o
	Ítem 31: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 24–30, en donde:

	(a) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 134; VL1 comprende u...
	(b) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 137; VL1 comprende u...
	(c) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 134; VL1 comprende u...
	(d) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 129, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 131; VL1 comprende u...
	(e) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 137; VL1 comprende u...
	(f) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 129, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 130 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 131; VL1 comprende u...
	(g) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 137; VL1 comprende u...
	(h) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 135, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 136 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 137; VL1 comprende u...
	(i) VH1 comprende una CDR–H1 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 132, una CDR–H2 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 133 y una CDR–H3 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 134; VL1 comprende u...
	Ítem 32: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1, 3–16, 18–24 y 26–31, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulin...
	Ítem 33: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1, 3–16, 18–24 y 26–31, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulin...
	Ítem 34: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1, 3–16, 18–24 y 26–33, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobulin...
	Ítem 35: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25 y 27–31, en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptídica comprende sustituciones de aminoácidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 354 y 366 d...
	Ítem 36: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25 y 27–31, en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptídica comprende sustituciones de aminoácidos en las posiciones correspondientes a las posiciones 349, 366, 3...
	Ítem 37: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25, 27–31, 35 y 36, en donde los dominios CH3 de la segunda y la tercera cadena polipeptídica comprenden sustituciones de aminoácidos en las posiciones correspondientes a la...
	Ítem 38: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1, 3–16, 18–24, y 26–34, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglobuli...
	Ítem 39: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25, 27–31 y 35–37, en donde los dominios CH3 de la segunda y la tercera cadena polipeptídica son dominios CH3 de IgG1 o IgG4 humana y en donde sólo uno de los dominios CH3 c...
	Ítem 40: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1, 3–16, 18–24, 26–34, y 28, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmunoglo...
	Ítem 41: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25, 27–31, 35–37 y 39, en donde los dominios CH3 de la segunda y la tercera cadena polipeptídica son dominios CH3 de IgG4 humana y en donde los dominios CH3 comprenden cada ...
	Ítem 42: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1, 3–16, 18–24, 26–34, 38 y 40, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc unida con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmuno...
	Ítem 43: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25, 27–31, 35–37, 39 y 41, en donde los dominios CH3 de la segunda y la tercera cadena polipeptídica son dominios CH3 de IgG4 humana y en donde los dominios CH3 comprenden c...
	Ítem 44: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1, 3–16, 18–24, 26–34, 38 y 40, en donde la segunda cadena polipeptídica también comprende una primera región Fc ligada con CH1, donde la primera región Fc comprende una región bisagra de inmun...
	Ítem 45: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25, 27–31, 35 y 37, 39 y 41, en donde los dominios CH3 de la segunda y tercera cadena polipeptídica son dominios CH3 de IgG1 humana y en donde los dominios CH3 comprenden ca...
	Ítem 46: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25, 27–31, 35–37, 39, 41, 43 y 45, en donde VH1 y VL1 forman un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD3 humana, en donde VH2 y VL2 forman un segund...
	Ítem 47: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 4–15, 17, 19–23, 25, 27–31, 35–37, 39, 41, 43 y 45, en donde VH1 y VL1 forman un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD28 humana, en donde VH2 y VL2 forman un segun...
	Ítem 48: La proteína de unión del ítem 46 o el ítem 47, en donde el tercer sitio de unión a antígeno se une específicamente con una proteína diana tumoral humano seleccionada del grupo que consiste en CD19, CD20, CD38, Her2 y LAMP1.
	Ítem 49: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 46–48, en donde el sitio de unión con antígeno que se une específicamente a CD3 comprende:

	(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 152 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 153; o
	Ítem 50: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 46–49, en donde el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD28 comprende:

	(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 160 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 161; o
	Ítem 51: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 46–50, en donde el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a una proteína diana tumoral comprende:

	(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 156 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 157;
	(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 158 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 159;
	(c) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 164 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 165;
	(d) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 150 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 151; o
	Ítem 52: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 17, 35–37, 39, 41, 43 y 45, en donde:

