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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft multivalen-
te F,-Antikdrper-Konstrukte, die CD3 und CD19 bin-
den, sie kodierende Expressionsplasmide, und ein
Verfahren zur Herstellung der F,-Antikdrper-Kon-
strukte sowie ihre Verwendung.

[0002] Natirliche Antikdrper sind Dimere und wer-
den daher als bivalent bezeichnet. Sie weisen vier va-
riable Doméanen, namlich zwei V- und zwei V -Do-
manen, auf. Die variablen Domé&nen dienen als Bin-
dungsstellen fir ein Antigen, wobei eine Bindungs-
stelle aus einer V- und einer V -Doméne ausgebil-
detist. Natrliche Antikdrper erkennen jeweils ein An-
tigen, wodurch sie auch als monospezifisch bezeich-
net werden. Ferner weisen sie auch konstante Do-
manen auf. Diese tragen zur Stabilitat der nattirlichen
Antikérper bei. Andererseits sind sie auch fir un-
erwlinschte Immunreaktionen mitverantwortlich, die
entstehen, wenn natlirliche Antikdrper verschiedener
Tierarten wechselseitig verabreicht werden.

[0003] Zur Vermeidung solcher Immunreaktionen
werden Antikérper konstruiert, denen die konstan-
ten Doménen fehlen. Insbesondere sind dies Anti-
korper, die nur noch die variablen Domanen auf-
weisen. Solche Antikdrper werden mit F-Antikdrper-
Konstrukten bezeichnet. Diese liegen haufig in Form
einzelkettiger, sich miteinander gepaarter Monome-
re vor. WO 91/19739 A1 beschreibt ein einzelket-
tiges F,-Antikdrper-Konstrukt aus zwei F,-Fragmen-
ten, die durch einen Peptidlinker miteinander verbun-
den sind. Antineuramidase Einzelketten Antikdrper
sind beschrieben in Chemical Abstracts 119:157915a
und Einzelketten F -Antikdrper gegen Mykotoxin-Ze-
aralenon sind beschrieben in Chemical Abstracts
126:130370b.

[0004] Es hat sich allerdings gezeigt, dal® F -Anti-
korper-Konstrukte nur eine geringe Stabilitat aufwei-
sen. lhre Verwendbarkeit fiir therapeutische Zwecke
ist daher stark eingeschréankt.

[0005] DE 198 16 141 A1 offenbart ein einzel-
kettiges, mehrfach-antigen bindendes Molekil, mit
verschiedenene variablen Domanen einer schweren
bzw. leichten Kette eines Immunoglobulins, die in
Form eines VH-VL Konstruktes verbunden sind zur
Therapie von Tumoren.

[0006] Der vorliegenden Erfindung liegt somit die
Aufgabe zugrunde, einen Antikérper bereitzustellen,
mit dem unerwiinschte Immunreaktionen vermieden
werden kdnnen. Ferner soll er eine Stabilitat aufwei-
sen, die ihn fir therapeutische Zwecke einsetzbar
macht.

[0007] Erfindungsgemaf wird dies durch die Gegen-
stédnde in den Patentansprichen erreicht.

[0008] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
somit ein multivalentes F -Antikérper-Konstrukt, das
eine grofl3e Stabilitat aufweist, sowie CD3 und CD19
bindet. Ein solches eignet sich fiir diagnostische und
therapeutische Zwecke.

[0009] Die vorliegende Erfindung beruht auf den Er-
kenntnissen des Anmelders, daR die Stabilitat eines
F.-Antikérper-Konstruktes erhdht werden kann, wenn
dieses in Form eines einzelkettigen Dimeres vorliegt,
bei dem die vier variablen Doméanen Uber drei Pep-
tidlinker miteinander verbunden sind. Ferner hat der
Anmelder erkannt, daf3 sich das F,-Antikérper-Kon-
strukt mit sich selbst faltet, wenn der mittlere Peptid-
linker eine Lange von etwa 10-30 Aminosauren auf-
weist. Des weiteren hat der Anmelder erkannt, dafl
sich das F,-Antikdrper-Konstrukt mit anderen F-Anti-
korper-Konstrukten zusammenfaltet, wenn der mittle-
re Peptidlinker eine Lange von etwa bis zu 10 Amino-
sauren aufweist, wodurch ein multimeres, d. h. multi-
valentes, F -Antikdrper-Konstrukt erhalten wird. Auch
hat der Anmelder erkannt, dal® das F,-Antikérper-
Konstrukt multispezifisch sein kann.

[0010] Erfindungsgemall werden die Erkenntnisse
des Anmelders genutzt, ein multivalentes F -Antikor-
per-Konstrukt bereitzustellen, das mindestens vier
variable Domanen umfaldt, die tUber die Peptidlinker
1, 2 und 3 miteinander verbunden sind.

[0011] Der Ausdruck "F,-Antikdrper-Konstrukt” weist
auf einen Antikorper hin, der variable Domanen, nicht
aber konstante Doméanen aufweist.

[0012] Der Ausdruck "multivalentes F,-Antikdrper-
Konstrukt” weist auf einen F -Antikdrper hin, der meh-
rere variable Doménen, jedoch mindestens vier auf-
weist. Solches wird erreicht, wenn sich das einzelket-
tige F,-Antikorper-Konstrukt mit sich selbst faltet, wo-
durch vier variable Doméanen gegeben sind, oder sich
mit anderen einzelkettigen F,-Antikdrper-Konstrukten
zusammenfaltet. In letzterem Fall liegt ein F -Antikor-
per-Konstrukt vor, das 8, 12, 16, etc. variable Doma-
nen aufweist. Glnstig ist es, wenn das F,-Antikor-
per-Konstrukt vier oder acht variable Doméanen auf-
weist, d. h. es ist bi- oder tetravalent (vgl. Fig. 1). Das
Antikdrper-Konstrukt erkennt die Proteine CD19 und
CDg3, d. h. es ist bispezifisch.

