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BEHANDLING AV TUMORER VED BRUK AV SPESIFIKT ANTI-L1-
ANTISTOFF

Standardbehandlingen for fremskreden kreft er ofte kjemoterapi eller
straleterapi. P38 tross av den fgrste responsen pa terapi er det imidlertid ofte
observert at ulike karsinomer oppnar resistens mot kjemoterapeutiske
legemidler eller straleterapi, hvilket fgrer til tumortilbakekomst og ofte dgd for
pasientene. Ofte blir det da bestemt & bytte til et annet kjemoterapeutisk
legemiddel eller til hgyere doser. Men ofte observeres ingen forbedring av den

kliniske situasjonen.

L1 er en type I-membranglykoprotein p@ 200 til 230 kDa som strukturelt tilhgrer
Ig-superfamilien (Moos M, Tacke R, Scherer H, Teplow D, Fruh K, Schachner M.
Neural adhesion molecule L1 as a member of the immunoglobulin superfamily
with binding domains similar to fibronectin. Nature 1988; 334:701-3). L1 spiller
en avgjgrende rolle i aksonstyring og cellemigrering ved utvikling av
nervesystem (Hortsch M. Structural and functional evolution of the L1 family:
are four adhesion molecules better than one? Mol Cell Neurosci 2000; 15:1-10.,
Schachner M. Neural recognition molecules and synaptic plasticity. Curr Opin Cell
Biol 1997; 9:627-34). Nyere studier har ogsa implisert L1-uttrykking i
progresjonen av humane karsinomer. L1-uttrykking ble funnet p& ulike tumorer
inkludert lungekreft (Katayama M, Iwamatsu A, Masutani H, Furuke K, Takeda K,
Wada H, et al. Expression of neural cell adhesion molecule L1 in human lung
cancer cell lines. Cell Struct Funct 1997;22:511-6), gliomer (Senner V, Kismann
E, Puttmann S, Hoess N, Baur I, Paulus W. L1 expressed by glioma cells
promotes adhesion but not migration. Glia 2002;38:146-54), melanomer (Thies
A, Schachner M, Moll I, Berger ], Schulze HJ, Brunner G, et al. Overexpression of
the cell adhesion molecule L1 is associated with metastasis in cutaneous
malignant melanoma. Eur J Cancer 2002;38:1708-1, Fogel M, Mechtersheimer S,
Huszar M, Smirnov A, Abu DA, Tilgen W, et al. L1 adhesion molecule (CD 171) in
development and progression of human malignant melanoma. Cancer Lett
2003;189:237-47), renalt karsinom (Meli ML, Carrel F, Waibel R, Amstutz H,
Crompton N, Jaussi R, Moch H, Schubiger PA, Novak-Hofer I. Anti-neuroblastoma
antibody chCE7 binds to an isoform of L1-CAM present in renal carcinoma cells.
Int J Cancer, 1999; 83: 401-408, Allory Y, Matsuoka Y, Bazille C, Christensen EI,
Ronco P, Debiec H. The L1 cell adhesion molecule is induced in renal cancer cells

and correlates with metastasis in clear cell carcinomas. Clin Cancer Res
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2005;11:1190-7) og tykktarmskarsinom (Gavert N, Conacci-Sorrell M, Gast D,
Schneider A, Altevogt P, Brabletz T, et al. L1, a novel target of beta-catenin
signaling, transforms cells and is expressed at the invasive front of colon
cancers. ] Cell Biol 2005; 168:633-42). Videre er det kjent i teknikken at L1
overuttrykkes i eggstokk- og endometriekarsinomer pa en stadieavhengig mate
(Fogel M, Gutwein P, Mechtersheimer S, Riedle S, Stoeck A, Smirnov A, et al. L1
expression as a predictor of progression and survival in patients with uterine and

ovarian carcinomas. Lancet 2003; 362:869-75).

I teknikken er det foresldtt @ bruke anti-L1l-antistoffer for behandlingen av
eggstokk- og endometrietumorer (jf. WO 02/04952, WO 06/013051 og Arlt MJ,
Novak-Hofer I, Gast D, Gschwend V, Moldenhauer G, Grunberg J, et al. Efficient
inhibition of intra-peritoneal tumor growth and dissemination of human ovarian
carcinoma cells in nude mice by anti-L1-cell adhesion molecule monoclonal
antibody treatment. Cancer Res 2006;66:936-43). I teknikken er ulike anti-L1-
antistoffer kjent (f.eks. mAb 14.10: Huszar M, Moldenhauer G, Gschwend V,
Ben-Arie A, Altevogt P, Fogel M: Expression profile analysis in multiple human
tumors identifies L1 (CD171) as a molecular marker for differential diagnosis and
targeted therapy. Hum Pathol 37:1000-1008, 2006, mab chCE7: Meli ML, Carrel
F, Waibel R, Amstutz H, Crompton N, Jaussi R, Moch H, Schubiger PA, Novak-
Hofer I: Anti-neuroblastoma antibody chCE7 binds to an isoform of L1-CAM
present in renal carcinoma cells. Int J Cancer 83:401-408, 1999, mAb U]
127.11: Patel K, Kiely F, Phimister E, Melino G, Rathjen F, Kemshead JT: The
200/220 kDa antigen recognized by monoclonal antibody (MAb) UJ127.11 on
neural tissues and tumors is the human L1 adhesion molecule. Hybridoma
10:481-491, 1991, mAb 5G3: Wolff JM, Frank R, Mujoo K, Spiro RC, Reisfeld RA,
Rathjen FG: A human brain glycoprotein related to the mouse cell adhesion
molecule L1. J Biol Chem 263:11943-11947, 1988). Videre, i Sebens Mierkoster
et al., Oncogene. 2007 Apr 26;26(19):2759-68, Epub 2006 Nov 6, er det
foresldtt & bruke anti-L1-antistoffer for & sensibilisere tumorceller for behandling

med et kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi.

Det er alltid et behov for forbedrede anti-tumormidler.

Den foreliggende oppfinnelsen vedrgrer i ett aspekt et anti-L1 monoklonalt

antistoff
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i) som kan binde til den samme L1l-epitopen som gjenkjennes av det
monoklonale antistoffet 9.3, fremstilt ved hybridomcellen deponert under DSMZ
ACC2841 og som binder L1 med en affinitet (KD) pa minst 1071, eller

ii) karakterisert ved at dets komplementaritetsbestemmende regioner (CDR-er)
har de fglgende sekvensene: LCDR1: RASQDISNYLN, LCDR2: YTSRLHS, LCDR3:
QQGNTLPWT, HCDR1: RYWML, HCDR2: EINPRNDRTNYNEKFKT, og HCDR3:
GGGYAMDY, og som binder L1 med en affinitet (KD) pa minst 1071°, eller

iii) et monoklonalt antistoff, fremstilt ved hybridomcellen deponert under DSMZ
ACC2841.

Innenfor rammen av den foreliggende oppfinnelsen er det overraskende funnet
at det monoklonale antistoffet 9.3, fremstilt ved hybridomcellen deponert under
DSMZ ACC2841, har forbedrede anti-tumorevner (se eksempler). Saerlig har det
monoklonale antistoffet 9.3 den beste evnen til & hemme tumorvekst og
invasjon av tumorceller av alle testede antistoffer. Videre synes det monoklonale
antistoffet 9.3 8 oppheve kjemoresistens i stgrre grad enn antistoffet 11A testet i
WO 2008/046529 (se eksempel 13).

Monoklonale antistoffer og produksjonen av monoklonale antistoffer tilhgrer
teknikkens stand og er ogsd beskrevet i referansene sitert i Materialer og
fremgangsmater-delen i eksemplene. Generelt kan monoklonale antistoffer for
eksempel fremstilles ifglge den kjente fremgangsmaten til Winter og Milstein
(Winter, G. & Milstein, C. (1991) Nature, 349, 293-299). Som et alternativ til &
fremstille monoklonale antistoffutskillende hybridomer, kan et monoklonalt
antistoff rettet mot et polypeptid ifglge oppfinnelsen identifiseres og isoleres ved
screening av et rekombinant kombinatorisk immunglobulinbibliotek (f.eks. et
antistoffagdisplaybibliotek) med polypeptidet av interesse. Kits for 8 generere og
screene fagdisplaybiblioteker er kommersielt tilgjengelige (f.eks. Pharmacia
Recombinant Phage Antibody System, katalog nr. 27-9400-01; og Stratagene
SurfZAP Phage Display Kit, katalog nr. 240612). I tillegg kan det finnes
eksempler pa fremgangsmater og reagenser som er spesielt tilgjengelig for bruk
i generering og screening av antistoffdisplaybibliotek, i for eksempel, US-patent
nr. 5,223,409; WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO
93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; WO 90/02809; Fuchs et al., 1991,
Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al., 1992, Hum. Antibod. Hybridomas
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3:81-85; Huse et al., 1989, Science 246:1275-1281; Griffiths et al., 1993, EMBO
J. 12:725-734.

Siden effekten av et antistoff medieres av dets evne til @ binde til en spesifikk
epitop, vedrgrer oppfinnelsen alle monoklonale antistoffer som gjenkjenner den
samme epitopen som antistoffet 9.3, og som binder L1 med en affinitet (KD) pa
minst 107°, Fremgangsmater for 8 bestemme epitopen til et gitt antistoff er
kjent i teknikken og inkluderer fremstillingen av syntetiske linezere peptider fra
en gitt region av interesse og den etterfglgende testingen av om antistoffet
binder til peptidene (se Epitope Mapping, A practical approach, Oxford University
Press 2001, Editors: Olwyn Westwood and Frank Hay). Alternativt kan andre
rekombinante proteiner som dekker regionen av interesse, fremstilles og testes
for bindingen av antistoffet (Oleszewski, M., Gutwein, P.,von der Lieth ,W.,
Rauch,U., Altevogt P., Characterization of the Ll-neurocan binding site.
Implications for L1-L1 homophilic binding. J.Biol.Chem. 275: 34478-34485
(2000).

Videre, nar en spesifikk epitop av et monoklonalt antistoff er kjent, er det
innenfor fagmannens ferdighet a8 identifisere eller fremstille andre antistoffer,
sarlig monoklonale antistoffer, eller bindingsmolekyler som definert nedenfor,
som binder til den samme epitopen. For eksempel er det mulig @ bruke
peptidene eller proteinene som er beskrevet ovenfor i forbindelse med
epitopmappingen, ogsa til identifikasjon eller produksjon av antistoffene eller

bindingsmolekylene.

Som det kan ses fra eksemplene, er epitopen av antistoffet 9.3 med det fgrste
immunglobulinlignende domenet til L1. Derfor er epitopen av det monoklonale
antistoffet ifolge oppfinnelsen ogsa fortrinnsvis innenfor det farste

immunglobulinlignende domenet til L1.