	(a) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a TNFa humano, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL13 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unión a antígeno q...
	(b) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a TNFa humano, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL4 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unión a antígeno qu...
	(c) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL4 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a TNFa humano y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unión a antígeno qu...
	(d) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL4 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL13 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unión a antígeno qu...
	(e) VH1 y VL1 forman un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL13 humana, VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL4 humana y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unión a antígeno qu...
	Ítem 53: La proteína de unión del ítem 52, en donde el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a TNFa humano comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 168 y un dominio variable...
	Ítem 54: La proteína de unión del ítem 52 o el ítem 53, en donde el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL4 humana comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 170 y un domi...
	Ítem 55: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 52–54, en donde el sitio de unión a antígeno que se une específicamente a IL13 humana comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 172 ...
	Ítem 56: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–55, en donde:

	(a) el dominio CL de la primera cadena polipeptídica es un dominio CL kappa humano y el dominio CL de la cuarta cadena polipeptídica es un dominio CL lambda humano; o
	Ítem 57: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 2, 17, 25, 35–37, 39, 41 y 43–55, en donde la primera cadena polipeptídica comprende un dominio CL lambda; en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptídica comprende sustituciones de ...
	Ítem 58: Una proteína de unión que comprende una primera cadena polipeptídica, una segunda cadena polipeptídica, una tercera cadena polipeptídica y una cuarta cadena polipeptídica en donde:
	Ítem 59: Una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–58.
	Ítem 60: Un vector de expresión que comprende la molécula de ácido nucleico del ítem 59.
	Ítem 61: Una célula huésped aislada que comprende la molécula de ácido nucleico del ítem 59.
	Ítem 62: Una célula huésped aislada que comprende el vector de expresión del ítem 60.
	Ítem 63: La célula huésped aislada del ítem 61 o el ítem 62, en donde la célula huésped es una célula de mamífero o una célula de insecto.
	Ítem 64: Una composición farmacéutica que comprende la proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–58 y un portador farmacéuticamente aceptable.
	Ítem 65: Un método de prevención y/o tratamiento de cáncer en un paciente que comprende la administración al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–23 y 32–58 o la composición...
	Ítem 66: El método del ítem 65, en donde la proteína de unión comprende un sitio de unión a antígeno que se une específicamente a una proteína de superficie de células T y otro sitio de unión a antígeno que se une específicamente a una proteína diana...
	Ítem 67: El método del ítem 66, en donde la proteína de unión comprende un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD3, un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD28 y un tercer sitio de unión a antígeno...
	Ítem 68: El método de cualquiera de los ítems 65–67, en donde la al menos una proteína de unión se coadministra con un agente quimioterapéutico.
	Ítem 69: A método de prevención y/o tratamiento de una enfermedad o trastorno inflamatorio en un paciente que comprende la administración al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una proteína de unión de cualquiera de los íte...
	Ítem 70: El método del ítem 69, en donde la proteína de unión comprende tres sitios de unión a antígeno que se unen cada uno específicamente con una proteína diana de citoquina seleccionada del grupo que consiste en IL–4, IL–13 y TNFa.
	Ítem 71: El método del ítem 69 o el ítem 70, en donde la al menos una proteína de unión se coadministra con un agente antiinflamatorio.
	Ítem 72: El método de cualquiera de los ítems 65–71, en donde es paciente es un humano.
	Ítem 73: El método del ítem 65 o el ítem 69, en donde la proteína de unión es capaz de inhibir la función de una o varias proteínas diana seleccionadas del grupo que consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7...
	Ítem 74: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–23 y 32–58 o la composición del ítem 64 para usar en la prevención y/o el tratamiento de cáncer en un paciente.
	Ítem 75: La proteína de unión para usar o la composición para usar del ítem 74, en donde la proteína de unión comprende un sitio de unión a antígeno que se une específicamente a una proteína de superficie de células T y otro sitio de unión a antígeno...
	Ítem 76: La proteína de unión para usar o la composición para usar del ítem 75, en donde la proteína de unión comprende un primer sitio de unión a antígeno que se une específicamente a CD3, un segundo sitio de unión a antígeno que se une específicame...
	Ítem 77: La proteína de unión para usar o la composición para usar de cualquiera de los ítems 74–76, en donde la proteína de unión se coadministra con un agente quimioterapéutico.
	Ítem 78: La proteína de unión de cualquiera de los ítems 1–15, 24–45 y 52–58 o la composición farmacéutica del ítem 64 para usar la prevención y/o el tratamiento de una enfermedad o trastorno inflamatorio en un paciente.
	Ítem 79: La proteína de unión para usar o la composición para usar del ítem 78, en donde la proteína de unión comprende tres sitios de unión a antígeno que se unen cada uno específicamente con una proteína diana de citoquina seleccionada del grupo qu...
	Ítem 80: La proteína de unión para usar o la composición para usar del ítem 78 o el ítem 79, en donde la proteína de unión se coadministra con un agente antiinflamatorio.
	Ítem 81: La proteína de unión para usar o la composición para usar de cualquiera de los ítems 74–80, en donde es paciente es un humano.
	Ítem 82: La proteína de unión para usar o la composición para usar del ítem 74 o el ítem 78, en donde la proteína de unión es capaz de inhibir la función de una o varias proteínas diana seleccionadas del grupo que consiste en A2AR, APRIL, ATPDasa, BA...
	Ítem 83: Un método de purificación de una proteína de unión producida por una célula huésped, que comprende:

	(a) producir la proteína de unión de uno cualquiera de los ítems 2, 17, 25, 35-37, 41, 43, 45, y 46-55 en una célula huésped, en donde sólo uno del dominio CH3 de la segunda cadena polipeptídica y el dominio CH3 de la tercera cadena polipeptídica com...
	(b) poner en contacto la proteína de unión producida en (a) con la proteína A; y
	(c) eluir la proteína de unión de la proteína A en condiciones apropiadas para aislar la proteína de unión de las proteínas de unión que comprenden ya sea 0 ó 2 dominios CH3 que comprenden las sustituciones de aminoácidos son H435R e Y436F, con lo qu...
	Ítem 84:  El método del ítem 83, en donde el dominio CL de la primera cadena polipeptídica es un dominio CL kappa humano, y el dominio CL de la cuarta cadena polipeptídica es un dominio CL lambda humano; o el dominio CL de la primera cadena polipeptíd...
	(d) poner en contacto la proteína de unión eluida en (c) con un medio de afinidad de cadena ligera kappa; y
	(e) eluir la proteína de unión del medio de afinidad de cadena ligera kappa
	Ítem 85: El método del ítem 84, que también comprende, después de (e):

	(f) poner en contacto la proteína de unión eluida en (e) con un medio de afinidad de cadena ligera lambda; y
	(g) eluir la proteína de unión del medio de afinidad de cadena ligera lambda
	Ítem 86: El método del ítem 83, en donde el dominio CL de la primera cadena polipeptídica es un dominio  CL kappa humano, y el dominio CL de la cuarta cadena polipeptídica es un dominio CL lambda humano; o el dominio CL de la primera cadena polipeptí...
	(d) poner en contacto la proteína de unión eluida en (c) con un medio de afinidad de cadena ligera lambda; y
	(e) eluir la proteína de unión del medio de afinidad de cadena ligera lambda en condiciones adecuadas para aislar la proteína de unión de las proteínas de unión que comprenden solo los dominios CL kappa.
	Ítem 87: El método del ítem 86, que comprende además, después de (e):
	(f) poner en contacto la proteína de unión eluida en (e) con un medio de afinidad de cadena ligera kappa; y
	(g) eluir la proteína de unión del medio de afinidad de cadena ligera lambda en condiciones adecuadas para aislar la proteína de unión de las proteínas de unión que comprenden solo los dominios CL lambda.
	Ítem 88: El método de uno cualquiera de los ítems  83-87,  en donde la primera cadena polipeptídica comprende un dominio CL lambda; en donde el dominio CH3 de la segunda cadena polipeptídica comprende sustituciones de aminoácidos en las posiciones cor...
	Ítem 89: El método de cualquiera de los ítems 83–88, en donde la proteína de unión se detecta en uno o más de (c) y (e) usando cromatografía por interacción hidrofóbica (HIC).
	Ítem 90: El método de cualquiera de los ítems 83–89, en donde los dominios CH3 de las segunda y la tercera cadenas polipeptídicas son dominios CH3 de IgG1 o IgG4.