[0013] Der Ausdruck "Peptidlinker 1, 3” weist auf ei-
nen Peptidlinker hin, der geeignet ist, variable Doma-
nen eines F,-Antikérper-Konstruktes miteinander zu
verbinden. Der Peptidlinker kann jegliche Aminosau-
ren enthalten, wobei die Aminosauren Glycin (G), Se-
rin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Die Peptidlin-
ker 1 und 3 kdnnen gleich oder verschieden vonein-
ander sein. Ferner weist der Peptidlinker eine Lan-
ge von etwa 0-10 Aminosauren auf. In ersterem Fall
ist der Peptidlinker lediglich eine Peptidbindung aus
dem COOH-Rest einer der variablen Doméanen und
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dem NH,-Rest einer anderen der variablen Doma-
nen. Vorzugsweise weist der Peptidlinker die Amino-
sauresequenz GG auf.

[0014] Der Ausdruck "Peptidlinker 2” weist auf einen
Peptidlinker hin, der geeignet ist, variable Doméanen
eines F -Antikdrper-Konstruktes miteinander zu ver-
binden. Der Peptidlinker kann jegliche Aminosauren
enthalten, wobei die Aminosauren Glycin (G), Serin
(S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Ferner kann der
Peptidlinker eine Lange von etwa 3-10 Aminosgu-
ren, insbesondere 5 Aminoséauren, und ganz beson-
ders die Aminosauresequenz GGPGS, aufweisen,
wodurch erreicht wird, daf3 sich das einzelkettige F,-
Antikdrper-Konstrukt mit anderen einzelkettigen Fv-
Antikérper-Konstrukten zusammenfaltet. Des weite-
ren kann der Peptidlinker eine Lange von etwa 11—
20 Aminosauren, insbesondere 15-20 Aminoséuren,
und ganz besonders die Aminosauresequenz (G,S),,
aufweisen, wodurch erreicht wird, daf’ sich das ein-
zelkettige F,-Antikdrper-Konstrukt mit sich selbst fal-
tet.

[0015] Ein erfindungsgeméafRes F,-Antikdrper-Kon-
strukt kann durch Ubliche Verfahren hergestellt wer-
den. Gunstig ist ein Verfahren, bei dem fir die Pep-
tidlinker 1, 2 und 3 kodierende DNAs mit fir die vier
variablen Doménen eines F,-Anfikdrper-Konstruktes
kodierenden DNAs ligiert werden derart, dal3 die Pep-
tidlinker die variablen Domanen miteinander verbin-
den, und das erhaltene DNA-Molekul in einem Ex-
pressionsplasmid exprimiert wird. Es wird auf die Bei-
spiele 1-5 verwiesen. Hinsichtlich der Ausdrticke "F, -
Antikérper-Konstrukt” und *Peptidlinker” wird auf vor-
stehende Ausfiuhrungen verwiesen. Erganzend wird
auf Maniatis, T. et al., Molecular Cloning, A Laborato-
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 1982, ver-
wiesen.

[0016] DNAs, die fur ein erfindungsgemales F,-
Antikérper-Konstrukt kodieren, sind ebenfalls Ge-
genstand der vorliegenden Erfindung. Ferner sind
Expressionsplasmide, die solche DNAs enthalten,
auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Be-
vorzugte Expressionsplasmide sind pDISC3x19-LL,
pDISC3x19-SL, pPIC-DISC-LL und pPIC-DISC-SL.
Diese wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammlung
fur Mikroorganismen und Zellen) am 30. April 1998
unter DSM 12150, DSM 12149, DSM 12152 bzw.
DSM 12151 hinterlegt.

[0017] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden
Erfindung ist ein Kit, umfassend:
(a) ein erfindungsgemafRes F -Antikorper-Kon-
strukt, und/oder
(b) ein erfindungsgemafies Expressionsplasmid,
sowie
(c) Ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel
und Kontrollen.

[0018] Von den einzelnen Komponenten kénnen ein
oder mehrere Vertreter vorliegen.

[0019] Die vorliegende Erfindung stellt ein multiva-
lentes F,-Antikérper-Konstrukt bereit, bei dem die va-
riablen Doméanen Uber Peptidlinker miteinander ver-
bunden sind. Ein solches Antikérper-Konstrukt zeich-
net sich dadurch aus, dall es keine Teile enthalt,
die zu unerwiinschten Immunreaktionen fihren kén-
nen. Ferner weist es eine grofRe Stabilitat auf. Des
weiteren ermdglicht es mehrere Antigene gleichzei-
tig zu binden. Das erfindungsgemale F -Antikorper-
Konstrukt eignet sich daher bestens nicht nur fur dia-
gnostische, sondern auch flr therapeutische Zwe-
cke verwendet zu werden. Solche Zwecke kdnnen
hinsichtlich jeder Erkrankung, insbesondere einer vi-
raler, bakteriellen oder Tumor-Erkrankung, gesehen
werden.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen:

[0020] Fig. 1 zeigt die genetische Organisation ei-
nes erfindungsgemaflen F, -Antikérper-Konstruktes
(A) und Schemata zur Bildung eines bivalenten (B)
bzw. tetravalenten F -Antikdrper-Konstruktes (C). Ag:
Antigen; Hisg: sechs C-terminale Histidinreste; Stop:
Stoppcodon (TAA); V,, und V,: variable Region der
schweren und der leichten Kette.

[0021] Fig. 2 zeigt das Schema zur Konstruktion der
Plasmide pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL. c-myc:
Sequenz, kodierend fir ein Epitop, das von dem Anti-
koérper 9E1 erkannt wird, Hisg: Sequenz, die fiir sechs
C-terminale Histidinreste kodiert; PelB; Signalpeptid-
sequenz der bakteriellen Pectatlyase (PelB-Leader)
; rbs: Ribosomenbindungsstelle; Stop; Stoppcodon
(TAA); Vi und V| : variable Region der schweren und
der leichten Kette.

