REIVINDICACIONES

1. Una proteina de unién que comprende cuatro cadenas polipeptidicas que
forman tres sitios de unidon a antigeno, en donde una primera cadena

polipeptidica comprende una estructura representada por la formula:

Vio-L1-Vi1-L-Cy 1]
y una segunda cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:

Vh1-L3-Vho-L4-Chi-bisagra-Cpy-Chs [

una tercera cadena polipeptidica comprende una estructura representada por la

formula:
Vh3-Chi-bisagra-Cy-Chs [
y una cuarta cadena polipeptidica comprende una estructura representada por
la formula:
Viz-Co [IV]
en donde:

V1 es un primer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V|, es un segundo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V|3 es un tercer dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;
V1 €s un primer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
Vi €es un segundo dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina;
V3 €s un tercer dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Cyz es un dominio constante de cadena pesada Cy; de inmunoglobulina;
Ch2 es un dominio constante de cadena pesada Cy;, de inmunoglobulina;
Cns es un dominio constante de cadena pesada Cyz de inmunoglobulina;
bisagra es una region bisagra de inmunoglobulina que conecta los
dominios Cy1 Y Chp; Y
L1, Ly, L3y Ls son conectores de aminoacidos cada uno de los cuales
tiene una longitud independiente de 0 a 100 aminoé&cidos;
en donde el polipéptido de férmula | y el polipéptido de férmula Il forman un par

de cadena ligera-cadena pesada cruzadas;



en donde Vy; y Vi1 forman un primer sitio de unién a antigeno que se une a un
polipéptido CD28, en el que el dominio Vy; comprende una secuencia CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSYY (SEQ ID NO:49),
una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
IYPGNVNT (SEQ ID NO:50), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoécidos de TRSHYGLDWNFDV (SEQ ID NO:51), y el dominio
Vi1 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QNIYVW (SEQ ID NO:52), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de KAS (SEQ ID NO:53), y una
secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
QQGQTYPY (SEQ ID NO:54);

en donde Vg, y V|, forman un segundo sitio de unién a antigeno que se une a
un polipéptido CD3, en donde el dominio Vy, comprende una secuencia CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de GFTFTKAW (SEQ ID NO:
55), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
IKDKSNSYAT (SEQ ID NO: 56), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de RGVYYALSPFDY (SEQ ID NO: 57), y el dominio
Vi, comprende una secuencia CDR-L1 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo formado por QSLVHQNAQTY (SEQ ID
NO:59), QSLVHENLQTY (SEQ ID NO:60), QSLVHENLFTY (SEQ ID NO:61) y
QSLVHENLRTY (SEQ ID NO:62), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoécidos de KVS (SEQ ID NO: 64), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos de GQGTQYPFT (SEQ ID NO: 65);

y

en donde V3 y Vi3 forman un tercer sitio de unién a antigeno que se une a un

polipéptido HER2 humano, en donde:

(a) el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFNIKDTY (SEQ ID NO:1) o GFNIRDTY (SEQ ID
NO:2), una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
IYPTNGYT (SEQ ID NO:3), IYPTQGYT (SEQ ID NO:4), o IYPTNAYT (SEQ ID
NO:5), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SRWGGDGFYAMDY (SEQ ID NO:6), SRWGGEGFYAMDY (SEQ ID NO:7),



0 SRWGGSGFYAMDY (SEQ ID NO:8), Y el dominio V 3 comprende una
secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QDVNTA
(SEQ ID NO:9) o QDVQTA (SEQ ID NO:10), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SAS (SEQ ID NO:11), y una
secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoécidos de QQHYTTP
(SEQ ID NO:12);

(b) el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFNIKDTY (SEQ ID NO:1), una secuencia CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de IYPTNGYT (SEQ ID NO:3),
y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SRWGGDGFYAMDY (SEQ ID NO:6), y el dominio V| 3 comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QDVNTA (SEQ ID
NO:9), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SAS (SEQ ID NO:11), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQHYTTP (SEQ ID NO:12);

(c) el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de amino4cidos de GFNIRDTY (SEQ ID NO:2), una secuencia CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoécidos de IYPTQGYT (SEQ ID NO:4),
y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SRWGGEGFYAMDY (SEQ ID NO:7), y el dominio V| 3 comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QDVNTA (SEQ ID
NO:9), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SAS (SEQ ID NO:11), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQHYTTP (SEQ ID NO:12);