I tillegg er det beskrevet et anti-L1 monoklonalt antistoff, med den samme
evnen til 8 hemme tumorvekst som det monoklonale antistoffet 9.3, fremstilt av
hybridomcellen deponert under DSMZ ACC2841. Denne evnen kan testes ved &
bruke den samme tumorvekstassayen som beskrevet i eksempel 1, del 1.3.9.
Ifglge oppfinnelsen betyr "den samme evnen" at det monoklonale antistoffet har
en tumorveksthemmende evne som ikke avviker mer enn 5% fra den

tumorveksthemmende evnen til det monoklonale antistoffet 9.3.
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Fortrinnsvis hemmer dette antistoffet ifglge oppfinnelsen ogsa L1-dimerisering,

slik det er vist for antistoffet 5G3 (se ovenfor).

I ett aspekt vedrgrer oppfinnelsen et anti-L1 monoklonalt antistoff, karakterisert
ved at dets komplementaritetsbestemmende regioner (CDR-er) har de fglgende
sekvensene LCDR1: RASQDISNYLN, LCDR2: YTSRLHS, LCDR3: QQGNTLPWT,
HCDR1: RYWML, HCDR2: EINPRNDRTNYNEKFKT, HCDR3: GGGYAMDY, og som
binder L1 med en affinitet (kD) pa minst 107,

De ovennevnte sekvensene viser CDR-ene til det monoklonale antistoffet 9.3
bestemt ifglge Kabat-metoden (se eksempel 2). Et slikt monoklonalt antistoff
ifglge oppfinnelsen kan f.eks. fremstilles ved CDR-poding eller ved rekombinant
produksjon av antistoffet. Slike fremgangsmater er kjent i teknikken (se f.eks.
Queen, US-patent nr. 5,585,089 og Winter, U.S: 5,225,539, Cabilly U.S.
4,816,567).

Beskrevet er et anti-L1 monoklonalt antistoff, karakterisert ved at minst en av

dets komplementaritetsbestemmmende regioner (CDR-er)

a) har en av de fglgende sekvensene QDISNY, YTS, QQGNTLPWT, GYTFTRYW,
INPRNDRT eller ALGGGYAMDY eller

b) har en sekvens som, sammenlignet med sekvensene nevnt under a), har

minst en konservativ aminosyreutveksling.

Disse sekvensene viser igjen CDR-ene til det monoklonale antistoffet 9.3 (se
figur 12), men CDR-ene er bestemt ved hjelp av en annen metode kjent i
teknikken, nemlig ifglge IMGT®-metoden fra The international ImMunoGeneTics

information sytem®.

I et spesielt foretrukket aspekt vedrgrer oppfinnelsen et monoklonalt antistoff,
fremstilt ved hybridomcellen deponert under DSMZ ACC2841. Denne
hybridomcellen er deponert med Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und
Zellkulturen den 25. april 2007 i henhold til Budapest-traktaten.
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I et annet aspekt vedrgrer oppfinnelsen et humanisert antistoff omfattende de
ikke-humane CDR-ene til et monoklonalt antistoff ifglge oppfinnelsen og en

strukturregion (FR) fra et humant immunglobulinmolekyl.

Humaniserte antistoffer er antistoffmolekyler fra ikke-humane arter som har én
eller flere komplementaritetsbestemmende regioner (CDR-er) fra de ikke-
humane artene og en strukturregion (FR) fra et humant immunglobulinmolekyl.
(Se f.eks. Queen, US-patentnr. 5,585,089 og Winter, US U.S: 5,225,539.) Slike
kimzere og humaniserte monoklonale antistoffer kan fremstilles ved
rekombinante DNA-teknikker kjent i teknikken.

Generelt, for @ oppna et humanisert antistoff, kan nukleinsyresekvenser som
koder for humane variable tungkjeder og variable lettkjeder endres ved &
erstatte CDR-sekvensene i den humane (akseptor-) sekvensen med sekvens
som koder for den respektive CDR-en i muse-antistoffsekvensen
(donorsekvensen). Den humane akseptorsekvensen kan omfatte FR avledet fra

ulike gener.

Sekvenser som koder for antistoffer av full lengde, kan deretter oppnas ved 3
binde de tilveiebrakte variable tung- og variable lettkjedesekvensene til humane
konstante tungkjede- og konstante lettkjederegioner. Foretrukne humane
konstante lettkjedesekvenser inkluderer kappa og lambda konstante
lettkjedesekvenser.  Foretrukne humane konstante tungkjedesekvenser
inkluderer IgG1l, IgG2 og sekvenser som koder for IgGl-mutanter som har
tilveiebrakt immunstimulerende egenskaper. Slike mutanter kan ha en redusert
evne til & aktivere komplement- og/eller antistoffavhengig cellulzer cytotoksisitet
og er beskrevet i US 5,624,821; WO 99/58572, US 6,737,056. En spesielt
foretrukket konstant tungkjede er en IgG1 som omfatter substitusjonene E233P,
L234V, L235A, A327G, A330S, P331 S og en delesjon av rest 236.

I en annen utfgrelsesform omfatter antistoffet av full lengde, en IgA-, IgD-, IgE-,

IgM-, IgY- eller IgW-sekvens.

Egnede humane donorsekvenser kan bestemmes ved sekvenssammenligning av
peptidsekvenser kodet av musedonorsekvensene til en gruppe av humane
sekvenser, fortrinnsvis til sekvenser kodet av humane

kimbaneimmunglobulingener eller modne antistoffgener. En human sekvens med



10

15

20

25

30

35

NO/EP2170956

7

en hgy sekvenshomologi, fortrinnsvis med den hgyeste homologien bestemt, kan

tjene som akseptorsekvensen for humaniseringsprosessen.

I tillegg til utvekslingen av humane CDR-er med muse-CDR-er kan ytterligere
manipuleringer i den humane donorsekvensen utfgres for a8 oppna en sekvens
som koder for et humanisert antistoff med optimaliserte egenskaper (slik som

affinitet for antigenet).

I et foretrukket eksempel endres tungkjederestene 31-35, 50-58 og 95-102 og
restene 6, 23, 24, og 49 i den humane akseptorsekvensen for 8 korrespondere

med de respektive restene av musesekvensen (Adair, U.S. 5,859,205).

Videre kan de endrede variable domenesekvensene for humant akseptorantistoff
ogsa veere tilveiebrakt for & kode for én eller flere aminosyrer (i henhold til
Kabat-nummereringssystemet) for posisjon 4, 35, 38, 43, 44, 46, 58, 62, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 73, 85, 98 for den lette variable regionen og 2, 4, 36, 39, 43,
45, 69, 70, 74, 75, 76, 78, 92 for den tunge variable regionen som samsvarer

med musedonorsekvensen (Carter og Presta, U.S. 6,407,213)

Humaniseringen av et muse-L1-antistoff er beskrevet i eksempel 2.

Det er beskrevet at sekvensene til CDR-ene kan endres, fortrinnsvis ved

utvekslinger som fgrer til en konservativ aminosyreutveksling.

Generelt kan manipuleringer fgre til endringer i bdde FR- og CDR-regionene og
inkludere utvekslinger, delesjoner og innsetting av rester. Endringene kan
induseres av tilfeldig eller rettet mutagenese. Et antistoffagdisplaysystem, som
beskrevet tidligere, kan benyttes til seleksjon av mutanter med gnskede og/eller

forbedrede egenskaper.

Beskrevet er et humant antistoff som kan gjenkjenne den samme epitopen som
antistoffet 9.3. Fremgangsmater for generering av humane antistoffer er kjent i
teknikken. Disse fremgangsmatene anvender for eksempel mus der de endogene
immunglobulingenene er delvis eller fullstendig inaktivert og humane
immunglobulinloci ble introdusert. Ved immunisering med en immunogen epitop
kan disse musene produsere humane antistoffer (U.S. 5,545,807; 5,545,806;
5,569,825; 5,589,369, 5,591,669; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016)
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I en ytterligere foretrukket utfgrelsesform omfatter det humaniserte antistoffet
ifglge oppfinnelsen sekvensen L1_9.3hu eller L1_9.3hu3 som vist i figur 8a) og
b).

Beskrevet er et bindingsmolekyl omfattende

a) minst en av de fglgende sekvensene RASQDISNYLN, YTSRLHS, QQGNTLPWT,
RYWML, EINPRNDRTNYNEKFKT eller GGGYAMDY eller

b) minst en sekvens som, sammenlignet med sekvensene gitt i a), har minst en

konservativ aminosyreutveksling.

Som forklart ovenfor viser disse sekvensene CDR-ene til antistoffet 9.3 (se

eksempel 2).

Beskrevet er et bindingsmolekyl omfattende

a) minst en av de fglgende sekvensene QDISNY, YTS, QQGNTLPWT, GYTFTRYW,
INPRNDRT eller ALGGGYAMDY eller

b) minst en sekvens som, sammenlignet med sekvensene gitt i

a), har minst en konservativ aminosyreutveksling.

Som forklart ovenfor viser disse sekvensene igjen CDR-ene til det monoklonale

antistoffet 9.3, bestemt ved en annen fremgangsmate kjent i teknikken.

Slikt bindingsmolekyl er et molekyl som kan binde L1. Fortrinnsvis er
bindingsmolekylet et immunglobulinomfattende molekyl, dvs. omfatter minst ett

Ig-domene.

Det er beskrevet at bindingsmolekylet ifglge oppfinnelsen er valgt fra gruppen
bestdende av enkeltkjedeantistoffer (f.eks. scFv, multimerer av scFv-lignende
diastoffer, triastoffer eller tetrastoffer, antistoffragmenter (f.eks. Fab), tandaber,

fleksistoffer, bispesifikke antistoffer og kimaere antistoffer.

Strukturen til et antistoff og seerlig funksjonen til dets CDR-er er kjent i
teknikken (Carter PJ]. Potent antibody therapeutics by design. Nature Rev.
Immunol. 6:343-357,2006).
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scFv og multimerer derav, tandaber, diastoffer og fleksistoffer er standard
antistofformater kjent i teknikken, f.eks. fra WO 88/1649, WO 93/11161, WO
99/57150 og EP1293514B1.

I enkeltkjedet Fv (scFv) er de to antigenbindende variable regionene til lett- og
tungkjeden (VH Fv og VL Fv) til et antistoff kunstig forbundet ved hjelp av et
linkerpeptid, utpekt som et enkeltkjedet variabelt fragment eller
enkeltkjedeantistoff (Bird, et al. (1988) Science 242:423-426; Orlandi, et al
(1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:3833-3837; Clarkson et al., Nature 352: 624-
628 (1991)). Antigenbindingsstedet er dannet av de variable domenene til lett-
og tungkjeder for et monoklonalt antistoff. Flere undersgkelser har vist at Fv-
fragmentet faktisk har den fulle intrinsiske antigenbindingsaffiniteten til ett

bindingssted pa hele antistoffet.