[0022] Fig. 3 zeigt ein Diagramm des Expressions-
plasmids pDISC3x19-LL, 6xHis: Sequenz, die fir
sechs C-terminale Histidinreste kodiert; bla: Gen, das
fur B Lactamase kodiert, die fir Ampicillinresistenz
verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c-myc: Sequenz,
kodierend fir ein Epitop, das von dem Antikérper
9E10 erkannt wird; ColE1: Origin der DNA-Replikati-
on; f1-1G: intergenische Region des Bakteriophagen
f1; Lac P/O: wt lac-Operon-Promotor/Operator; Lin-
ker 1: Sequenz, die fir ein GlyGly-Dipeptid kodiert,
das die V- und V -Doménen verkniipft; Linker 2: Se-
quenz, die fir ein (Gly,Ser),-Polypeptid kodiert, das
die hybriden soFv-Fragmente verkniipft; Pel-B-Lea-
der: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectetlya-
se; rbs: Ribosomenbindungsstelle; V und V| : varia-
ble Region der schweren und der leichten Kette.

[0023] Fig. 4 zeigt ein Diagramm des Expressions-
plasmids pDISC3x19-SL. 6xHis: Sequenz, die fir
sechs C-terminale Histidinreste codiert; bla: Gen, das
fur B-paare; c-myc: Sequenz, kodierend fir ein Epi-
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top, das von dem Antikorper 9E10 erkannt wird; Co-
IE1: Origin der DNA-Replikation; f1-IG; intergenische
Region des Bakteriophagen f1; Lac P/O: wt lac-Ope-
ron-Promotor/Operator; Linker 1: Sequenz, die fiir ein
GlyGly-Dipeptid codiert, das die V- und V -Doma-
nen verknipft; Linker 3; Sequenz, die fir ein Gly-
GlyProGlySer-Oligopeptid codiert, das die hybriden
scFv-Fragmente verkniipft; Pel-B-Leader: Signalpep-
tidsequenz der bakteriellen Pectatlyase; rbs: Riboso-
menbindungsstelle; V,, und V,: variable Region der
schweren und der leichten Kette.

[0024] Fig. 5 zeigt die Nukleotid- und die davon ab-
geleitete Aminosauresequenz des durch das Expres-
sionsplasmid pDIS3x19-LL kodierten bivalenten F,-
Antikérper-Konstruktes. c-myc-Epitop: Sequenz, ko-
dierend flr ein Epitop, das von dem Antikérper 9E10
erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende
Region; Gerlst: Geristregion (Framework-Region);
His6-Schwanz, Sequenz, die fir sechs C-termina-
le Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptid-
sequenz der bakteriellen Pectalyase; RBS: Riboso-
menbindungsstelle; V,, und V,: variable Region der
schweren und der leichten Kette.

[0025] Fig. 6 zeigt die Nukleotid- und die abgeleite-
te Aminosauresequenz des durch das Expressions-
plasmid pDISC3x19-SL kodierten tetravelenten F,-
Antikérper-Konstruktes. c-myc-Epitop: Sequenz, ko-
dierend flr ein Epitop, das von dem Antikérper 9E10
erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende
Region, Gerlst: Geristregion (Fremework-Region);
His6-Schwanz, Sequenz, die fir sechs C-termina-
le Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptid-
sequenz der bakteriellen Pectalyase; RBS: Riboso-
menbindungsstelle; V|, und V,: variable Region der
schweren und der leichten Kette.

[0026] Fig. 7 zeigt die Nukleotid- und die abge-
leitete Aminosaureseguenz einer Verbindung zwi-
schen einem Gen, das fir eine a-Faktor-Leaderse-
quenz kodiert, und einem Gen, das fir das tetra-
valente F -Antikdrper-Konstrukt codiert, in dem Pi-
chia-Expressionsplasmid pPIC-DISC-SL. Alpha-Fak-
tor-Signal: Leaderpeptidsequenz des Saccharomy-
ces cerevisiae-a-Faktor-Sekretionssignals; Vy: varia-
ble Region der schweren Kette. Rauten zeigen die
Signalspaltstellen an.

[0027] Fig. 8 zeigt die Nukleotid- und die abge-
leitete Aminosauresequenz einer Verbindung zwi-
schen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leader-
sequenz kodiert, und einem Gen, das fir das bi-
valente F -Antikdrper-Konstrukt codiert, in dem Pi-
chia-Expressionsplasmid pPIC-DISC-LL. Alpha-Fak-
tor-Signal: Leaderpeptidsequenz des Saccharomy-
ces cerevisiae-a-Faktor-Sekretionssignals; V: varia-
ble Region der schweren Kette. Rauten zeigen die
Signalspaltstellen an.

[0028] Die Erfindung wird durch die nachfolgenden
Beispiele erlautert.