(d) el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de amino4cidos de GFNIRDTY (SEQ ID NO:2), una secuencia CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de IYPTNAYT (SEQ ID NO:5),
y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SRWGGSGFYAMDY (SEQ ID NO:8), y el dominio V 3 comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QDVNTA (SEQ ID
NO:9), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de



SAS (SEQ ID NO:11), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQHYTTP (SEQ ID NO:12);

(e) el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFNIRDTY (SEQ ID NO:2), una secuencia CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoécidos de IYPTQGYT (SEQ ID NO:4),
y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SRWGGSGFYAMDY (SEQ ID NO:8), y el dominio V| 3 comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QDVNTA (SEQ ID
NO:9), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SAS (SEQ ID NO:11), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQHYTTP (SEQ ID NO:12);

(f) el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFNIRDTY (SEQ ID NO:2), una secuencia CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de IYPTNAYT (SEQ ID NO:5),
y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SRWGGEGFYAMDY (SEQ ID NO:7), y el dominio V| 3 comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de QDVNTA (SEQ ID
NO:9), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SAS (SEQ ID NO:11), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQHYTTP (SEQ ID NO:12); o bien

(9) el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de GFNIKDTY (SEQ ID NO:1), una secuencia CDR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de IYPTNGYT (SEQ ID NO:3),
y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SRWGGDGFYAMDY (SEQ ID NO:6), y el dominio V 3 comprende una secuencia
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminocidos de QDVQTA (SEQ ID
NO:10), una secuencia CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SAS (SEQ ID NO:11), y una secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QQHYTTP (SEQ ID NO:12).

2. La proteina de union de la reivindicacién 1, en donde el dominio Vy;



comprende la secuencia de aminoacidos de
QVOQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSIY
PGNVNTNYAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCTRSHYGLD
WNFDVWGKGTTVTVSS (SEQ ID NO: 91), y el dominio V ; comprende la
secuencia de aminoécidos de
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQNIYVWLNWYQQKPGKAPKLLIYKASN
LHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDIATYYCQQGQTYPYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO: 92).

3. La proteina de union de la reivindicacién 1 o 2, en donde el dominio Vy,
comprende la secuencia de aminoacidos de
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFTKAWMHWYVRQAPGKQLEWVAQ
IKDKSNSYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCRGVYY
ALSPFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 93) o
QVOQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVAQ
IKDKSNSYATYYASSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCRGVYY
ALSPFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 302), y el dominio V », comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHOQNAQTYLSWYLQKPGQSPQSLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCGQGTQYPFTFGS
GTKVEIK (SEQ ID NO: 95),
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHENLQTYLSWYLQKPGQSPQSLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCGQGTQYPFTFGS
GTKVEIK (SEQ ID NO: 96),
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHENLFTYLSWYLQKPGQSPQSLIY
KVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCGQGTQYPFTFGSG
TKVEIK (SEQ ID NO: 97), y
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHENLRTYLSWYLQKPGQSPQSLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCGQGTQYPFTFGS
GTKVEIK (SEQ ID NO: 98).

4. La proteina de union de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde:

(@ el dominio V43 comprende la secuencia de aminoacidos de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY



PTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 72),
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTQGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGEGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 73),
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTQGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGSGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 74),
EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTNAYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGSGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 75), 0
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTNAYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGEGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 76), y el dominio V 3 comprende la
secuencia de aminoacidos de
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 77) o
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVQTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 78);

(b) el dominio Vyz comprende la secuencia de aminoacidos de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 72), y el dominio V 3 comprende la

secuencia de aminoacidos de

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTEGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 77);

(c) el dominio Vu3 comprende la secuencia de aminoacidos de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTQGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGEGF



YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 73), y el dominio V 3 comprende la
secuencia de amino&cidos de
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 77);

(d) el dominio Vuz comprende la secuencia de aminoacidos de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTNAYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGSGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 75), y el dominio V 3 comprende la
secuencia de amino&cidos de
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 77);

(e) el dominio Vuz comprende la secuencia de aminoacidos de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTQGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGSGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 74), y el dominio V 3 comprende la
secuencia de amino&cidos de
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 77);

() el dominio Vuz; comprende la secuencia de aminoacidos de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTNAYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGEGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 76), y el dominio V.3 comprende la
secuencia de aminoé&cidos de
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 77); o

(g) el dominio Vy3 comprende la secuencia de aminoacidos de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 72), y el dominio V.3 comprende la

secuencia de aminoacidos de



DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVQTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO: 78).