Innenfor rammen av denne oppfinnelsens er diastoffer scFv med to
bindingsspesifisiteter og kan enten vare monospesifikke og bivalente eller

bispesifikke og bivalente.

Tandaber og fleksistoffer er ytterligere antistofformater som f.eks. er definert i
henholdsvis US2007031436 og EP1293514.

Antistoffragmenter som inneholder idiotypene av proteinet, kan genereres ved
hjelp av teknikker kjent i teknikken. For eksempel kan slike fragmenter
inkludere, men er ikke begrenset til, F(ab')2-fragmentet som kan fremstilles ved
pepsinfordgying av antistoffmolekylet; Fab'-fragmentet som kan genereres ved a
redusere disulfidbroene til F(ab')2-fragmentet; Fab-fragmentet som kan
genereres ved & behandle antistoffmolekylet med papain og et

reduksjonsmiddel; og Fv-fragmenter.

Et kimeert antistoff er et molekyl der forskjellige partier er avledet fra forskjellige
dyrearter, slik som de som har en variabel region avledet fra en murin mAb og
en human immunglobulinkonstant region. (Se f.eks. Cabilly et al., US-patent nr.
4,816,567; and Boss et al., US-patent nr. 4,816,397).

Bifunksjonelle, eller bispespesifikke, antistoffer har antigenbindingssteder med

ulike spesifisiteter. Ulike former for bispesifikke antistoffer er fremstilt. Disse
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inkluderer BSIgG, som er IgG-molekyler som omfatter to distinkte tungkjeder og
to distinkte lettkjeder som er utskilt av sakalte "hybridhybridomer", og
heteroantistoffkonjugater fremstilt ved den kjemiske konjugeringen av
antistoffer eller antistoffragmenter med ulike spesifisiteter (Segal DM, Weiner
GJ, Weiner LM. Bispecific antibodies in cancer therapy. Current Opin. Immunol.
11:558-562, 1999, Van Spriel AB, Van Ojik HH, Van de Winkel JGJ.
Immunotherapeutic perspective for bispecific antibodies. Immunology Today
21:391-397, 2000).

Bispesifikke antistoffer er generert for & levere celler, cytotoksiner eller
legemidler til spesifikke steder. En viktig anvendelse har vart a8 levere
cytotoksiske vertsceller, slik som naturlige dreper- eller cytotoksiske T-celler, til
spesifikke cellemal. ( P. J. Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79: 315 (1990)). En
annen viktig anvendelse har veert @ levere cytotoksiske proteiner til spesifikke
cellemal. (V. Raso, T. Griffin, Cancer Res. 41:2073 (1981); S. Honda, Y.
Ichimori, S. Iwasa, Cytotechnology 4:59 (1990)). En annen viktig anvendelse
har veert @ levere anti-cancer ikke-protein legemidler til spesifikke cellemal (J.
Corvalan, W. Smith, V. Gore, Intl. J. Cancer Suppl. 2:22 (1988); M. Pimm et al.,
British J. of Cancer 61:508 (1990)). Slike bispesifikke antistoffer er fremstilt ved
kjemisk kryssbinding (M. Brennan et al., Science 229:81 (1985)),
disulfidutveksling, eller produksjon av hybrid-hybridomer (kvadromer).
Kvadromer konstrueres ved a fusjonere hybridomer som utskiller to ulike typer
antistoffer mot to ulike antigener (Kurokawa, T. et al., Biotechnology 7.1163
(1989)).

I en foretrukket utfgrelsesform av oppfinnelsen bindes antistoffet ifglge
oppfinnelsen til et aktivt stoff, fortrinnsvis et toksin, en nanopartikkel, et cytokin,
eller en radionuklid. Slike antistoffkonjugater er kjent i teknikken (Wu AM,
Senter PD. Arming antibodies: prospects and challenges for immunoconjugates.
Nature Biotechnol. 23:1137-1146, 2005, Pastan I, Hassan R, FitzGerald DJ,
Kreitman RJ. Immunotoxin treatment of cancer. Annu. Rev. Med. 58:221-237,
2007, WO 90/12592, WO 2007/030642, WO 2004/067038, WO 2004/003183,
US 2005/0074426, WO 94/04189).

Antistoffet ifslge oppfinnelsen binder L1 med en affinitet (KD) p& minst 107°
eller 1072,
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Fortrinnsvis binder antistoffet ifglge oppfinnelsen ikke signifikant til andre
medlemmer av L1-proteinfamilen som for eksempel CHL1 (naer homolog med L1,
aksesjonsnummer NM_006614), NrCAM (Nevronalt celleadhesjonsprotein,
aksesjonsnummer NM_001037132 eller NM_005010) og/eller NFASC
(Neurofascin, aksesjonsnummer NM_015090). Fortrinnsvis binder antistoffet de
andre medlemmene av Ll-familien med en minst 100 ganger lavere affinitet,
mer foretrukket minst 1000 ganger lavere affinitet sammenlignet med affiniteten
for L1. Antistoffets affinitet for de ulike proteinene bestemmes for eksempel ved
& male bindingsaffiniteten til rekombinante proteiner som beskrevet i eksempel
6. Antistoffets binding til de ulike L1-familiemedlemmene i L1-familien kan ogsa
bestemmes ved a uttrykke proteinene pd@ CHO-celler og male antistoffbindingen

ved hjelp av FACS-analyse som beskrevet i eksempel 1.2 og eksempel 7.

Det er ett aspekt ved oppfinnelsen at antistoffet ikke signifikant gker frigivelsen
av cytokiner, f.eks. tumornekrosefaktor-alfa eller interferongamma. Fortrinnsvis
gkes ikke frigivelsen med mer en 30 %, mer foretrukket ikke mer enn 20 % og
mest foretrukket ikke mer enn 10 %. Frigivelsen av cytokiner kan testes som
beskrevet i eksempel 8. Alternativt kan konsentrasjonen av cytokiner
bestemmes i et dyrs blod fgr og etter administreringen av antistoffet.
Cytokinkonsentrasjonen kan bestemmes ved hjelp av en ELISA-assay eller andre

fremgangsmater kjent i teknikken.

I en annen foretrukket utfgrelsesform induserer ikke antistoffet signifikant T-
celleproliferasjon eller hemmer T-celleproliferasjon. Et antistoffs effekt pa T-

celleproliferasjon kan bestemmmes som beskrevet i eksempel 9.

Beskrevet er et bindingsmolekyl som kan binde til den samme L1-epitopen som
gjenkjennes av det monoklonale antistoffet 9.3, fremstilt ved hybridomcellen
deponert under DSMZ ACC2841. Med hensyn til dette bindingsmolekylet som er
beskrevet, gjelder de samme utfgrelsesformene som er definert med hensyn til
strukturen til bindingsmolekylet som er beskrevet ovenfor, ogsa dette

bindingsmolekylet.

Bindingen av antistoffet til epitopen gkes eller reduseres fortrinnsvis ikke
signifikant av glykosyleringstilstanden til L1-proteinet. Glykosyleringstilstandens

innvirkning pa antistoffbindingen kan bestemmes som beskrevet i eksempel 10.
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Videre vedrgrer oppfinnelsen en hybridomcelle som fremstiller det monoklonale

antistoffet ifglge oppfinnelsen.

Videre vedrgrer oppfinnelsen hybridomcellen deponert under DSMZ ACC2841.

Som forklart ovenfor og som beskrevet i eksempeldelen er det monoklonale
antistoffet ifglge oppfinnelsen spesielt egnet for behandling av tumorigene

sykdommer.

Derfor, i et annet aspekt, vedrgrer oppfinnelsen antistoffet ifglge oppfinnelsen

for anvendelse i en fremgangsmate for behandling av en tumorigen sykdom.

Videre vedrgrer oppfinnelsen ogsa antistoffet ifglge oppfinnelsen for anvendelse i
en fremgangsmate for behandling av en tumorigen sykdom, hvori antistoffet
ifslge oppfinnelsen administreres til et individ i en effektiv mengde for 3
behandle sykdommen. Med hensyn til anvendelsen av oppfinnelsen gjelder ogsa

alle utfgrelsesformer som definert nedenfor for anvendelsen av oppfinnelsen.

Som nevnt ovenfor har det i teknikken vaert foreslatt @ bruke anti-L1-antistoffer
for @ sensibilisere tumorceller for behandling med et kjemoterapeutisk
legemiddel eller med straleterapi (se Sebens Mierkoster et al., Oncogene. 2007
Apr 26;26(19):2759-68, Epub 2006 Nov 6). Fglgelig, i et annet aspekt, vedrgrer
den foreliggende oppfinnelsen antistoffet ifglge oppfinnelsen for anvendelse i en
fremgangsmate for a sensibilisere tumorceller hos en pasient for behandling med

et kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi.

Dette aspektet ved den foreliggende oppfinnelsen er spesielt nyttig i tilfeller der

tumorcellene er minst delvis resistente mot kjemoterapi eller mot straleterapi.

Derfor, i en foretrukket utfgrelsesform av oppfinnelsen, er cellene som skal
sensibiliseres, minst delvis resistente mot behandling med det

kjemoterapeutiske legemiddelet eller mot straleterapi.

Innenfor rammen av den foreliggende oppfinnelsen skal betegnelsen
"sensibilisere" forstas som at etter behandling med anti-L1-antistoffet ifglge
oppfinnelsen, er tumorcellene mer mottakelige for behandling med et

kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi enn fgr behandlingen. Dette
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kan f.eks. testes ved & isolere tumorceller fra pasienten og teste in vitro om
behandlingen med antistoffet eller bindingsmolekylet ifglge oppfinnelsen
resulterer i en sensibilisering av cellene. Denne testen kan utfgres som
beskrevet i referanse (Sebens Mierkoster et al., Oncogene. 2007 Apr
26;26(19):2759-68, Epub 2006 Nov 6).

I en foretrukket utfgrelsesform var cellene, fgr administreringen av anti-L1-
antistoffet ifglge oppfinnelsen, ikke mottakelige for behandlingen eller bare
mottakelige i en grad der behandlingen med et kjemoterapeutisk legemiddel

eller med straleterapi ikke ville resultere i den gnskede terapeutiske effekten.

Fortrinnsvis, med hjelp av anti-L1-antistoffet ifglge oppfinnelsen, @kes
mottakeligheten med minst 20 %, mer foretrukket med minst 40 % og enda mer
foretrukket med minst 100 %.

En oversikt over kjemoterapeutiske legemidler og straleterapi gis f.eks. i
Remmington's Pharmaceutical Sciences, 5. utg., kapittel 33, seerlig side 624 til
652.

Hvilke som helst av tallrike kjemoterapeutiske legemidler kan brukes i
oppfinnelsens anvendelser. Disse forbindelsene faller innenfor flere ulike
kategorier, inkludert for eksempel alkylerende midler, antineoplastiske

antibiotika, antimetabolitter og naturlig kilde-derivater.