Beispiel 1: Konstruktion der Plasmide
pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL zur
Expression von bivalenten, bispezifischen
bzw. tetravalenten, bispezifischen F-
Antikérper-Konstrukten in Bakterien

[0029] Die Plasmide pHOG-aCD19 und pHOG-
dmOKT3, welche fir die scFv-Fragmente codieren,
die von dem Hybridom HD37, das fir menschli-
ches CDT9 (Kipriyanov et al., 1996, J. Immunol.
Meth. 196, 51-62) spezifisch ist, bzw. von dem
Hybridom OKT3, das fir menschliches CD3 (Ki-
priyanov et al., 1997, Protein Eng. 10, 445-453)
spezifisch ist, abgeleitet sind, wurde zur Konstruk-
tion von Expressionsplasmiden fiir ein einzelketti-
ges F,-Antikdrper-Konstrukt verwendet. Ein PCR-
Fragment 1 der V,-Doméne von Anti-CD19, ge-
folgt von einem Segment, das flr einen GlyGly-Lin-
ker codiert, wurde unter Verwendung der Primer
DP1, 5-TCACACAGAATTCTTAGATCTATTAAA-
GAGGAGAAATTAACC, und DP2, 5'-AGCACACGA-
TATCACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGC, er-
zeugt (vgl. Fig. 2). Das PCR-Fragment 1 wur-
de mit EcoRI und EcoRV gespalten und mit dem
mit EcoRI/EcoRV linearisierten Plasmid pHOG-
dmOKT3 ligiert, wodurch der Vektor pHOG19-3 er-
zeugt wurde. Das PCR-Fragment 2 der V -Do-
mane von Anti-CD19, gefolgt von einem Seg-
ment, das fir ein c-myc-Epitop und einen He-
xahistidinylschwanz codiert, wurde unter Verwen-
dung der Primer DP3, 5-AGCACACAAGCTTGG-
CGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCA, und
DP4, 5-AGCACACTCTAGAGACACACAGATCTT-
TAGTGATGGTGATGGTGATGTGAGTTTAGG, er-
zeugt. Das PCR-Fragment 2 wurde mit Hindlll und
Xbal gespalten und mit dem durch Hmdlll/Xbal
linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wo-
durch der Vektor pHOG3-19 erhalten wurde (vgl.
Fig. 2). Das fur das hybride scFv-3-19 codieren-
de Gen in dem Plasmid pHOG3-19 wurde mittels
PCR mit den Primern Bi3sk, 5'-CAGCCGGCCATGG-
CGCAGGTGCAACTGCAGCAG und entweder Li-
1, 5-TATATACTGCAGCTGCACCTGGCTACCAC-
CACCACCGGAGCCGCCACCACCGCTACCAC-
CGCCGCCAGAACCACCACCACCAGCGGCCG-
CAGCATCAGCCCG, zur Erzeugung eines langen
flexiblen (Gly,Ser),-inter-scFv-Linkers (PCR-Frag-
ment 3, vgl. Fig. 2) oder Li-2, 5'-TATATACTGCA-
GCTGCACCTGCGACCCTGGGCCACCA-
GCGGCCGCAGCATCAGCCCG, zur Erzeugung ei-
nes kurzen, starren GGPGS-Linkers (PCR-Fragment
4, vgl. Fig. 2) amplifiziert. Die Fxpressionsplasmi-
de pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL wurden durch
Ligierung des Ncol/Pvull-Restriktionsfragments aus
pHOG 19-3, umfassend das Vektorgerist und die
Ncol/Pvull-gespaltenen PCR-Fragmente 3 bzw. 4
konstruiert (vgl. Fig. 3, Fig. 4). Die vollstandige Nu-
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kleotid- und Proteinsequenzen der bivalenten bzw.
tetravalenten F -Antikdrper-Konstrukte sind in den
Fig. 5 bzw. Fig. 6 angegeben.

Beispiel 2: Konstruktion der Plasmide pPIC-
DISC-LL und pPIC-DISC-SL zur Expression von
bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten,
bispezifischen F,-Antikdrper-Konstrukten in Hefe

(A) Konstruktion von pPIC-DISC-SL

[0030] Der Vektor pPICZaA (Invitrogen BV, Leek,
Niederlande) zur Expression und Sekretion von re-
kombinanten Proteinen in der Hefe Pichia pas-
toris wurde als Ausgangsmaterial verwendet. Er
enthalt ein Gen, das flr das Saccharomyces
cerevisiae a-Faktor-Sekretionssignal codiert, ge-
folgt von einem Polylinker. Die Sekretion dieses
Vektors beruht auf dem dominanten selektierba-
ren Marker, Zeacin™, der sowohl in Pichia als
auch in E. coli bifunktionell ist. Das Gen, das
fur das tetravalente F,-Antikdrper-Konstrukt (scDia-
SL) codiert, wurde mittels PCR von der Matrize
pDISC3x19-SL unter Verwendung der Primer 5-
PIC, 5-CCGTGAATTCCAGGTGCAACTGCAGCA-
GTCTGGGGCTGAACTGGC, und pSEXBn 5'-GGT-
CGACGTTAACCGACAAACAACAGATAAAACG
amplifiziert. Das so erhaltene PCR-Produkt wurde mit
EcoRI und Xbal gespalten und in mit EcoRI/Xbal li-
nearisiertes pPICZaA ligiert. Es wurde das Expres-
sionsplasmid pPIC-DISC-SL erhalten. Die Nukleotid-
und Proteinsequenzen des tetravalenten F,-Antikor-
per-Konstruktes sind in Fig. 7 gezeigt.

(B) Konstruktion von pPIC-DISC-LL

[0031] Die Konstruktion von pPIC-DISC-LL wurde
auf der Grundlage von pPICZoA (Invitrogen BV,
Leek, Niederlande) und pDISC3x19-LL (vgl. Fig. 3)
durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA pPICZaA wurde mit
EcoRI gespalten. Die Uberstehenden 5'-Enden wur-
den unter Verwendung eines Klenow-Fragments der
E. coli-DNA-Polymerase | aufgefillt. Die so erhalte-
ne DNA wurde mit Xbal gespalten, und das grol3e
Fragment, umfassend den pPIC-Vektor, wurde iso-
liert. Analog wurde die DNA von pDISC3x19-LL mit
Ncol gespalten und mit einem Klenow-Fragment be-
handelt. Nach der Spaltung mit Xbal wurde ein klei-
nes Fragment, umfassend ein fiir den bivalenten F-
Antikdrper kodierendes Gen, isoliert. Dessen Ligie-
rung mit einer pPIC-abgeleiteten Vektor-DNA ergab
das Plasmid pPIC-DISC-LL. Die Nukleotid- und Pro-
teinsequenz des bivalenten F -Antikdrper-Konstruk-
tes sind in Fig. 8 gezeigt.