	EJEMPLOS
	Los Ejemplos que siguen son ilustrativos de realizaciones específicas de la descripción, y sus diversos usos. Se exponen únicamente con fines explicativos y no se deben interpretar como limitantes del alcance de la invención de ninguna manera.
	Se utilizaron los siguientes materiales y métodos para los experimentos descritos en los Ejemplos 2–5.
	Diseño de anticuerpos triespecíficos
	Una ilustración esquemática del diseño general del anticuerpo triespecífico se ilustra en las FIGS. 1A–1C. Se diseñaron anticuerpos triespecíficos individuales basados en 5 parámetros: 1) Selección de sitios de unión del anticuerpo; 2) Consideración d...
	Producción y purificación de anticuerpos triespecíficos
	Se produjeron anticuerpos triespecíficos mediante la transfección transitoria de 4 plásmidos de expresión en células Expi293 utilizando el kit de transfección ExpiFectamine™ 293 (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En...
	El sobrenadante de células transfectadas se recolectó 4–5 días después de la transfección, y se filtró a través de una unidad de filtro de 0,45 μm (Nalgene). El anticuerpo triespecífico en el sobrenadante se purificó usando un procedimiento de 3 etapa...
	Ensayos ELISA
	Las propiedades de unión de los anticuerpos purificados se analizaron utilizando métodos ELISA o SPR. Para ELISA, se usaron antígenos correspondientes para cada sitio de unión en el anticuerpo triespecífico para recubrir una placa Immuno de 96 pocillo...
	Después de lavar, se añadió el Fab anti–humano secundario conjugado con HRP (1: 5000, Nº de catálogo 109–035–097, Jackson ImmunoResearch Inc) a cada pocillo y se incubó a TA durante 30 minutos. Después de lavar 5 veces con PBS + Tween 20 al 0,25%, se ...
	Ensayos SPR
	Se seleccionaron dos pares de cadenas pesadas y ligeras para un análisis cinético completo. La caracterización cinética de los anticuerpos purificados se realizó utilizando tecnología de resonancia de plasmón superficial (SPR) en un BIACORE 3000 (GE H...
	Para un ensayo de ejemplo, la IL13 humana recombinante (catálogo # IL012) y la IL4 humana (catálogo # IL004) se adquirieron en Millipore, el TNFα humano recombinante (catálogo # H8916) se adquirió de Sigma Aldrich. La cinética de unión se midió frente...
	Activación de células T In vitro y ensayos de proliferación
	Las PBMC humanas se purificaron a partir de la capa leucocitaria adquirida de Blood Research Component (Brookline, MA, Estados Unidos) usando el método Ficoll–Paque Plus. Brevemente, la capa leucocitaria fresca se diluyó primero a una relación de 1: 3...
	Para montar el ensayo de activación de células T in vitro, se resuspendieron las PBMC humanos purificados en medio de cultivo (RPMI1640 con FBS 10% y suplementado con glutamina/estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific) (106 células/ml). Se añadieron ...
	Para montar el ensayo de proliferación de células T in vitro, se resuspendieron las PBMC humanos purificadas en medio de cultivo (RPMI1640 con FBS 10% y suplementado con glutamina/estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific) (106 células/ml). Se añadier...
	Ensayo de destrucción celular in vitro
	Las PBMC humanas purificadas se usaron para ensayos de destrucción in vitro contra diversas células de cáncer utilizando diferentes anticuerpos triespecíficos. Brevemente, el ensayo de destrucción se montó en una placa de fondo en V de 96 pocillos. Pa...
	Ensayo de liberación de citoquinas
	Para medir las concentraciones de citoquinas inflamatorias en los ensayos de activación in vitro, ensayos de destrucción in vitro, ensayos de activación in vivo en ratones NSG humanizados con células de cordón umbilical CD34 + y estudio de toxicidad, ...