Eksempler pa alkylerende midler som kan brukes i oppfinnelsen, inkluderer
busulfan, karoplatin, karmustin, klorambucil, cisplatin, syklofosfamid (dvs.
cytoxan), dakarbazin, ifosfamid, lomustin, mekolaretamin, maelfalan,

prokarbazin, streptozocin og tiotepa.

Eksempler pd antineoplastiske antibiotika inkluderer bleomycin, daktinomycin,
daunorubicin, doksorubicin, idarubicin, mitomycin (f.eks. mitomycin C),

mitoksantron, pentostatin og plikamycin.

Eksempler pa antimetabolitter inkluderer fluordeoksyuridin, kladribin, cytarabin,
floksuridin, fludarabin, flururacil (f.eks. 5-fluoruracil (5FU)), gemcitabin,

hydroksyurea, merkaptopurin, metotreksat og tioguanin.
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Eksmpler pa naturlig kilde-derivater inkluderer docetaksel, etoposid, irinotekan,
taksaner (f.eks. paklitaksel), teniposid, topotekan, vinblastin, vinkristin,

vinorelbin, prednison og tamoksifen.

Ytterligere eksempler pa kjemoterapeutiske midler som kan brukes i

oppfinnelsen, inkluderer asparaginase og mitotan.

Videre kan ogsad C2-ceramid brukes.

I en spesielt foretrukket utfgrelsesform er det kjemoterapeutiske legemiddelet
valgt fra gruppen som bestar av aktinomycin-D, mitomycin C, cisplatin,
doksorubicin, etoposid, verapamil, podofyllotoksin, 5-FU, taksaner slik som

paklitaksel, og karboplatin.

Ifglge oppfinnelsen vedrgrer betegnelsen "straleterapi" hver stralingsterapi som
vanligvis brukes for & behandle tumorceller. I en foretrukket utfgrelsesform
inkluderer denne terapien y-straler, rgntgenstraler, mikrobglger, UV-straling og
den direkte leveringen av radioisotoper til eller ved siden av tumorceller
(brakyterapi).

Som nevnt ovenfor er formalet med dette aspektet ved oppfinnelsen 3
sensibilisere tumorcellene for behandling med et kjemoterapeutisk legemiddel
eller med strdleterapi. Folgelig, i en foretrukket utfgrelsesform, etter
sensibiliseringen med anti-L1-antistoffet ifglge oppfinnelsen, behandles
pasienten videre med det kjemoterapeutiske Ilegemiddelet eller med

straleterapien.

Innenfor rammen av den foreliggende oppfinnelsen er det tatt sikte pa 3
sensibilisere tumorceller av enhver type eller 8 behandle enhver tumorigen
sykdom. Tumorcellene eller den tumorigene sykdommen er fortrinnsvis av en
type valgt fra gruppen som bestar av astrocytom, oligodendrogliom, meningiom,
nevrofibrom, glioblastom, ependymom, schwannom, nevrofibrosarkom,
medulloblastom, melanom, bukspyttkjertelkreft, prostatakarsinom, hode- og
nakkekreft, brystkreft, lungekreft, eggstokkreft, endometriekreft, nyrekreft,
nevroblastomer, plateepitelcellekarsinomer, medulloblastomer, hepatom,

tykktarmskreft og mesoteliom- og epidermiskarsinom.
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Videre er det foretrukket at tumorcellene er fra en epitelial tumor eller den
tumorigene sykdommen er en epitelial tumor, fortrinnsvis hvori den epiteliale
tumoren er  bykspyttkjertelkreft, tykktarmskreft, eggstokkreft eller
endometriekreft.

I en foretrukket utfgrelsesform induserer ikke antistoffet nevronale bivirkninger

nar det administreres i en terapeutisk effektiv mengde.

Som drgftet ovenfor brukes anti-L1-antistoffet til fremstilling av en farmasgytisk

sammensetning.

Generelt omfatter de farmasgytiske sammensetningene ifglge den foreliggende
oppfinnelsen en terapeutisk effektiv mengde av et terapeutikum, og en
farmasgytisk akseptabel baerer. I en spesifikk utfgrelsesform betyr betegnelsen
"farmasgytisk  akseptabel" godkjent av en fgderal eller  statlig
reguleringsmyndighet eller oppfert i Den amerikanske farmakopé eller en annen
generelt anerkjent farmakopé for anvendelse hos dyr, og naermere bestemt hos
mennesker. Betegnelsen "baerer" henviser til et fortynningsmiddel, en adjuvans,
et hjelpestoff, eller en vehikkel som terapeutikumet administreres med. Slike
farmasgytiske baerere kan vaere sterile vaesker, slik som vann og oljer, inkludert
de av petroleum-, dyre-, vegetabilsk eller syntetisk opprinnelse, inkludert, men
ikke begrenset til, peangttolje, soyabgnneolje, mineralolje, sesamolje og
lignende. Vann er en foretrukket baerer ndr den farmasgytiske sammensetningen
administreres oralt. Saltlgsning og vandig dekstrose er foretrukne baerere nar
den farmasgytiske sammensetningen administreres intravengst. Saltlgsninger og
vandig dekstrose og glyserollgsninger benyttes fortrinnsvis som flytende baerere
for injiserbare lIgsninger. Egnede farmasgytiske eksipienter inkluderer stivelse,
glukose, laktose, sukrose, gelatin, malt, ris, mel, kritt, silikagel, natriumstearat,
glyserolmonostearat, talkum, natriumklorid, skummet tgrrmelk, glyserol,
propylen, glykol, vann, etanol og lignende. Sammensetningen kan om @gnskelig
ogsa inneholde mindre mengder fuktmiddel eller emulgeringsmiddel eller pH-
buffermiddel. Disse sammensetningene kan ta form av Igsninger, suspensjoner,
emulsjoner, tabletter, piller, kapsler, pulvere, formuleringer for vedvarende
frisetting, og lignende. Sammensetningen kan vare formulert som en stikkpille,
med tradisjonelle bindemidler og baerere slik som triglycerider. Oral formulering
kan inkludere standard beerere som farmasgytiske kvaliteter av mannitol,

laktose, stivelse, magnesiumstearat, natriumsakkarin, cellulose,
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magnesiumkarbonat osv. Eksempler pa egnede farmasgytiske baerere er
beskrevet i "Remington's Pharmaceutical Sciences" av E.W. Martin. Slike
sammensetninger vil inneholde en terapeutisk effektiv. mengde av
terapeutikumet, fortrinnsvis i renset form, sammen med en egnet mengde beerer
for & tilveiebringe formen for riktig administrering til pasienten. Formuleringen

skal passe administreringsformen.

I en foretrukket utfgrelsesform er sammensetningen formulert, i henhold til
rutineprosedyrer, som en farmasgytisk sammensetning tilpasset for intravengs
administrering til mennesker. Sammensetninger for intravengs administrering er
typisk lgsninger i steril isoton vandig buffer. Der det er ngdvendig, kan
sammensetningen ogsa inkludere et solubiliseringsmiddel og et lokalbedgvende
middel slik som lidokain for & lindre smerte pa injeksjonsstedet. Ingrediensene
leveres generelt enten separat eller blandet sammen i enhetsdoseringsform, for
eksempel som et frysetgrket tgrrpulver eller vannfritt konsentrat i en hermetisk
forseglet beholder slik som en ampulle eller dosepose som indikerer mengden av
aktivt middel. Der sammensetningen skal administreres ved infusjon, kan den
dispenseres med en infusjonsflaske som inneholder sterilt vann eller saltlgsning
av farmasgytisk kvalitet. Der ssammensetningen administreres ved injeksjon, kan
en ampulle med sterilt vann eller saltlgsning for injeksjon tilveiebringes slik at

ingrediensene kan blandes fgr administrering.

Terapeutikaene ifglge oppfinnelsen kan formuleres som ngytrale eller salte
former. Farmasgytisk akseptable salter inkluderer de som er dannet med frie
karboksylgrupper slik som de som er avledet fra hydroklor-, fosfor-, eddik-,
oksal-, vinsyrer osv., de som er dannet med frie amingrupper, slik som de som
er avledet fra isopropylamin, trietylamin, 2-etylaminoetanol, histidin, prokain
osv., og de som er avledet fra natrium-, kalium-, ammonium-, kalsium- og

jernhydroksider, osv.

Mengden av terapeutikumet ifglge oppfinnelsen, som vil veere effektivt i
behandlingen av en bestemt lidelse eller tilstand, vil avhenge av lidelsens eller
tilstandens natur, og kan bestemmes ved standard kliniske teknikker. In vitro-
assayer kan i tillegg eventuelt benyttes for & bidra til @ identifisere optimale
doseringsomrader. Den ngyaktige dosen som skal benyttes i formuleringen, vil
ogsa avhenge av administreringsveien og sykdommens eller lidelsens

alvorlighetsgrad, og bgr avgjgres etter legens skjgnn og hver pasients
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omstendigheter. Egnede doseringsomrader for intravengs administrering er
imidlertid generelt ca. 20-500 mikrogram med aktiv forbindelse per kilogram
kroppsvekt. Egnede doseringsomrader for intranasal administrering er generelt
ca. 0,01 pg/kg kroppsvekt til 1 mg/kg kroppsvekt. Effektive doser kan
ekstrapoleres fra doseresponskurver avledet fra in  vitro- eller
dyremodelltestsystemer. Stikkpiller kan generelt inneholde aktiv ingrediens i
omradet fra 0,5 % til 10 vekt-%; orale formuleringer inneholder foretrukket
10 % til 95 % aktiv ingrediens.

Ulike leveringssystemer er kjent og kan brukes til & administrere et
terapeutikum ifglge oppfinnelsen, f.eks. innkapsling i liposomer, mikropartikler
og mikrokapsler: bruk av rekombinante celler som kan uttrykke terapeutikumet,
bruk av reseptormediert endocytose (f.eks. Wu and Wu, 1987, J. Biol. Chem.
262:4429-4432); konstruksjon av en terapeutisk nukleinsyre som en del av en
retroviral eller annen vektor, osv. Fremgangsmater for introduksjon inkluderer,
men er ikke begrenset til, intradermale, intramuskulzere, intraperitoneale,
intravengse, subkutane, intranasale, epidurale og orale veier. Forbindelsene kan
ogsa administreres ved hvilken som helst praktisk vei, f.eks. ved infusjon, ved
bolusinjeksjon, ved absorpsjon gjennom epiteliale eller mukokutane hinner
(f.eks. orale, rektale og intestinale slimhinner, osv.), og kan administreres
sammen med andre biologisk aktive midler. Administreringen kan vaere
systemisk eller lokal. I tillegg kan det veere gnskelig & introdusere de
farmasgytiske sammensetningene ifglge oppfinnelsen i sentralnervesystemet ved
enhver egnet vei, inkludert intraventrikulzer og intratekal injeksjon;
intraventrikulzer injeksjon kan forenkles ved for eksempel et intraventrikulaert
kateter, festet til et reservoar, slik som et Ommaya-reservoar. Pulmonal
administrering kan ogsa benyttes, f.eks. ved anvendelse av en inhalator eller

nebulisator, og formulering med et aerosoliseringsmiddel.