Beispiel 3: Expression des tetravalenten bzw.
bivalenten F,-Antikdrper-Konstruktes in Bakterien

[0032] E. coli-XL1-Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla,
CA), die mit den Expressionsplasmiden pDISC3x19-

LL bzw. pDISC3x19-SL transformiert worden waren,
wurden tber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 pg/ml Am-
picillin und 100 mM Glucose (2xYTg,) bei 37°C ge-
ziichtet. 1:50-Verdiinnungen der Ubernachtkulturen
in 2xYTga wurden als Kolbenkulturen bei 37°C unter
Schitteln mit 200 UpM gezuchtet. Als die Kulturen ei-
nen ODgy-Wert von 0,8 erreicht hatten, wurden die
Bakterien durch 10minitige Zentrifugation mit 1500 g
bei 20°C pelletiert und in dem gleichen Volumen ei-
nes frischen 2xYT-Mediums, das 50 pg/ml Ampicillin
und 0,4 M Saccharose enthielt, resuspendiert. IPTG
wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,1 mM zu-
gesetzt, und das Wachstum wurde bei Raumtempe-
ratur (20-22°C) 18-20 h fortgesetzt. Die Zellen wur-
den durch 10mindtige Zentrifugation mit 5000 g bei
4°C geerntet. Der Kulturiberstand wurde zurlickge-
halten und auf Eis gelagert. Um die I6slichen periplas-
matischen Proteine zu isolieren, wurden die pelletier-
ten Bakterien in 5% des Anfangsvolumens an eiskal-
ter 50 mM Tris-HCI, 20% Saccharose, 1 mM EDTA,
pH 8,0, resuspendiert. Nach einer 1 stiindigen Inku-
bation auf Eis unter gelegentlichem Rihren wurden
die Sphéroplasten mit 30.000 g 30 min bei 4°C zen-
trifugiert, wobei der I6sliche periplasmatische Extrakt
als Uberstand und die Spharoplasten mit dem unlés-
lichen periplasmatischen Material als Pellet erhalten
wurden. Der Kulturiiberstand und der I6sliche peri-
plasmatische Extrakt wurden vereinigt. durch weite-
re Zentrifugation (30.000 g, 4°C, 40 min) geklart. Das
rekombinante Produkt wurde durch Ammoniumsul-
fatfallung (Endkonzentration 70% Sattigung) einge-
engt. Das Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugati-
on (10.000 g, 4°C, 40 min) gewonnen und in 10% des
Anfangsvolumens an 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH
7,0, aufgelést. Eine immobilisierte Metallaffinitatsch-
romatographie (IMAC) wurde bei 4°C unter Verwen-
dung einer 5 ml Saule an chelatierender Sepharose
(Pharmacia), die mit Cu?* beladen war und mit 50 mM
Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,0 (Startpuffer) equilibriert
worden war, durchgefihrt. Die Probe wurde durch ihr
Leiten Uber die Saule aufgeladen. Sie wurde dann
mit zwanzig Saulenvolumina Startpuffer, gefolgt von
Startpuffer mit 50 mM Imidazol, bis die Absorption bei
280 nm des Effluenten minimal war, gewaschen (et-
wa dreiRig Saulenvolumina). Das absorbierte Materi-
al wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 250 mM Imi-
dazol, pH 7,0, eluiert.

[0033] Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem
Bradford-Farbstoffbindungstest (1976, Anal. Bio-
chem., 72, 248-254) unter Verwendung des Bio-Rad
(Minchen, Deutschland)-Proteinassaykits bestimmt.
Die Konzentrationen der gereinigten tetravalenten
bzw. bivalenten F,-Antikorper-Konstrukte wurden
aus den A,go-Werten unter Verwendung der Extinkti-
onskoeffizienten €' ™™ = 1,96 bzw. 1,93 bestimmt.
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Beispiel 4: Expression des tetravalenten
bzw. bivalenten Antikorper-
Konstruktes in der Hefe Pichia pastoris

[0034] Kompetente P. pastoris GS155-Zellen (invi-
trogen) wurden in Gegenwert von 10 pg Plasmid-
DNA von pPIC-DISC-LL bzw. pPIC-DISC-SL, die
mit Sacl linearisiert worden war, elektroporiert. Die
Transformanten wurden 3 Tage bei 30°C auf YPD-
Platten, die 100 pug/ml Zeocin™ enthielten, selektiert.
Die Klone, die bivalente bzw. tetravalente F -Antikor-
per-Konstrukte sezernierten, wurden durch Platten-
screening unter Verwendung eines anti-c-myc-mAk
9E10 (IC Chemikalien, Ismening, Deutschland) se-
lektiert.

[0035] Zur Expression der bivalenten bzw. tetrava-
lenten F -Antikdrper-Konstrukte wurden die Klone in
YPD-Medium in Schiittelkolben 2 Tage bei 30°C un-
ter Riihren gezichtet. Die Zellen wurden zentrifugiert,
in dem gleichen Volumen des Mediums, das Metha-
nol enthielt, resuspendiert und weitere 3 Tage bei
30°C unter Riihren inkubiert. Die Ubersténde wurden
nach der Zentrifugation gewonnen. Das rekombinan-
te Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung, ge-
folgt von IMAC, wie vorstehend beschrieben, isoliert.

Beispiel 5: Charakterisierung des tetravalenten
bzw. bivalenten F -Antikérper-Konstruktes

(A) Grolkenausschlufichromatographie

[0036] Eine analytische Gelfiltration der F -Anti-
korper-Konstrukte wurde in PBS unter Verwen-
dung einer Superdex-200-HR10/30-Séule (Phar-
macia) durchgefiihrt. Das Probenvolumen und die
FlieRgeschwindigkeit betrugen 200 pl/min bzw. 0,5
ml/min. Die S&ule wurde mit hoch- und niedermoleku-
laren Gelfiltrations-Kalibrationskits (Pharmacia) kali-
briert.