	Modelos de ratón y estudios de eficacia in vivo
	Se usaron ratones NSG (hu–CD34) injertados con células madre hematopoyéticas CD34 + humanas como un modelo de ratón in vivo. Estos ratones desarrollan células inmunitarias humanas de múltiples linajes y son una plataforma validada para estudios de efi...
	Para el estudio de eficacia que utilizó ratones NS–CD34 NSG, los ratones se adquirieron en The Jackson Laboratory (Maine, Estados Unidos), y las poblaciones de células humanas se validaron antes del uso. En general, se usaron 5x106 células tumorales m...
	Se usaron ratones NSG humanos humanizados con PBMC (hu–PBMC) NSG como otro modelo de ratón in vivo. Estos ratones se producen mediante la inyección de PBMC humanas purificadas de donantes sanos, que tienen la velocidad de injerto más rápida usando cél...
	Para el estudio de eficacia que usa ratones NSG hu–PBMC, se adquirieron ratones NSG de 8–10 semanas de edad (Nº Cat.: 005557, NOD.Cg–Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ) en The Jackson Laboratory (Maine, Estados Unidos) Cada ratón fue inoculado con 5x106 célula...
	Estudio de tolerabilidad y farmacocinética NHP
	Todos los estudios de NHP se llevaron a cabo en Covance (Princeton, New Jersey, Estados Unidos) de acuerdo con el protocolo Covance ICUCA. En todos los estudios se utilizaron monos Cynomolgus machos naïve para proteínas y fármaco o naïve para proteína...
	Ensayo indicador de luciferasa
	Las células Jurkat GloResponse ™ IL2–luc2P, Descongelar y usar (Promega parte # CS187002) y GloResponse ™ NFAT–Luc2 Jurkat (Promega Cat # CS176401) se adquirieron en Promega (WI, Estados Unidos) y se prepararon para usar de acuerdo con el protocolo de...
	Brevemente, las células se descongelaron durante 2 min en un baño de agua a 37ºC y se transfirieron suavemente a un tubo de centrifugación cónico de 15 ml que contiene 10 ml de medio R10 precalentado. El tubo se centrifugó a 300 g durante 5 minutos a ...
	Para la estimulación de anticuerpos, se prepararon anticuerpos triespecíficos o de control a diversas concentraciones y se diluyeron en forma seriada en PBS. Se dispensaron 25 μl de anticuerpos por pocillo. Para los Ab unidos a placa, se utilizó la pl...
	Estabilidad conformacional
	Las mediciones de termoestabilidad (por ejemplo, puntos de fusión, Tm) se determinaron usando fluorimetría diferencial de barrido (DSF). Las muestras se diluyeron en tampón D–PBS (Invitrogen) a una concentración final de 0,2 μg/μl incluyendo una soluc...
	Mediciones de IC50
	Detección de la actividad del anticuerpo contra IL–4 e IL–13 con una línea celular indicadora
	Se determinaron las actividades de anticuerpos biespecíficos o derivados contra citoquinas IL4 e IL13 en células indicadoras HEK–Blue IL–4/IL–13 comercialmente disponibles (InvivoGen). Las células HEK–Blue IL–4/IL–13 están diseñadas para controlar la ...
	Detección de la actividad del anticuerpo contra TNFα cn una línea celular indicadora
	Se determinaron las actividades de anticuerpos biespecíficos o derivados contra TNFa en mediante el uso de células indicadoras HEK–Blue TNF–a comercialmente disponibles (InvivoGen). Las células HEK–Blue TNF–a están diseñadas para detectar TNF–a bioact...
	Ejemplo 2: Panorama general de las proteínas de unión triespecíficas
	Se desarrolló una estrategia novedosa para la generación de proteínas de unión triespecíficas. Las proteínas triespecíficas comprendían cuatro polipéptidos que formaban tres sitios de unión blanco (FIGS. 1A–C). Cada sitio de unión blanco comprendía el...