I en spesifikk utfgrelsesform kan det veere gnskelig & administrere de
farmasgytiske sammensetningene ifglge oppfinnelsen lokalt til omradet som
trenger behandling. Dette kan for eksempel uten begrensning oppnas ved lokal
infusjon under Kkirurgi, topisk applisering, f.eks. i kombinasjon med en
sarbandasje etter kirurgi, ved injeksjon, ved hjelp av et kateter, ved hjelp av en
stikkpille, eller ved hjelp av et implantat der implantatet er av et porgst, ikke-
porgst eller gelatingst materiale, inkludert membraner slik som silastiske

membraner eller fibre. I en utfgrelsesform kan administrering vaere ved direkte
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injeksjon pa stedet (eller det tidligere stedet) for en ondartet tumor eller

neoplastisk eller preneoplastisk vev.

I en annen utfgrelsesform kan terapeutikumet leveres i en vesikkel, saerlig et
liposom (Langer, 1990, Science 249:1527-1533), naermere bestemt et kationisk
liposom (WO 98/40052).

I enda en annen utfgrelsesform kan terapeutikumet leveres via et system for
kontrollert frisetting. I en utfgrelsesform kan en pumpe brukes (Langer, supra). I
enda en annen utfgrelsesform kan systemet for kontrollert frisetting plasseres i
naerheten av det terapeutiske malet, hvilket sdledes bare krever en fraksjon av

den systemiske dosen.

Ogsd beskrevet er en fremgangsmate for & sensibilisere tumorceller hos en
pasient for behandling med et kjemoterapeutisk Ilegemiddel eller med
straleterapi, omfattende & administrere til pasienten en effektiv mengde av et
anti-L1-antistoff eller bindingsmolekyl ifglge oppfinnelsen. Alle utfgrelsesformene

beskrevet ovenfor gjelder ogsa for denne fremgangsmaten.

Gjennom hele oppfinnelsen betyr betegnelsen "effektiv mengde" at et gitt
molekyl eller en gitt forbindelse administreres i en mengde som er tilstrekkelig
for @ oppna en gnsket terapeutisk effekt. Gjennom hele oppfinnelsen, i tilfelle to
forbindelser administreres i en terapeutisk effektiv mengde, inkluderer dette at
ett eller hver av forbindelsene administreres i en subterapeutisk mengde, dvs. at
mengden av hver forbindelse alene ikke er tilstrekkelig til & tilveiebringe en
terapeutisk effekt, men at kombinasjonen av forbindelsene resulterer i den
gnskede terapeutiske effekten. Det er imidlertid ogsa inkludert i den foreliggende
oppfinnelsen at hver av forbindelsene alene administreres i en terapeutisk

effektiv mengde.

Ogsd beskrevet er bruken av anti-L1-antistoffet eller bindingsmolekylet ifglge
oppfinnelsen for fremstilling av et medikament for behandling av tumorceller hos
en pasient som tidligere er behandlet med et kjemoterapeutisk legemiddel eller

med straleterapi.

Som nevnt ovenfor er behandling av tumorceller med anti-L1-antistoffer allerede
beskrevet i WO 02/04952 og WO 06/013051.
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Innenfor rammen av den foreliggende oppfinnelsen kan betegnelsen "tidligere
behandlet" inkludere pasienter som allerede er behandlet med et
kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi under forlgpet av et separat

regime som har foregatt f.eks. innenfor de siste seks eller dtte manedene.

Under forlgpet av tumorbehandling med kjemoterapeutiske legemidler eller
straleterapi er det i de fleste tilfeller observert at etter en fgrste respons hos
tumoren pa slik terapi (tumormassereduksjon eller stabilisering av sykdommen),
begynner tumorene & utvikle seg igjen. Slik progresjon begynner vanligvis uker
eller maneder etter slik terapi. Disse tumorene er da typisk resistente overfor
ytterligere behandling med det tidligere appliserte kjemoterapeutiske
legemiddelet, og andre behandlingsmater er gnsket. Som beskrevet ovenfor er
det funnet at slike resistente tumorer uttrykker L1 og derfor blir et mal for anti-
L1-antistoffer.

Derfor, ifglge denne utfgrelsesformen av oppfinnelsen, betyr betegnelsen
"tidligere behandlet" fortrinnsvis at pasienten tidligere mottok slik behandling,
slik behandling viste en initiell effekt og — pa tidspunktet for terapi med anti-L1-

antistoffet eller bindingsmolekylet utvikler tumoren seg igjen.

Videre kan betegnelsen "tidligere behandlet" ogsa ses i en kontekst der L1 anti-
L1-antistoffet eller bindingsmolekylet og det kjemoterapeutiske legemiddelet
eller strdleterapien brukes innenfor det samme regimet, hvilket betyr at
behandlingene gis innenfor én behandlingsplan. I denne konteksten betyr "i én
behandlingsplan" at behandlingen appliseres samtidig, én etter én eller
intermitterende, men - i motsetning til ovenfor - tidsintervallene mellom de
enkelte behandlingene er korte (innenfor én uke eller innenfor 2-4 dager) og,
hvis det ses en behandlingssuksess, venter man ikke pa tumorprogresjon fgr den

neste behandlingen appliseres.

I denne konteksten inkluderer oppfinnelsen fortrinnsvis tilfellet der en pasient
behandles med et kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi og
deretter, fortrinnsvis innenfor en uke eller mindre, og mer foretrukket innenfor
2-4 dager, startes en behandling med anti-L1-antistoffet ifglge oppfinnelsen. I
en ytterligere foretrukket utfgrelsesform foretas det flere sykluser med

kjemoterapi eller straleterapi pa én side og behandling med anti-L1-antistoffet,
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med intervaller pa fortrinnsvis én uke eller mindre, og mer foretrukket innen 2-4

dager.

I en foretrukket utfgrelsesform er pasienten minst delvis resistent mot
behandling med det kjemoterapeutiske legemiddelet eller med straleterapi, en
effekt som ofte observeres under forlgpet av de nevnte behandlingstypene (se

ovenfor).

I et ytterligere aspekt vedrgrer oppfinnelsen et anti-L1-antistoff ifglge
oppfinnelsen for anvendelse i behandling av tumorceller hos en pasient som er
minst delvis resistent mot behandling med et gitt kjemoterapeutisk legemiddel

eller med straleterapi.

Innenfor rammen av den foreliggende oppfinnelsen betyr betegnelsen "resistent
mot behandling" at den respektive tumorcellen ikke reagerer pa behandlingen
med et kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi p@ en fullstendig
mate. I stedet, med hensyn til denne tumorcellen, er behandling med det
kjemoterapeutiske legemiddelet eller straleterapi noksa ineffektivt eller viser
ingen effekt.

I et ytterligere aspekt ved oppfinnelsen vedrgrer oppfinnelsen et anti-L1-antistoff
ifglge oppfinnelsen for anvendelse i behandling av en tumorigen sykdom, hvori
anti-L1-antistoffet administreres i kombinasjon med et kjemoterapeutisk
legemiddel eller med straleterapi, fortrinnsvis hvori det kjemoterapeutiske
legemiddelet eller straleterapien administreres fgr anti-L1-antistoffet ifglge

oppfinnelsen.

Ifglge oppfinnelsen inkluderer betegnelsen "behandling av tumorigene
sykdommer" bade dreping av tumorceller, reduksjon av proliferasjon av
tumorceller (f.eks. med minst 30 %, minst 50 % eller minst 90 %) samt
fullstendig hemming av proliferasjonen av tumorceller. Videre inkluderer denne
betegnelsen forebygging av en tumorigen sykdom, f.eks. ved & drepe celler som
kan eller en tilbgyelig til & bli en tumorcelle i fremtiden, samt dannelsen av
metastaser.

Ifglge oppfinnelsen inkluderer betegnelsen "i kombinasjon med" enhver

kombinert administrering av anti-L1-antistoffet og det kjemoterapeutiske
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legemiddelet eller strleterapien. Dette kan inkludere den simultane
appliseringen av legemidlene eller straleterapien eller, foretrukket, en separat
administrering. I tilfelle det tas sikte pd@ en separat administrering, kan det
fortrinnsvis sikres at en signifikant tidsperiode ikke vil utlgpe mellom
leveringstidspunktet, slik at anti-L1-antistoffet og det kjemoterapeutiske
legemiddelet eller straleterapien fortsatt vil kunne utgve en fordelaktig
kombinert effekt pa cellen. I slike tilfeller er det foretrukket at cellen bringes i
kontakt med begge midlene i Igpet av ca. én uke, fortrinnsvis ca. 4 dager, mer

foretrukket i Igpet av ca. 12-36 timer etter hverandre.

Begrunnelsen bak dette aspektet ved oppfinnelsen er at administreringen av
kjemoterapeutiske legemidler eller behandlingen med straleterapi fgrer til en
gkning av Ll-uttrykking pa tumorcellenes overflate, hvilket i sin tur gjer

tumorcellene til et bedre mal for anti-L1-antistoffet.

Derfor innbefatter dette aspektet ved oppfinnelsen ogsa behandlingsregimer der
anti-L1-antistoffet administreres i kombinasjon med det kjemoterapeutiske
legemiddelet eller straleterapien i ulike behandlingssykluser hvori hver syklus
kan veere atskilt med en tidsperiode uten behandling som kan vare f.eks. i to
uker, og hvori hver syklus kan involvere den gjentatte administreringen av anti-
L1i-antistoffet og/eller det kjemoterapeutiske legemiddelet eller straleterapien.
En slik behandlingssyklus kan for eksempel innbefatte behandling med et
kjemoterapeutisk legemiddel eller med strdleterapi, etterfulgt av f.eks.

applisering to ganger av anti-L1-antistoffet i Igpet av 2 dager.

Gjennom hele oppfinnelsen vil fagmannen forsta at den individuelle terapien som
skal appliseres, vil avhenge av f.eks. pasientens fysiske tilstand eller av

sykdommens alvorlighetsgrad og vil derfor matte justeres fra tilfelle til tilfelle.

Spesielt under forlgpet av slike gjentatte behandlingssykluser, er det ogsa tatt
sikte pad innenfor den foreliggende oppfinnelsen at anti-L1-antistoffet

administreres fgr det kjemoterapeutiske legemiddelet eller strleterapien.