(B) DurchfluBzytometrie

[0037] Die menschliche CD3*/CD19-akute-T-Zell-
Leuk&mielinie Jurkat und die CD19*/CD3~-B-Zellinie
JOK-1 wurden fiir die DurchfluRzytometrie verwen-
det. 5 x 10° Zellen in 50 yl RPMI 1640-Medium
(GIBCO BRL, Eggestein, Deutschland), das mit 10%
FCS und 0,1% Natriumazid supplementiert war (als
vollstdndiges Medium bezeichnet), wurden mit 100
pl der F,-Antikdrper-Praparate 45 min auf Eis inku-
biert. Nach Waschen mit dem vollstdndigen Medi-
um wurden die Zellen mit 100 pl 10 pg/ml anti-c-
myc-Mak 9E10 (IC Chemikalien) in dem gleichen
Puffer 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem zwei-
ten Waschzyklus wurden die Zellen mit 100 pl des
FITC-markierten Ziege-anti-Maus-lgG (GIBCO BRL)
unter den gleichen Bedingungen wie vorher inkubiert.
Die Zellen wurden dann erneut gewaschen und in
100 pl 1 pg/ml-Propidiumiodid-Lésung (Sigma, Dei-

senhofen, Deutschland) in vollstdndigem Medium un-
ter Ausschlufd von toten Zellen resuspendiert. Die re-
lative Fluoreszens der gefarbten Zellen wurde un-
ter Verwendung eines FACScan-DurchfluRzytome-
ters (Becton Dickinson, Mountain View, CA) gemes-
sen.

(C) Cytotoxizitatstest

[0038] Die CD19-exprimierende Burkitt-Lymphoma-
Zellinie Raji und Namalwa wurden als Zielzellen ver-
wendet. Die Zellen wurden in RPMI 1640 (GIBCO
BRL), das mit 10% hitzeinaktiviertem FCS (GIBCO
BRL), 2 mM Glutamin und 1 mM Pyruvat supplemen-
tiert war, bei 37°C in einer befeuchteten Atmospha-
re mit 7,5% CO, inkubiert. Die cytotoxischen T-Zell-
Tests wurden in RPMI-1640-Medium, das mit 10%
FCS, 10 mM HEPES, 2 mM Glutamin, 1 mM Pyruvat
und 0,05 mM 2-ME supplementiert war, durchgefiihrt.
Die cytotoxische Aktivitdt wurde unter Verwendung
eines Standard[*'Cr]-Freisetzungstests bewertet; 2 x
106 Zielzellen wurden mit 200 pCi Na[*'Cr]O, (Amers-
ham-Buchler, Braunschweig, Deutschland) markiert
und 4mal gewaschen und anschlielend in Medium in
einer Konzentration von 2 x 10%/ml resuspendiert. Die
Effektorzellen wurden auf eine Konzentration von 5 x
10%/ml eingestellt. Zunehmende Mengen an CTLs in
100 pl wurden auf 10* Zielzellen/Vertiefung in 50 pl
titriert. 50 pl Antikérper wurden jeder Vertiefung zu-
gesetzt. Der gesamte Test wurde dreifach angesetzt
und 4 h bei 37°C inkubiert. 100 pl des Uberstands
wurden gewonnen und auf [*'Cr]-Freisetzung in ei-
nem gamma-Zahler (Cobra Auto Gamma; Canberra
Packard, Dreieich, Deutschland) getestet. Die maxi-
male Freisetzung wurde durch Inkubation der Ziel-
zellen in 10% SDS bestimmt, und die spontane Frei-
setzung wurde durch Inkubation der Zellen in Medi-
um allein bestimmt. Die spezifische Lyse (%) wurde
berechnet als: (experimentelle Freisetzung — sponta-
ne Freisetzung)/(-maximale Freisetzung — spontane
Freisetzung) x 100.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach
WIPO St. 25.Dieses kann von der
amtlichen Veréffentlichungsplattform
des DPMA heruntergeladen werden.

Patentanspriiche

1. Multivalenter F,-Antikérper mit mindestens vier
variablen Domanen, die uber einen Peptidlinker 1, ei-
nen mittleren Peptidlinker 2 und und einen Peptidlin-
ker 3 miteinander verbunden sind, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Peptidlinker 1 und 3 0-10 Amino-
sauren aufweisen und der F -Antikdrper an ein Anti-
gen aus der Gruppe bestehend aus CD19 und CD3
bindet.
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2. F,-Antikdérper nach Anspruch 1, wobei die Pep-
tidlinker 1 und 3 die Aminosauresequenz GG aufwei-
sen.

3. F,-Antikdrper nach Anspruch 1 oder 2, wobei
das F -Antikdrper-Konstrukt bivalent ist.

4. F,-Antikdrper nach Anspruch 3, wobei der mitt-
lere Peptidlinker 2 11-20 Aminosauren aufweist.

5. F,-Antikdrper nach Anspruch 3 oder 4, wobei
der mittlere Peptidlinker 2 die Aminosauresequenz
(G4S), aufweist.

6. F,-Antikdrper nach Anspruch 1 oder 2, wobei der
F,-Antikorper tetravalent ist.

7. F,-Antikdrper nach Anspruch 6, wobei der mitt-
lere Peptidlinker 2 3—-10 Aminosauren aufweist.

8. F,-Antikdrper nach Anspruch 6 oder 7, wobei
der mittlere Peptidlinker 2 die Aminosauresequenz
GGPGS aufweist.

9. F,-Antikérper nach einem der Anspriche 1-8,
wobei der F,-Antikdrperbispezifisch ist.

10. F,-Antikdrper nach einem der Anspriiche 1-8,
wobei der F,-Antikérper monospezifisch ist.

11. Verfahren zur Herstellung des multivalenten F, -
Antikérpers- nach einem der Anspriiche 1-10, wobei
fir den Peptidlinker 1, mittleren Peptidlinker 2 und
Peptidlinker 3 kodierende DNAs mit fiir die vier varia-
blen Doméanen eines F -Antikdrper-Konstruktes ko-
dierenden DNAs ligiert werden derart, dal} die Peptid-
linker die variablen Doménen miteinander verbinden,
und das erhaltene DNA-Molekil in einem Expressi-
onsplasmid exprimiert wird.