5. La proteina de unién de la reivindicacion 1, en donde:

(@) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 100; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 101; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 102; y la cuarta cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 103;

(b) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 104; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 106; y la cuarta cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 107;

(c) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 112; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 113; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114; y la cuarta cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 115;

(d) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:; la segunda cadena polipeptidica comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130; y la cuarta cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131,

(e) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 136; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137; la tercera cadena polipeptidica

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 138; y la cuarta cadena



polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139;

() la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 140; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 142; y la cuarta cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 143;

(g) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 144; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146; y la cuarta cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147;

(h) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 152; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 153; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 154; y la cuarta cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 155;

(i) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 286; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 287; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 288; y la cuarta cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 289;

() la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 290; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 291; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 292; y la cuarta cadena

polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 293;

(k) la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 294; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 295; la tercera cadena polipeptidica

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 296; y la cuarta cadena



polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 297; o

() la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 298; la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 299; la tercera cadena polipeptidica
comprende la secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 300; y la cuarta cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 301.

6. La proteina de unidén de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
donde al menos uno de L4, L,, L3 0 L4 tiene independientemente 0 aminoacidos

de longitud.

7. La proteina de union de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
donde (a) Ly, L, L3y L4 tienen cada uno independientemente cero aminoacidos
de longitud o comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 69), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:
70), S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 68), GQPKAAP (SEQ ID NO: 67), y
GGSGSSGSGG (SEQ ID NO: 71); o (b) Ly, Ly, Lgy Ls comprenden cada uno
independientemente una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 69), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 70),
S, RT, TKGPS (SEQ ID NO: 68), GQPKAAP (SEQ ID NO: 67),y GGSGSSGSGG
(SEQ ID NO: 71).

8. La proteina de unidén de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
donde L; comprende la secuencia GQPKAAP (SEQ ID NO: 67), L, comprende
la secuencia TKGPS (SEQ ID NO: 68), Ly comprende la secuencia S, y L,
comprende la secuencia RT.

9. La proteina de unidén de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
donde al menos uno de L4, Ly, L3 0 Ly comprende la secuencia DKTHT (SEQ ID
NO: 66).

10. La proteina de union de la reivindicacion 9, en donde L4, Ly, L3y L4 cada
una independientemente comprenden la secuencia DKTHT (SEQ ID NO: 66).



11. Laproteina de union de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-10,
en donde los dominios bisagra Cy,-Cys de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra C,,-Cys de 1gG4 humana, y en donde los
dominios bisagra Cy,-Chz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 234 y 235 de IgG4 humana
segun el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son F234A y
L235A.

12. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-10,
en donde los dominios bisagra C,,-Cy3 de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra Cy,-Chs de IgG4 humana, y en donde los
dominios bisagra Cy,-Crz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 233-236 de IgG4 humana
segln el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son E233P,
F234V, L235A, y una delecion en 236.

13. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4y 6-12,
en donde los dominios bisagra Cy,-Cyz de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra Cy,-Chs de IgG4 humana, y en donde los
dominios bisagra Cy,-Crz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 228 y 409 de IgG4 humana
segun el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son S228P y
R409K.

14. Laproteina de unidn de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-10,
en donde los dominios bisagra Cy,-Cps de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra C,,-Cys de IgG1 humana, y en donde los
dominios bisagra Cy,-Chz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 234, 235, y 329 de 1gG1
humana segun el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
L234A, L235A, y P329A.

15. La proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-10,
en donde los dominios bisagra Cy,-Cps de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra Cy,-Chs de IgG1 humana, y en donde los



dominios bisagra Cy,-Cpz comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en las posiciones correspondientes a las posiciones 298, 299, y 300 de IgG1
humana segun el indice EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son
S298N, T299A, y Y300S.