Ogsa beskrevet er en fremgangsmate for @ behandle tumorceller hos en pasient
som tidligere er behandlet med et kjemoterapeutisk legemiddel eller med
straleterapi, omfattende & administrere til pasienten en terapeutisk effektiv

mengde av anti-L1-antistoffet ifslge oppfinnelsen. Videre er det ogsa beskrevet
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en fremgangsmate for 8 behandle tumorceller hos en pasient som er minst delvis
resistent mot behandling med et gitt kjemoterapeutisk legemiddel eller med
straleterapi, omfattende & administrere til pasienten en terapeutisk effektiv
mengde av anti-L1-antistoffet ifglge oppfinnelsen. Videre er det beskrevet en
fremgangsmate for & behandle tumorceller hos en pasient, omfattende a
administrere til pasienten en terapeutisk effektiv mengde av anti-L1-antistoffet
ifglge oppfinnelsen i kombinasjon med et kjemoterapeutisk legemiddel eller med
straleterapi. Videre er det beskrevet en fremgangsmate for & behandle
tumorceller hos en pasient, omfattende & administrere til pasienten en

terapeutisk effektiv mengde av anti-L1-antistoffet ifglge oppfinnelsen.

Antistoffet ifglge oppfinnelsen kan ogsa anvendes i en fremgangsmate for en
diagnostisk metode for & bestemme nivaet av L1-proteinet i kroppsvev eller -

vaesker.

Med hensyn til disse fremgangsmatene ifglge oppfinnelsen er det beskrevet at
alle utfgrelsesformer som er beskrevet ovenfor for de andre anvendelsene eller

fremgangsmatene til oppfinnelsen, ogsa gjelder.

Oppfinnelsen vedrgrer ogsa antistoffet ifglge oppfinnelsen for anvendelse i en
fremgangsmate for behandling av en tumorigen sykdom for sensibilisering av
tumorceller hos en pasient for behandling med et kjemoterapeutisk legemiddel

eller med straleterapi.

I en foretrukket utfgrelsesform utviser anvendelsen ytterligere trekkene som

definert for anvendelsene av oppfinnelsen.
Oppfinnelsen vedrgrer ogsd farmasgytiske sammensetninger som omfatter
antistoffet ifglge oppfinnelsen. Med hensyn til den farmasgytiske

sammensetningen gjelder ogsa alle utfgrelsesformer som er beskrevet ovenfor.

Oppfinnelsen belyses ytterligere ved hjelp av fglgende figurer og eksempler.
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Forklaringer til figurer og tabeller

Figur 1

(A) FACS-analyse av CHO-, CHO-L1-, SKOV3ip- og OVMz-celler. Celler ble farget
med angitte mAb-er (10 pg/ml) i 30 min ved 4 °C. Etterfulgt av en andre PE-
konjugert mAb. (B) Westerm blot-analyse. Cellelysater fra CHO wt-, CHO-L1-,
OVMz- og SKOV3ip-celler ble overfgrt p& en PVDF-membran og sa inkubert med
angitt mAb til L1 (1pug/ml), etterfulgt av en POX-konjugert andre mAb.

Figur 2

(A) Effekt av antistoffer pd Erk-fosforylering i SKOV3ip-celler. Celler ble inkubert
i 24 h ved 37 °C med de angitte rensede antistoffene til L1 (10 ug/ml) eller
isotypekontroll IgG1. Celler ble ogsé behandlet med DMSO (vehikkel), eller den
MEK-spesifikke inhibitoren PD59098. Cellelysater ble undersgkt for fosforylering
av Erk.

(B) Effekt av antistoffer pa Erk-fosforylering i SKOV3ip-celler. Fluorescerende
farging av antistoffbehandlede celler med et fosfo-Erk-spesifikt antistoff og en

Alexa488-konjugert andre mADb.

Figur 3

Analyse av matrigel-celleinvasjon. Antistoff (10 pug/ml)-behandlede SKOV3ip-
celler ble utsddd i en 4-brgnnsplate og tillatt & invadere inn i matrigelen i 20 h
(5 % COy; 37 °C).

Figur 4

Differensialgenuttrykking i SKOV3ip-celler. (A) SKOV3ip-celler ble transfektert
med L1-spesifikk eller blandet siRNA, og 72 h senere ble mRNA-er isolert,
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transkribert til cDNA og brukt som mal for qPCR (SYBRgreen-analyse). (B)
SKOV3ip-celler ble behandlet med L1-9.3 mAb (10 ug/ml) eller kontroll-mAB
IgG1 (10 pg/ml), og 96 h senere ble mRNA-er isolert, transkribert til cDNA og
analysert ved gPCR for uttrykkingen av de angitte genene (SYBRgreen-analyse).
(C) Differensialgenuttrykkingen av resterende tumorceller. mRNA-er fra
resterende tumorer ble isolert fra antistoffbehandlede dyr, transkribert til cDNA

og analysert ved gPCR for uttrykkingen de angitte genene.

Figur 5

Tumorvekst hos nakenmus. LacZ-merkede SKOV3ip-celler ble injisert i. p. i
nakenmus og etter tumorimplantasjon ble dyrene behandlet med de angitte L1
mAb-ene eller kontroll-mAb EpCAM (Heal25). Etter 30 dager ble tumorvolumet
bestemt og er gitt som forholdet mellom X-Gal-farget tumormasse og den totale

situs. 6 dyr ble analysert per gruppe.

Figur 6

(A) Western blot-analyse av L1-V5-konstruksjoner. Supernatant av transfektert
Sf9-insektceller ble mottatt fra Ricardo Gouveia og analysert ved Western blot
ved bruk av L1-9.3 mAb og undersgkt pd nytt ved anti-V5 mAb. (B) Western
blot-analyse av L1-FC-konstruksjoner. L1-FC-konstruksjoner ble transfektert til
Cos-7-celler ved bruk av Jet PEI"-transfeksjonsreagens som beskrevet. Etter 3
dager ble supernatanter renset ved bruk av SepharoseA og analysert ved
Western blot ved bruk av L1-9.3 mAb.

Figur 7

Homofil celleadhesjonsassay. (A) Bindingen av ]558-L1-celler ble analysert ved
lysfeltmikroskopi. Ett eksempel pa hver behandling vises her. I den rgde boksen
er belegg med L1-Fc (10 pg/ml) uthevet, og i den svarte boksen vises begge
kontrollene, fibronektin (10 ug/ml) og BSA. (B) Grafen viser gjennomsnitt £ SD

av bundne celler etter den angitte antistoff- eller kontrollbehandlingen.
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Figur 8

Antistoff lettkjede- og tungkjede-DNA-sekvensene brukt til 8 konstruere de

humaniserte antistoffene er tilveiebrakt i henholdsvis figur 8a og 8b.

Figur 9

Aminosyresekvenser av det murine L1_9.3 scFv (a) og de humaniserte L1_9.3Hu
(b) og L1_9.3Hu3 scFv-ene (c).

Figur 10

DNA- og aminosyresekvenser av de uttrykte partiene av L1_9.3 (a), L1-9.3Hu
(b) og L1_9.3Hu3 scFv- (c) konstruksjoner.

Figur 11

Binding av L1_9.3 L1-9.3Hu og L1_9.3Hu3 scFv-ene til det humane L1-
cancerantigenet. Rad A, B og C er belagt med L1, og rad D, E og F er belagt med
streptavidin. Den bla fargen i brgnnene indikerer binding av det individuelle scFv
til L1 pa platen. Mangelen pa farge i de streptavidinbelagte radene viser at

enkeltkjedeantistoffene spesifikt binder til L1

Figur 12

Genomiske sekvenser av de variable domenene til det monoklonale antistoffet
9.3

a) Sekvens av variabel kappakjederegion (prikkede linjer: CDR1, stiplede linjer:
CDR2, understreket: CDR3)

b) Sekvens av variabel tungkjederegion (prikkede linjer: CDR1, stiplede linjer:
CDR2, understreket: CDR3)
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Figur 13

A) Humane PBMC- og L1-positive OVMZ-tumorceller ble inkubert med L1-9.3
mAb i 24 h og mengden bundet antistoff ble bestemt ved FACS-analyse.

B) Dissosiasjonskonstantene Kp ble estimert fra regresjonskurver ved bruk av

konsentrasjonen ved halvmaksimal binding.

Figur 14

L1-9.3 har ingen effekt pa frisettingen av cytokiner ved hvilende og aktivert
human PBMC. Cytokinnivaer for hvilende og OKT3-aktivert PBMC fra tre ulike
donorer ble bestemt etter en inkubasjon i 24 h under naerveaer eller fravaer av
20 pyg/ml L1-9.3. Ionomycin/PMA og LPS ble brukt som stimuleringskontroller.
Resultater for IFN-y (A) og TNF-a (B) er vist.

Figur 15

L1-9.3 inkluderer ikke T-celleproliferasjon og har ingen effekt p& OKT3-indusert
T-celleproliferasjon. Proliferasjon av OKT3-aktivert PBMC fra to ulike donorer ble
bestemt under neerveer eller fraveer av 20 yg/ml L1-9.3 ved bruk av BrdU-
inkorporeringsassay 48 h etter stimulering. Det var ingen forskjell pa om
antistoffet ble tilsatt fgr, parallelt med eller etter stimulering med 75 ng/ml

OKT3. L1-9.3 alene resulterte ikke i T-celleaktivering.

Figur 16

L1-9-3 var updvirket av deglykosylering av L1. Western blot-fargingen av L1 i
ubehandlet og deglykosylert cellelysat er vist ved bruk av flere ulike anti-L1
mAb-er. De testede antistoffene kan deles inn i tre klasser med hensyn til deres
glykosyleringsavhengighet: Forste klasse (updvirket av glykosylering): L1-9.3.
Andre klasse (binding i WB ble negativt pavirket av deglykosylering): 11A,
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14.10, OV52.24 og OV549.20. Tredje klasse (binding i WB ble positivt pavirket
av deglykosylering): 35.9 og 38.12.

Figur 17

Figuren viser in vivo binding av intravengst applisert L1-9.3 til nyrens
oppsamlingskanaler. In vivo binding kunne bare detekteres ved bruk av
amplifikasjonssystemet CSA (fig. 17A), mens ved bruk av den konvensjonelle
ABC-metoden var ikke noe signal synlig (fig. 17B). Fglgelig ble L1-9.3 detektert i
et omrade pa 30-300 pmol i vevet (L1-9.3-konsentrasjon er formodentlig hgyere
enn 5 ng/ml og under 50 ng/ml). Negativ kontroll viste ikke farging, fglgelig kan
uspesifikk farging ekskluderes (fig. figur 17C). Fargemgnsteret til in vivo bundet
L1-9.3 (fig. 17A) samsvarer med L1-uttrykkingsmgnsteret i nyren ved
direktefarging av vevsseksjoner med L1-9.3 (fig. 17D).

Figur 18

FACS-analyse av humaniserte L1-9.3 mAb-er

Stremningscytometrianalyse av SKOV3ip pcDNA3.1-luciferaseceller. Celler ble
farget med de angitte humaniserte mAb-ene (10 pg/ml) i 30 min 4 °C, etterfulgt

av en andre PE-konjugert mAb.