12. Verwendung des multivalenten F -Antikorpers-
nach einem der Anspriiche 1-10 zur Diagnose und/
oder Therapie von Erkrankungen.

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die
Erkrankungen virale, bakterielle oder Tumor-Erkran-
kungen sind.

Es folgen 8 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

A
Promoter Vy-A  V-B Vy-B  Vi-A Hisg
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Leader Epitop &
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Linker 1 Linker 3
Linker 2
B

FIGUR 1
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FIGUR 2
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Lac P/O
rRBs Pel B leader

pDISC3x19-LL
(4471 bp)

FIGUR 3
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Lac P/O
rBs Pel B leader

pDISC3x19-SL
(4426 bp)

FIGUR 4
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EcoRli RBS ' PelB leader ' Ncol
1 GAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACCA TGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCTIGCTGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATCS
. »M K YL LPTAAAGTLTLTLTLA AAQ QT PAM
* Frame-H1 VH anti-CD3
92 CGCAGG’IGCAAC’I‘GCAGCAGTCTGGGGC'IGAAC'IGGCAAGACC’IGGGGCCTCAGTGAAGA’IGTCC’IGCAAGGC‘ITC'ICGCTACACC’I’I’I’AC
22’AQVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGY’I‘FT
CDR-H1 Frame-H2 CDR-H2
183 TAGGTACACGATGCACTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGGATACATTAATCCTAGCCGTGETTATAC
52’RY’I‘MHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYT
Frame-H3
267 TAATTACAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTACAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTGAGCAGCCTGAC
80’NYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLT
' CDR-H3 Frame-H4
354 ATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGATATTATGATGATCATTACAGCCTTGAC TACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCA
109’SEDSAVYYCARYYDDHYSLDYWGQGT’I‘L
CH1 ‘. Linker 1 Frame-L1 VL anti-CD19
440 CAGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCAAGCTTGGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGA
138)TVSSAKTTPK~'LGGDILLTQTPASLAVSLGQ
' CODR-L1 Frame-L2
530 GGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGAT TATGATGGTGATAGTTATTTGAACTGGTACCAACAGATTCCAGGAC
lGB’RATISCKASQSVDYDGDSYLNWYQQIPG
CDR-L2 Frame-L3
614 AGCCACCCAAACTCCTCATCTATGATGCATCCAATCTAGTTTC TGGGATCCCACCCAGGTTTAGTGCGCAGTGGGTCTGGGACAGACTT
196)QPPKLLIYDASNLVSGIPPRFSGSGSGTDF
B .CDR-L3 Frame-L4
702 CACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGAAGGTGGATGCTGCAACCTATCACTGTCAGCAAAGTACTGAGGA TCCGTGGACGTTCGGTGGA
225)TLNIHPVEKVDAATYHCQQSTE‘.DPWTFGG

C kappa Notl Linker 2
790 GGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCGGCCGCTGGTEGGTGETGGTTC TGGCGGCGGTGGTAGCGGTGGTGGCGGC
ZSS)GTKLEIKRADAAAAGGGGSGGGGSGGGG
Pvull Frame-H1 VH anti-CD19

874 TCCGGTGGTGGTGGTAGCCAGGETCCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGC TCGTGAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTCCTGCAAGG

283 s ¢ G G G S Q V QL Q 9 S GAEULVU RUPG S SV KTISTCEK
CDR-H1 : Frame-H2 CDR-H2

962 CTTCTGGCTATGCATTCAGTAGCTACTEGATGAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGTCTTGAGTGGATTGGACAGATTTGGE

312’ASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWIGQIW

Pstl Frame-H3
1049 CTGGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAAGTTCAAGGGTAAAGCCACTCTGACTGCAGACGAATCCTCCAGCACAGCCTACA
341 6 D G D T N Y N G K F K G K A T VL T ADTETSS ST A Y
CDR-H3
1133 TGCAACTCAGCAGCCTAGCATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGACGGGAGACTACGACGGTAGGCCGTTATTACTAT
369M Q L S S L A S E D S AV Y F CARU RETT T V G R Y Y Y
Frame-H4 CH1 Linker 1 Frame-L1
1219 GCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCAAGCTT GG C GG TGATATCGTGCTCACTC
398’AMDYWGQGTSVTVSSAJ(TTPKLGGDIVL’I‘
VL anti-CD3 CDR-L1
1307 AGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGAACTGG
427’9 s P A I M S A S P G E K VvV T M T C S A S S S V S Y M N W
Frame-L2 CDR-L2 Frame-L3
1393 TACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCCAAAAGATGGATTTATGACACATCCAAACTGGC TTC TGGAGTCCCTGCTCACTTCAGGGGCA
456> Y Q Q K S G T S P K R W I ¥ D T S K L A S G V P A HTF R G
: CDR-L3
1481 GTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAA
485)SGSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQWSSN
Frame-L4 C kappa c-myc epitope
1569 CCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAACCCGGCTGATACTGCACCAACTGGATCCGAACAAAAGCTGATC TCAG
514)PE'TFGSGTKLEINRADTAPTGSEQKLIS