16. La proteina de union de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-15,
en donde el dominio bisagra Cy,-Chs de la segunda cadena polipeptidica
comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 349, 366, 368, y 407 de IgG1 o IgG4 humanas segun el indice
EU, en donde las sustituciones de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, y
Y407V; y en donde el dominio bisagra Cy,-Cy3 de la tercera cadena polipeptidica
comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humanas segun el indice EU, en donde

las sustituciones de aminoacidos son S354C y T366W.

17. Laproteina de unidn de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-15,
en donde el dominio bisagra Cp,-Cyz de la segunda cadena polipeptidica
comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a
las posiciones 354 y 366 de IgG1 o IgG4 humanas segun el indice EU, en donde
las sustituciones de aminoécidos son S354C y T366W; y en donde el dominio
bisagra Cy,-Cyz 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 humanas segun el indice EU, en donde las sustituciones
de aminoacidos son Y349C, T366S, L368A, y Y407V.

18. La proteina de union de la reivindicacion 1, en donde:

V1 Y Vi1 forman un primer sitio de unién a antigeno que se une a un
polipéptido CD28, en el que el dominio Vy; comprende una secuencia CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de GYTFTSYY (SEQ ID NO:49),
una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
IYPGNVNT (SEQ ID NO:50), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoécidos de TRSHYGLDWNFDV (SEQ ID NO:51), y el dominio
Vi1 comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de



aminoacidos de QNIYVW (SEQ ID NO:52), una secuencia CDR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de KAS (SEQ ID NO:53), y una
secuencia CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
QQGQTYPY (SEQ ID NO:54);

Vh2 Y V2 forman un segundo sitio de unién a antigeno que se une a un
polipéptido CD3, en el que el dominio Vi, comprende una secuencia CDR-H1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de GFTFTKAW (SEQ ID NO:55),
una secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
IKDKSNSYAT (SEQ ID NO:56), y una secuencia CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de RGVYYALSPFDY (SEQ ID NO:57), y el dominio
V comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de QSLVHQNAQTY (SEQ ID NO:59):57), y el dominio V|,
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
QSLVHQNAQTY (SEQ ID NO:59), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos KVS (SEQ ID NO:64), y una secuencia CDR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos GQGTQYPFT (SEQ ID NO:65);

V3 Y Vi3 forman un tercer sitio de unidon a antigeno que se une a un
polipéptido HER2 en el que el dominio V3 comprende una secuencia CDR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de GFNIRDTY (SEQ ID NO:2), una
secuencia CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de IYPTQGYT
(SEQ ID NO:4), y una secuencia CDR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SRWGGEGFYAMDY (SEQ ID NO:7), y el dominio V3
comprende una secuencia CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de QDVNTA (SEQ ID NO:9), una secuencia CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SAS (SEQ ID NO:11), y una secuencia CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos de QQHYTTP (SEQ ID NO:12).

19. La proteina de union de la reivindicacion 18, en donde:

el dominio Vy; comprende la secuencia de aminoacidos
QVQLVQSGAEVVKPGASVKVSCKASGYTFTSYYIHWVRQAPGQGLEWIGSIY
PGNVNTNYAQKFQGRATLTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCTRSHYGLD
WNFDVWGKGTTVTVSS (SEQ ID NO:91), y el dominio V| ; comprende la

secuencia de aminoacidos de



DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQNIYVWLNWYQQKPGKAPKLLIYKASN
LHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDIATYYCQGQTYPYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO:92);

el dominio Vu, comprende la secuencia de aminoacidos de
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFTKAWMHWVRQAPGKQLEWVAQ
IKDKSNSYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCRGVYY
ALSPFDYWGQGTLVTVVSS (SEQ ID NO:93); y el dominio V_, comprende la
secuencia aminoacida de
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHOQNAQTYLSWYLQKPGQSPQSLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCGQGTQYPFTFGSGT
KVEIK (SEQ ID NO:95); y

el dominio V3 comprende la secuencia de aminoacidos de
EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIRDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIY
PTQGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGEGF
YAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:73), y el dominio V.3 comprende la
secuencia de aminoacidos de
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO:77).

20. La proteina de unién de la reivindicacién 18 0 19, en donde L, , L, , L3y
L, comprenden cada una independientemente la secuencia DKTHT (SEQ ID
NO:66).