Figur 19

Muse-SKOV3ip-xenograftmodell

7*%10°% SKOV3ip pcDNA3.1-luciferaseceller ble injisert intraperitonealt i 6 uker
gamle CD1 nu/nu-hunnmus. Etter 24 h ble musene randomisert i grupper pa 10
mus. Hver gruppe med mus ble tre ganger i uken injisert med 300 pg enten mAb
L1-chi9.3, mAbL1-hu3 eller PBS intraperitonealt.
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P& dag 33 ble musene avbildet (fig. 2). Tumorvolum ble bestemt ved bruk av
XENOGEN IVIS 200-systemet. Kort sagt ble musene bedgvet og injisert med
100 pl Luciferin D (3 pg/mus) intraperitonealt. Etterpa ble luciferaseaktivitet i
tumorcellene malt ved & detektere lysemisjon. Tumorvolumet vises som foton
per sekund (total fluks). Statistisk analyse ble utfgrt ved bruk av students t-test.

Figur 20

In vivo total tumormasse

Etter 36 dager ble musene avlivet og tumormassen ble bestemt. Tumorvekst er
gitt som et forhold mellom tumormasse og kroppsvekt. (A individuelle mus, B
gjennomsnittsverdi). Statistisk analyse ble utfgrt ved bruk av students t-test.
Sdledes kunne behandlingen av mus med immunsvikt med L1 9.3-antistoff

reproduseres med kimerte og humaniserte former av L1 9.3 mAb.

Figur 21

PT45-Plres-celler ble enten ikke behandlet (w/o) eller ble behandlet med
20 pg/ml gemcitabon (A) eller etoposid (B) under fraveer (w/o0) eller naervaer av
enten 1 eller 10 ug/ml anti-L1CAM-antistoff 9.3 eller 1 eller 10 ug/ml isotype-
matchet kontroll-antistoff. Etter 24 timer ble cellene analysert ved caspase-3/-7-
assay. Gjennomsnittsverdier £ SD fra tre uavhengige forsgk er vist. * angir p<
0,05.

Figur 22

Colo357-celler ble enten ikke behandlet (w/0) eller ble behandlet med 20 pg/ml
gemcitabon (A) eller etoposid (B) under fraveer (w/0) eller naerveaer av enten 1
eller 10 pg/ml anti-L1CAM-antistoff 9.3 eller 1 eller 10 pg/ml isotype-matchet
kontroll-antistoff. Etter 24 timer ble cellene analysert ved caspase-3/-7-assay.

Gjennomsnittsverdier £ SD fra tre uavhengige forsgk er vist. * angir p< 0,05.
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Tabell 1

Tabellen viser et sammendrag av antistoffer testet i de angitte assayene.

Eksempler

1. Eksempel 1

1.1 Sammendrag av eksempel 1

Li1-adhesjonsmolekylet (L1-CAM) er et transmembrant celleadhesjonsmolekyl
som er involvert i cellemigrering og aksonstyring ved utviklingen av
nervesystemet. L1 er ogsad overuttrykt i eggstokk- og endometriekarsinomer.
Her er L1-uttrykking assosiert med darlig prognose. I karsinomcellelinjer
forhgyer L1l-overuttrykking cellemotilitet, tumorvekst hos mus og induserer
uttrykking av Erk-avhengige gener. Her viser vi at behandling med antistoffer til
L1 opphever Erk-aktivering, blokkerer celleinvasjon til matrigel og reduserer
tumorvekst hos nakenmus. I celler behandlet med L1-antistoffer blir induksjonen
av Erk-avhengige gener slik som HOX A9, B3-integrin og IER 3 reversert in vitro
og in vivo. 1 denne rapporten viser vi at antistoffet L1-9.3 er det beste
terapeutiske antistoffet av alle testede L1-antistoffer. I alle tilfeller viste L1-9.3
de beste resultatene nar det gjelder den invasive fenotypen eller terapeutisk
effekt pa tumorvekst. Vi kunne vise at L1-9.3 binder til det fgrste Ig-lignende
domenet av L1 og kan blokkere den L1-L1 homofile bindingen. Blokkeringen av
homofil binding ble bare observert med L1-9.3. Vi konkluderer at L1-9.3 er
overlegent i terapi siden det kombinerer to funksjoner: det blokkerer erk-

aktivering og forstyrrer bindingsfunksjonen til L1.
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1.2 Resultater av eksempel 1

1.2.1 FACS-analyse av de nye L1-antistoffene

Ved bruk av immunisering med et rekombinant L1-Fc-fusjonsprotein genererte vi
nye Ll-antistoffer L1-9.3, L1-14.10, L1-35.9 og L1-38.12. For & belyse
spesifisiteten for L1 de nye L1 mAb-ene ble disse antistoffene testet pd de
endogene L1-uttrykkende eggstokkarsinomcellelinjene OVMz og SKOV3ip samt
eggcellene CHO og stabilt transduserte CHO-L1-celler av kinesisk hamster ved
fluorescerende farging (fig. 1A) og Western blot-analyse (fig. 1B). Alle testede
antistoffer viste en positiv farging av L1 i CHO-L1l-celler (fig. 1A).
Fargemgnsteret for OVMz- og SKOV3ip-cellene var forskjellig for antistoffene.
Interessant nok  viste L1-9.3-antistoffet klar  farging av begge
eggstokkarsinomcellelinjer OVMz og SKOV3ip, mens L1-14.10 viste en sveert
svak farging (fig. 1A). De to L1l-antistoffene L1-35.9 og L1-38.12 kunne ikke
binde til disse cellenes endogene L1 (fig. 1A). Som forventet kunne ingen farging
for L1 observeres i CHO-celler som ble brukt som negativ kontroll. Alle nye
antistoffer detekterte L1 av full lengde i CHO-L1-, OVMz- og SKOV3ip-
cellelysater ved Western blot-analyse. De L1l-negative CHO-cellene tjente igjen

som negativ kontroll.

1.2.2 Erk-fosforyleringen reduseres etter antistoffbehandling

En nyere rapport har vist at uttrykking av L1 i samarbeid med serum-avledede
vekstfaktorer fgrer til vedvarende Erk-aktivering og induksjon av Erk-avhengige
gener (Silletti et al, 2004). Vi undersgkte om den undertrykkende effekten til L1-
antistoffer kan skyldes interferens med Ll-mediert genregulering. Derfor
undersgkte vi virkningsmaten til L1-antistoffer ved bruk av SKOV3ip-celler. mAb-
ene L1-11A, L1-9.3 og L1-14.10 blokkerte effektivt Erk-fosforylering (fig. 2A) in
vitro. Det var ingen hemming med isotype-matchet kontroll-mAb, DMSO som
vehikkel eller L1-antistoffet L1-38.12 (fig. 2A) som kan binde bare den nevrale
isoformen av L1. Fluorescensanalyse med det fosfo-spesifikke Erk-antistoffet
bekreftet en klar reduksjon av aktivert Erk. En nedbryting fra kjernen i L1-mAb-
behandlede celler (L1-11A, L1-9.3 og L1-14.10) kunne ogsa observeres (fig. 2B).
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1.2.3 Antistoffbehandling med L1-antistoffer reduserte celleinvasjon

Det har blitt demonstrert tidligere at behandling med et antistoff til L1 (L1-11A)
reduserte den haptotaktiske cellemigreringen pa fibronektin og ulike cellelinjers
matrigelinvasjon (Arlt et al, 2006). Vi sammenlignet invasjonsevnen til SKOV3ip-
celler behandlet de ulike Ll-antistoffene. Antistoffene L1-11A, L1-14.10 og
spesielt L1-9.3 reduserte invasjonen til SKOV3ip (fig. 3). I skarp kontrast viste
celler behandlet med antistoffene L1-35.9 eller L1-38.12 ikke noen reduksjon av

invasjon (fig. 3).

1.2.4 Antistoffer til L1 pdvirker genuttrykking in vitro og in vivo

Videre undersgkte vi om antistoffer til L1 pavirker genuttrykkingsprofilen i
SKOV3ip-celler in vitro pa en lignende mate som den observert for siRNA-
mediert nedbryting av L1 (fig. 4A). Riktig nok viste gRT-PCR-analyse av celler
behandlet med L1-9.3 eller L1-11A versus kontrollantistoff signifikante endringer
i uttrykkingen av L1-regulerte gener slik som B3-integrin,
transkripsjonsfaktorene HOXA9 og de apoptoserelaterte genene IER 3 og STK 39
(fig. 4A). Det samme settet med gener ble nedregulert i SKOV3ip-celler
transdusert med et L1-spesifikt siRNA (fig. 4B).

Vi testet om mAb L1-9.3 ogsa kunne influere genuttrykkingsprofilen til SKOV3ip-
celler in vivo lignende det som ble observert in vitro. For dette formalet ble
mRNA fra resterende tumorer hos L1-9.3-behandlede mus eller IgG-
kontrollbehandlede mus isolert og utsatt for gRT-PCR-analyse. L1-9.3-
behandling fgrte til signifikant regulering av Ll-avhengige gener som
demonstrert for HOXA9, B3-integrin og IER 3 (fig. 4C).

1.2.5 Analyse av tumorigenisitet hos nakenmus

Deretter undersgkte vi om den intraperitoneale veksten av SKOV3ip hos mus
kunne hemmes ved behandling med mAb-ene L1-11A, L1-9.3 eller L1-14.10.
SKOV3ip-lacZ-celler ble injisert i det peritoneale hulrommet til hunn-nakenmus 2
dager fgr oppstart av terapi. Hver annen uke ble i.p. behandlinger utfgrt ved

bruk av antistoffkonsentrasjonen 10 mg/kg. Kontrollmus ble behandlet med PBS
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eller HEA125 (anti-EpCAM) som et kontrollantistoff (annenhver uke 10 mg/kg
i.p.). I alle anti-L1 mAb-behandlingsgrupper var en betydelig reduksjon i
mengden tumormasse synlig sammenlignet med PBS eller kontrollantistoff HEA-
125 (fig. 5). Sammenlignet med kontrollen fgrte alle anti-L1 mAb-er til en
doseavhengig reduksjon av i.p. tumorbyrde [L1-11A (10 mg/kg), -40 %; L1-
14.10 (10 mg/kg), -30 %; L1-9.3 (10 mg/kg), -60 %; fig. 5]. Tumorreduksjon i
gruppen behandlet med L1-9.3 (10 mg/kg) var statistisk signifikant (P.i-¢.3
(1omg/kg) = 0,004) sammenlignet med PBS-kontrollen. Mus behandlet med
HEA125-kontrollantistoffet avslgrte ingen detekterbar reduksjon av SKOV3ip-
lacZ i.p. tumorbyrde sammenlignet med den PBS-behandlede gruppen (fig. 5),
selv. om EpCAM er til stede pa SKOV3ip-cellene og HEA125 kan binde til
tumorcellene. Ingen bivirkninger eller alvorlig toksisitet av behandling med L1-
mAb-er L1-11A, L1-9.3 eller L1-14.10 ble observert under hele behandlingens
forlgp.