His6 tail Xbal
1655 AAGAAGACCTAAACTCACATCACCATCACCATCACTAATCTAGA

S43» 2@ E D L N S H H H H HH

FIGUR 5
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EcoRi RBS PelB leader Ncol
1 GAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACCATGAAATACCTATIGCCTACGGCAGCCGCTGGCTTGCTGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGG
1» M K Y L L P TAAAGTILTULTLTULUA AR BAGQTUDPAM
. Frame-H1 VH anti-CD3
92 CGCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTTAC
22’AQVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFT
CDR-H1 Frame-H2 CDR-H2
183 TAGGTACACGATGCACTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGGATACATTAATCCTAGCCGTGGTTATAC
52'RYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGY'I‘
Frame-H3
267 TAATTACAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTACAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTGAGCAGCCTGAC
80)NYNQKE‘KDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLT
. CDR-H3 Frame-H4
354 ATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGATATTATGATGATCATTACAGC CTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCA
109)SEDSAVYYC'ARYYDDHYSLDYWGQGT,TL
CH1 Linker 1 Frame-L1 VL anti-CD19
440 CAGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCAAGCTTGGCGGTGATATCTIGCTCACCCAAACTCCAGCTTCTTIGGCTGTGTCTCTAGGGCAGA
138)TVSSAKTTPKLGGDILLTQTPASLAVSLGQ
CDR-L1 Frame-L2
530 GGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGETGATAGTTATTTGAACTGGTACCAACAGATTCCAGGAC
168 R A T I S ¢ K A S Q §$ VvV D Y D G D S Y L N W Y Q Q I P G
CDR-L2 Frame-L3
614 AGCCACCCAAACTCCTCATCTATGATGCATCCAATCTAGTTTC TGGGATCCCACCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTT
196’ Q P P K L L I ¥ D A § N L V S G I P PR F S G S G S G TDF
CDR-L3 Frame-L4
702 CACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGAAGGTGGATGCTGCAACCTATCACTGTCAGCAAAGTACTGAGGATCCGTGGACGTTCGGTGGA
225)TLNIHPVEKVDAATYHCQQSTEDPWTFGG

C kappa Notl Linker 3 Pvull Frame-H1
790 GGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCGGCCGCTGGTGEGCCCAGGG T CGCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGCT
255 G T K L E I K R A DAAAAG G P G S Q V QL QQ S G AZETL
VH anti-CD19 CDR-H1 Frame-H2

879 GGTGAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGCTATGCATTCAGTAGC TACTGGATGAA CTGGGTGAAGCAGAGGC
284? V R P G S § V K I S CKAS G YA F S S Y W M N WV K Q R
CDR-H2
968 CTGGACAGGGTCTTGAGTGGATTIGGACAGATTTGGCCTGGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAAGTTCAAGGGTAAAGCC
314’PGQGLE‘.WIGQIWPGDGDTNYNGKFKGKA
Frame-H3

1051 ACTCTGACTGCAGACGAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTAGCATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGAL

342» T L. T ADE S S S TAVYMOQL S SLASEUDSAVYTFTCATR
CDR-H3 Frame-H4 CH1

1142 GGGAGACTACGACGGTAGGCCGTTATTACTATGCTATGGACTACTCGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAA

372 R E T T T V G R Y Y Y A M D Y W G Q G T S V T V S S A K

Linker 1 Frame-L1 VL anti-CD3

1226 CAACACCCAAGCTTGGCGG TGATATCGTGCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGCGGAGAAGGTCACCATGACCTGCA

400)T T P K L 6 ¢ D I VvV L T Q $§$ P AI M S A S P G EZ XK UVTMTC
CDR-L1 Frame-L2 CDR-L2

1316 GTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGAACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCCAAAAGATCGGATTTATGACACATCCAR

430’sS A S S S VvV § Y M N W Y Q Q K S G T S P KU RWTI Y D T § K

Frame-L3
1401 ACTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCACTTCAGGGGCAGTGCGTCTCGGACCTCTTACTC TCTCACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAAGATCC
458 L A S G VvV P A HF R G S G SG TS Y SL TTISGMEATETD A

CDR-L3 Frame-L4 C kappa
1491 TGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAACCGGGCTGATACTGC
488» A T Y Y ¢ Q Q W S S N P F T F G $§$ G T K L E I NRAUDT A
c-myc epitope Hisé tail Xbal

1578 ACCAACTGGATCCGAACAAAAGCTGATCTCAGAAGAAGACCTARMACTCACATCACCATCACCATCACTAATCTAGA
S17* P T ¢ S E O K L I S E E D L N S H H HHHH -

FIGUR 6
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941 ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTAC
i*» M R F P S| FTAVLFAASS SALAAPVNTT

alpha-factor signal
1015 AACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATG
25 T E D ETA QI -PAEAV I GY S DULEGUDTFTD

1089 TTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTITATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCT
SO0’V AV L P F S NSTNNGLULTFI NTT ! A S I A

EcoR!
Xhol . *

1163 GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATTCCAGGTGCAACTGCAGCAGTC
7 A K E E GV S L EKREATEAETFOQV Q L Q Q s

VH anti-CD3
1234 TGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT
98 G A E L A R P G A S V K M S C K A s

FIGUR 7
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941 ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTAC
»™M RF P S I FTAVLFAASSALAAPVNTT

alpha-factor signal
1015 AACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATG
2» T E D ETAOQL'!.PAEAV I GY SDULEGUDTFD

BsrDl
1089 TTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCT
SOV A VL P F S NS TNNGULLF I NTT I A S I A

EcoRl!
Xhol . *

1163 GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATTCATGGCGCAGGTGCAACTGCAG
75 A K E E GV S L EKBEATEAETFMAQUV Q L Q

VH anti-CD3
1235 CAGTCTGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT
9» Q S G A E L A R P G A S V K M S C K A s

FIGUR 8
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