21. La proteina de union de una cualquiera de las reivindicaciones 18-20, en
donde los dominios bisagra-C -Cy,43 de la segunda y la tercera cadenas
polipeptidicas son dominios bisagra-C -Cy,nz de 1gG4 humana, y en la que los
dominios bisagra-C -Cy,43 comprenden cada uno sustituciones de aminoacidos
en posiciones correspondientes a las posiciones 228, 234, 235 y 409 de 1gG4
humana segun el indice UE, en las que las sustituciones de amino&cidos son
S228P, F234A, L235A y R409K.

22.  Unamolécula de &cido nucleico asilada que comprende una secuencia de

nucledtidos que codifica la proteina de union de una cualquiera de las



reivindicaciones 1-21.

23.  Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de

la reivindicacion 22.

24. Una célula hospedera aislada que comprende la molécula de acido

nucleico de la reivindicacion 22 o el vector de expresion de la reivindicacion 23.

25. La célula hospedera aislada de la reivindicacion 24, en donde la célula

anfitriona es una célula de mamifero o de insecto.

26. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de union de
una cualquiera de las reivindicaciones 1-21 y un portador farmacéuticamente

aceptable.

27.  Un sistema vector que comprende uno, dos, tres o cuatro vectores que
codifican una primera, segunda, tercera, y cuarta cadenas polipeptidicas de una

proteina de unién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-21.

28. El sistema vector de la reivindicacién 27, en donde el sistema vector
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 unién, un tercer vector que codifica la tercera
cadena polipeptidica de la proteina de union, y un cuarto vector que codifica la

cuarta cadena polipeptidica de la proteina de union.
29.  Un kit de polinucledtidos, que comprende:

(a) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de polinucleétido
de SEQ ID NO: 189, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de
polinucledtido de SEQ ID NO: 190, un tercer polinucledtido que comprende la
secuencia de polinucleotido de SEQ ID NO: 191, y un cuarto polinucleétido que

comprende la secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 192,

(b) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de polinucleétido
de SEQ ID NO: 193, un segundo polinucledtido que comprende la secuencia de

polinucledtido de SEQ ID NO: 194, un tercer polinucledtido que comprende la



secuencia de polinucleotido de SEQ ID NO: 195, y un cuarto polinucleétido que
comprende la secuencia de polinucledtido de SEQ ID NO: 196;

(c) un primer polinucledtido que comprende la secuencia de polinucleétido
de SEQ ID NO: 201, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de
polinucledtido de SEQ ID NO: 202, un tercer polinucleétido que comprende la
secuencia de polinucle6tido de SEQ ID NO: 203, y un cuarto polinucleétido que

comprende la secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 204;

(d) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de polinucleétido
de SEQ ID NO: 217, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de
polinucledtido de SEQ ID NO: 218, un tercer polinucleétido que comprende la
secuencia de polinucleotido de SEQ ID NO: 219, y un cuarto polinucleétido que

comprende la secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 220;

(e) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de polinucleétido
de SEQ ID NO: 225, un segundo polinucleétido que comprende la secuencia de
polinucledtido de SEQ ID NO: 226, un tercer polinucledtido que comprende la
secuencia de polinucledtido de SEQ ID NO: 227, y un cuarto polinucleétido que

comprende la secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 228;

(f) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de polinucleétido
de SEQ ID NO: 229, un segundo polinucledtido que comprende la secuencia de
polinucledtido de SEQ ID NO: 230, un tercer polinucledtido que comprende la
secuencia de polinucle6tido de SEQ ID NO: 231, y un cuarto polinucleétido que

comprende la secuencia de polinucledtido de SEQ ID NO: 232; o

(9) un primer polinucleétido que comprende la secuencia de polinucleétido
de SEQ ID NO: 233, un segundo polinucledétido que comprende la secuencia de
polinucleétido de SEQ ID NO: 234, un tercer polinucledtido que comprende la
secuencia de polinucle6tido de SEQ ID NO: 235, y un cuarto polinucleétido que
comprende la secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 236.

30. El kit de la reivindicacién 29, en donde el primer, segundo, tercer, y cuarto

polinucledtidos estan presentes en uno, dos, tres o cuatro vectores de expresion.



	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 conectores de aminoácidos cada uno de los cuales tiene una longitud independiente de 0 a 100 aminoácidos;