	Tabla 1: SEQ ID Nos de cadena pesada y ligera para las proteínas de unión 1–21, y los antígenos blanco a los que se dirigen las proteínas de unión.
	El primer par de polipéptidos (que poseía los dominios variables duales) comprendía un primer polipéptido que tiene el dominio constante de la cadena ligera de la estructura VL2–Ligador–VL1–Ligador–Inmunoglobulina y un segundo polipéptido que tiene el...

	Tabla A: resumen del diseño de la rama biespecífica de las proteínas de unión triespecíficas como un IgG1 (Ojal) o IgG4 (Ojal)
	Ligadores: [L3, L4]/[L1,L2] – [S, RT]/[GQPKAAP (SEQ ID NO:175), TKGPS (SEQ ID NO:106)];
	[ ,] /[GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104)]; o
	[GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), ]/[GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), ]
	Ejemplo 3: Actividad de unión in vitro y destrucción específica mediada por anticuerpos de acopladores de células T
	Este ejemplo describe ensayos in vitro para caracterizar las actividades de los acopladores de células T.
	Usando el enfoque descrito en el Ejemplo 2 anterior para el diseño de proteínas de unión triespecíficas, se generaron cuatro proteínas de unión triespecíficas (Proteínas de unión 1, 3, 5 y 6). Estas proteínas de unión triespecíficas se crearon por in...
	Ensayos in vitro usando proteínas de unión triespecíficas que comprenden anti–Her2
	Para probar la capacidad de las proteínas de unión triespecíficas para dirigir y unir tres antígenos humanos diferentes, la especificidad de la Proteína de unión 1 para sus blancos se examinó primero mediante ensayo ELISA. La proteína de unión 1 era ...
	Las células ZR–75–1, AU565 (Her2+), ARH–77 (CD19+), MOLP–8, RPMI–8226, KMS–12_BM, NCI–H929, MM.1.S, MM.1., R OPM–2, KMS–26, y U266 (CD38+) se marcaron con el colorante de membrana PKH–26 (Sigma) y se usaron como células blanco en un ensayo de citotox...
	Las líneas de células tumorales Her2 +, CD19 +, CD38 + se tiñeron con anticuerpos conjugados fluorescentemente contra CD3, CD28, CD19, CD38, LAMP1 y/o Her2 (Biolegend). También se incluyó la tinción con los respectivos anticuerpos de control apareado...
	Se analizó la capacidad de la proteína de unión 1 para inducir la destrucción de células mediadas por anticuerpos de células tumorales que expresan proteínas HER2 en su superficie. No sólo la Proteína de unión 1 fue capaz de unirse a las tres de sus ...
	Además, se llevaron a cabo estudios sobre la activación y proliferación in vitro de células T, así como la producción de citoquinas, usando el anticuerpo triespecífico anti–Her2 x CD28 x CD3 (Proteína de unión 1). La Proteína de unión 1 y variantes d...
	Ensayos in vitro usando las proteínas de unión triespecíficas que comprenden anti–CD19
	La proteína de unión triespecífica anti–CD19 x CD28 x CD3 fue capaz de unir sus antígenos blanco (FIG. 8), lo que indica que cada dominio de unión en el formato triespecífico retuvo su función.
	La proteína de unión triespecífica anti–CD19 x CD28 x CD3 también fue capaz de inducir la destrucción celular mediada por anticuerpo de las células CD19+ (FIGS. 9A–9N). De modo similar, la proteína de unión triespecífica anti–CD19 x CD28 x CD3 exhibi...
	Ensayos in vitro usando las proteínas de unión triespecíficas que comprenden anti–CD38
	Como se observa con la Proteínas de unión 1 y 3, la Proteína de unión 5 fue capaz de unir sus tres proteínas diana (CD3, CD28, y CD38), evaluado por el ensayo ELISA (FIG. 10), lo que indica que cada dominio de unión en el formato triespecífico retuvo...
	También se halló que la Proteína de unión 5 induce la destrucción celular mediada por anticuerpo de las células (FIGS. 11A–15D) contra 9 células de mieloma múltiple humano con varios niveles de expresión CD38 y CD28 (ver FIGS. 11D, 12D, & 13D). De mo...
	Estos resultados demuestran que la plataforma de anticuerpo triespecífico descrita en la presente proporciona la posibilidad de integrar sitios de unión para dos marcadores tumorales, o dos sitios de unión para marcadores de células T, lo que permite...
	Se analizó la destrucción celular mediada por anticuerpo contra la línea celular de mieloma múltiple RPMI8226 usando las Proteínas de unión 5 y 6, y sus EC50s se calcularon y compararon con la de un anticuerpo biespecífico de formato CODV dirigido a ...

	Tabla B: Valores EC50 calculados para las proteínas de unión biespecíficas y triespecíficas
	La actividad de la proteína de unión triespecífica anti–CD38 x CD28 x CD3 5 y las variantes de control que tienen uno o dos dominios de unión inactivados por mutagénesis dirigida al sitio (∆CD28: anti–CD28 inactivado; ∆CD3: anti–CD3 inactivado; ∆(CD3...

	Ejemplo 4: Actividad in vivo de los acopladores de células T
	Este ejemplo describe experimentos que caracterizan las propiedades y actividades in vivo de los acopladores de células T que contienen anti–Her2 o anti–CD38.
	Ensayos in vivo usando proteínas de unión triespecíficas que comprenden anti–Her2
	Se llevó a cabo un estudio de escalado de dosis usando el anticuerpo triespecífico Her2 x CD28 x CD3 en primates no humanos (FIGS. 18A–18E) como se describe en el Ejemplo 1. Los tres dominios de unión en la Proteína de unión 1 presentan reacción cruz...
	A continuación, se examinó el efecto del anticuerpo Proteína de unión 1 triespecífica anti–Her2 x CD28 x CD3 sobre el crecimiento tumoral en modelos de ratón humanizados como se describe en el Ejemplo 1 (FIGS. 19A–20H). Las FIGS. 19A & 19B resumen lo...
	También se realizó un 2do estudio in vivo usando un modelo de ratones NSG reconstituidos con PBMC humano inoculados con la línea de cáncer de mama HER2 + humano BT474 (FIGS. 20A–20H). Se observaron actividades antitumorales significativas dentro de g...
	Ensayos in vivo usando proteínas de unión triespecíficas que comprenden anti–CD38
	Se llevó a cabo un estudio de escalado de dosis usando el anticuerpo triespecífico anti–CD38 x CD28 x CD3 en primates no humanos (Proteína de unión 5) como se describe en el Ejemplo 1 (FIGS. 21A–21F). Dos de los tres dominios de unión de la Proteína ...
	La actividad in vivo del anticuerpo triespecífico anti–CD38 x CD28 x CD3 se analizó a continuación en ratones humanizados (FIGS. 22A–23D) como se describe en el Ejemplo 1. Las FIGS. 22A–22C resumieron el resultado de un estudio experimental determina...
	Se realizó un estudio de seguimiento en el mismo modelo usando la Proteína de unión 5 a una dosis de 0,04–5 μg/kg (FIGS. 23A–23D). Se demostró una actividad antitumoral significativa en todo el grupo tratado con la Proteína de unión 5 (FIG. 23B), que...
	Los ratones CD34 + NSG humanizados (n = 3) se inyectaron i.v. con 100 mcg/kg de Ab tri–específico (triángulo), Ab bi–específico (cuadrado) o Ab específico único (círculo). La activación de células T CD4+ o CD8+ se midió a 0 (preinyección), 1, 24 y 72...
	Se estudió la activación in vivo sistémica de células T en ratones NSG injertados con células madre hematopoyéticas CD34+ humanas (hu–CD34) hematopoyéticos humanos CD34 + (hu–CD34) después de la administración de la Proteína 5 de unión, anticuerpo bi...
	Ejemplo 5: Caracterización de proteínas de unión triespecíficas y trivalentes biespecíficos dirigidas a citoquinas
	El siguiente ejemplo describe experimentos que caracterizan la estabilidad, las propiedades de unión y las actividades de nuevas proteínas de unión triespecíficas y trivalentes biespecíficas que se dirigen a citoquinas humanas.
	Se diseñaron proteínas de unión triespecíficas (por ejemplo, que se unen a tres proteínas diana diferentes, Proteínas de unión 9–15), así como proteínas de unión trivalentes biespecíficas (por ejemplo, que unen un antígeno bivalente sobre un antígeno...

	Tabla C: resumen de las proteína de unión triespecíficas/ trivalentes dirigidas a anti–IL–4/IL–13/TNFα
	Las proteínas de unión triespecíficas y trivalentes biespecíficas se produjeron y purificaron como se describió anteriormente (FIG. 27).

	Tabla D: Purificación SEC de las Proteínas de unión 16–19
	Con el fin de evaluar la estabilidad de las proteínas de unión triespecíficas, su punto de fusión se evaluó por DSF y se comparó con la termoestabilidad de los anticuerpos originales.

	Tabla E: resumen de la termoestabilidad por DSF u porcentaje de monómeros de la cromatografía de exclusión por tamaño preparativa para varias proteínas de unión triespecíficas
	nd = no determinado
	Para evaluar la afinidad de unión de cada dominio de unión de anticuerpo único dentro del formato triespecífico, se realizó el análisis de SPR para cada antígeno único como se describió anteriormente. Los resultados se compararon con las afinidades d...

	Tabla F: resumen de resultados de resonancia de plasmón superficial para IL–4 para varias proteínas de unión triespecíficas
	Tabla G: resumen de resultados de resonancia de plasmón superficial para IL–13 para varias proteínas de unión triespecíficas
	Tabla H: resumen de resultados de resonancia de plasmón superficial para TNFα para varias proteínas de unión triespecíficas
	Con el fin de evaluar la actividad de neutralización de las proteínas de unión triespecíficas, se llevó a cabo un ensayo celular usando diferentes kits de HEK Blue (Invivogen). Las citoquinas se preincubaron con diferentes concentraciones de anticuer...
	A continuación, se calcularon los valores de IC50 para las Proteínas de unión 9–15 y se compararon contra los anticuerpos originales individuales (Tabla I).

	Tabla I: resumen de ensayos indicadores HEK Blue (datos IC50) para varias proteínas de unión triespecíficas
	La termoestabilidad de las proteínas de unión trivalentes biespecíficas por fluorometría de barrido diferencial (DSF; Tabla J).

	Tabla J: Resumen de la termoestabilidad por DSF para varias proteínas de unión trivalentes
	Se midió la afinidad de unión y el número de proteínas diana unidas por cada una de las proteínas de unión trivalente biespecíficas para IL–4 humana (Tabla K) e IL–13 (Tablas K y L).

	Tabla K: resumen de resultados de resonancia de plasmón superficial para IL–4 para varias proteínas de unión trivalentes
	Tabla L: resumen de resultados de resonancia de plasmón superficial para IL–13 para varias proteínas de unión trivalentes
	Finalmente, los valores de IC50 se calcularon para las Proteínas de unión 16–19 (Tabla M).

	Tabla M: resumen de los ensayos indicadoras HEK Blue (datos IC50) para varias proteína de unión trivalentes
	Ejemplo 6: Optimización del formato de la proteína de unión triespecífica
	Un problema con muchos formatos de proteínas de unión heterodiméricas existentes (por ejemplo, anticuerpos biespecíficos y sus variantes) es que puede ser difícil purificar solo las especies heterodiméricas deseadas sin incluir también especies homodi...
	Como se describe en la presente, las proteínas de unión de la presente descripción pueden incluir varias características opcionales, que incluyen, sin limitación, mutaciones de botón y ojal (por ejemplo, para promover la formación apropiada de heterod...
	Por lo tanto, se llevaron a cabo experimentos para identificar un procedimiento que permite una purificación eficiente de la proteína de unión deseada de interés. También se analizaron las variantes de las proteínas de unión para determinar su eficien...
	La FIG. 28A muestra un diagrama de un ejemplo de proteína de unión de la presente descripción, que indica variaciones que llevan a configuraciones únicas. Estos experimentos probaron el efecto de la colocación de cadenas ligeras kappa y lambda (por ej...
	Se ensayaron varias etapas de procesamiento para determinar la capacidad de controlar el apareamiento correcto de las ramas CODV y Fab (por ejemplo, en oposición a los homodímeros CODV o Fab), así como el apareamiento cadena pesada–cadena ligera corre...
	Las 18 configuraciones de proteínas de unión mostradas en la FIG. 28B se purificaron mediante cromatografía de afinidad de Proteína A, después purificación KappaSelect (GE Healthcare). Las especies se controlaron mediante cromatografía HIC. Una config...
	Estos resultados identifican una configuración de proteína de unión que permite una purificación más eficiente de las proteínas de unión de interés lejos de las especies mala apareadas. Además, se demostró que el proceso de purificación de la Proteína...
	Si bien la descripción incluye varias realizaciones, se entiende que a los expertos en la técnica se les ocurrirán variaciones y modificaciones. Por lo tanto, se considera que las reivindicaciones adjuntas cubren todas las variaciones equivalentes que...
	Cada realización descrita en la presente se puede combinar con cualquier otra realización o realizaciones a menos que se indique claramente lo contrario. En particular, cualquier característica o realización indicada como preferida o ventajosa se pued...
	Todas las referencias citadas en esta solicitud se incorporan expresamente en la presente como referencia.
	Tabla 1: SEQ ID NOs de cadena pesada y ligera para las proteínas de unión 1–21 y los antígenos blanco a los que se dirigen las proteínas de unión.