Fglgelig reduserte behandling med antistoffer til L1 tumorvekst SKOV3ip-celler
(fig. 5), hvilket antyder at antistoffer til L1 kan regulere genuttrykkingen, men

ogsa pavirke in vivo tumorvekst.

1.2.6 Biacore-studie av de nye L1-antistoffene

Denne studien ble utfgrt av Avidex (Oxford) som beskrevet i eksempel 6. Tabell
I oppsummerer disse resultatene vedrgrende bindingskinetikken til de nye L1-
antistoffene (ka, kd og KD).

1.2.7 Epitop-mapping av L1-9.3-bindingssted

En viktig faktor for karakteriseringen av nye L1-antistoffer er 8 undersgke deres
bindingssteder i L1. Derfor konstruerte vi en rekke L1-Fc-fusjonsproteiner som
dekker ulike deler av molekylet. PCR-produkter ble amplifisert kodende for ulike
lengder av L1l-ektodomeneregioner. Disse konstruksjonene ble klonet inn i plg-
vektoren, og uttrykket som Fc-fusjonsproteiner. Etter rensing ble produktene
brukt til Western blot-analyse. For & sammenligne resultatene analyserte vi
andre rekombinante L1-proteinfragmenter (oppnadd fra Ricardo Gouveia, Oeiras,
Portugal). L1-9.3 ble funnet & binde til forste Ig-domene av L1 (fig. 6). L1-14.10
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binder i det tredje Ig-domenet, mens L1-11A binder mellom FN3-5-stedet (fig.
6).

1.2.8 m4B L1-9.3 blokkerer L1-L1 homofil binding

Vi spurte om L1-antistoffene kunne forstyrre den homofile bindingsfunksjonen til
L1. For a8 svare pa dette spgrsmalet brukte vi en celleadhesjonsassay der L1-
transfekterte celler far binde til immobilisert L1. Etter fgrste pdstrykning av
glassplater med et rekombinant L1-Fc-fusjonsprotein, fibronektin for positiv
kontroll (til hvilket celler binder pa en integrinavhengig mate) eller BSA som en
negativ kontroll, inkuberte vi ]558-L1-celler med L1-11A-, L1-9.3- eller L1-
14.10-antistoff. Til kontroll brukte vi en IgG-kontroll, PBS eller et antistoff til
CD24 (SWA11l). mAb L1-9.3 kunne blokkere den L1-L1 homofile bindingen
fullstendig, mens alle andre testede antistoffer ikke kunne forstyrre den homofile
bindingsevnen. Ingen av antistoffene forstyrret bindingen til fibronektin (data
ikke vist).

1.3 Materialer og fremgangsmater

1.3.1 Cellelinjer og cellekultur

De humane eggstokkarsinomcellelinjene SKOV3ip (velvillig tilveiebrakt av Ellen
Vitetta, University of Texas, Dallas, TX) og OVMz ble dyrket i DMEM (Biochrom,
Berlin, Tyskland) med 10 % FCS under cellekulturbetingelser (5 % CO,, 95 %
relativ fuktighet, 37 °C). For identifisering og kvantifisering av tumormasse ble
SKOV3ip-cellene stabilt transdusert med en /acZ-kodende retroviral vektor
(GeneSuppressor  Retroviral System, Biocarta, Hamburg, Tyskland).
Eggstokkcellelinjen fra kinesisk hamster CHO som stabilt uttrykker humant L1 (-
hL1), ble etablert ved transfeksjon med superfekt (Stratagene, Heidelberg,
Tyskland) og seleksjon for L1-uttrykking med mAb L1-11A og magnetiske kuler
(Myltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Tyskland) eller sortering med FACS Calibur.
Alle celler ble kultivert i DMEM supplementert med 10 % FCS ved 37 °C, 5 %
CO, og 100 % fuktighet. Humane L1-kodende plasmider og ]558-L1-celler ble

oppnadd fra Dr. Vance Lemmon (University of Miami, Miami, FL, USA).
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1.3.2 Antistoffer

HEA-125, et muse-IgG1 rettet mot EpCAM, ble beskrevet tidligere og binder til
alle humane adenokarsinomer (Moldenhauer et al., 1987). Monoklonalt antistoff
L1-14.10 (Huszar et al., 2006), L1-9.3, L1-35.9 og L1-38.12 ble oppnadd etter
immunisering av mus med humant L1-Fc-protein omfattende ektodomenet av L1
(Oleszewski et al., 1999). Anti-muse-IgG fra geit ble affinitetsrenset og
absorbert til humane serumproteiner (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco,
CA).

1.3.3 Biokjemisk analyse

SDS-PAGE og overfgring av separerte proteiner til Immobilon-membraner ved
bruk av halvtgrr blotting er beskrevet tidligere (Gutwein et al., 2000). Etter
blokkering med 5 % skummetmelk i TBS eller 1 % BSA i TBS/0,1 % Tween-20,
ble blottene utviklet med det respektive primaere antistoffet etterfulgt av

peroksidasekonjugert sekundaert antistoff og ECL-deteksjon.

1.3.4 FACS-analyse

Overflatefargingen av celler med mettende mengder mAb-er, enten
hybridomsupernatanter eller rensede antistoffer, og PE-konjugerte geite-
antistoffer til muse-Ig (Dianova, Hamburg, Tyskland) er beskrevet andre steder
(Ebeling et al., 1996). Fargede celler ble analysert med en FACScan (Becton
Dickinson).

1.3.5 Immunfluorescens

For immunfluoresent farging ble celler dyrket pa@ dekkglass, behandlet i 10 min
med pervanadat og fiksert i 20 min med 4 % paraformaldehyd/PBS ved
romtemperatur. Celler ble vasket i PBS og permeabilisert med 0,1 % NP-40 i
PBS inneholdende 5 % geiteserum i 15 min ved romtemperatur. Cellene ble sa
inkubert i 1 time med fgrste antistoff (fosfo-spesifikk Erk1/2). Etter 3 vasketrinn
med PBS ble cellene inkubert 30 min i mgrket til et andre Alexa488-konjugert
anti-muse-IgG fra geit. Etter vasking av cellene to ganger med PBS ble fargede
celler montert pd glassplater og undersgkt med et epifluorescensmikroskop

(Axioplan-2; Zeiss, Oberkochem).
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1.3.6 Invasjonsassay

Tumorcelleinvasjon in vitro ble bestemt i en dobbelfilterassay som beskrevet
tidligere i Erkell et al. (1988). Kort fortalt ble en Matrigel lagt i lag mellom to
filtere, et nedre 5 um-porers nitrocellulosefilter og et gvre 8 pm-porers
polykarbonatfilter. Etter en inkubasjon av 10° celler med filter-sandwichen i 20 h
i 1 ml medium, ble sandwichen fiksert og filtrene separert og farget med DAPL.
Celler til stede i gelen p& det nedre filteret ble talt, og celleinvasjon ble uttrykt
som forholdet mellom celletallet pa det nedre filteret og det totale antallet celler

til stede pa begge filtrene.

1.3.7 Kvantitativ PCR

For gPCR ble cDNA renset pa Microspin G-50-kolonner (GE Healthcare, Miinchen,
Tyskland) og kvantifisert ved NanoDrop-spektrofotometer (ND-1000. Kisker-
Biotechnology, Steinfurt, Tyskland). Primere for gqPCR ble utformet med DNA
Star-programmet og ble fremstilt av MWG (Ebersberg, Tyskland). B-aktin ble
brukt som en intern standard. PCR-reaksjonen ble utformet med SYBRgreen-

mastermiksen (Applied biosystems, Darmstadt, Tyskland).

1.3.8 Cellebindingsassay

Cellebindingsassayer til L1-Fc eller fibronektin er beskrevet i detalj i Oleszewski
et al (JCB 2000).

1.3.9 Tumormodell og terapi

Patogenfrie, atymiske CD1 nu/nu-hunnmus (7-9 uker gamle; 20g i
gjennomsnitt; Charles River) ble inokulert med 5 x 10° humane /acZ-merkede
eggstokkarsinomceller (SKOV3ip-/acZ) inn i det peritoneale hulrommet pa dag 0,
hvilket fgrte til i.p. tumordannelse innen 5 uker. Anti-L1-mAb-er ble fortynnet i
steril PBS til konsentrasjonen som trengtes til behandling. Tumorbaerende mus
ble behandlet i.p. to ganger i uken med 300 ul Igsning av den respektive dosen
(henholdsvis 10 mg/kg per applisering), vehikkel (PBS), eller Heal25-
antistoffkontroll. Antistoffbehandlingene begynte fra dag 3 etter
tumorcelleinjeksjon for & gi tumorcellene tid til & feste til innsiden av

bukhuleveggen og overflaten pd de i.p. organene. Ved obduksjon (dag 38), ble
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det tatt prgver av ascites fra alle mus, og volumet ble bestemt. Alle i.p. organer
(inkludert tumormasse), bukhuleveggen og diafragma ble fjernet, farget med B-
galaktosidasesubstrat  (X-gal; Roche-Diagnostics, Penzberg, Germany),
fotografert og veid. Den indigobld tumormassen mellom organene, pa diafragma
og innsiden av bukhuleveggen ble fjernet og veid alene. Den relative
tumorbyrden i hver mus ble beregnet ved & dividere tumormassevekt med total

situs-vekt.

2. Eksempel 2

Humanisering av det murine anti-L1-antistoffet L1_9.3

For & humanisere det murine anti-L1-antistoffet L1_9.3 ble genene av human v-
kappa 1 (humkl) og variabel tungkjede-familie III (humIIl) benyttet som
akseptorsekvenser. Nummereringssystemet brukt heri for disse genene er hentet
fra Wu og Kabat (Kabat, E. A, Wu, T. T., Perry, HM, Gottesman, KS and Foeller,
C (1992) Sequences of proteins of immunological interest, Diane Books
Publishing company). De murine L1_9.3-antistoff lett- og
tungkjedeaminosyresekvensene ble oppstilt mot aminosyresekvensene i
henholdsvis humkl lettkjede og humlll tungkjede. To humaniserte L1_9.3-
antistoffer (L1_9.3Hu og L1_9.3Hu3) ble generert ved 3 erstatte de seks CDR-
ene i det humane antistoffet med de korresponderende CDR-ene fra det murine
L1_9.3-antistoffet.

Lokasjoner for de seks komplementaritetsbestemmende regionene (CDR)

Slgyfe Kabat-nummereringsskjema
LCDR1 L24--L34

LCDR2 L50--L56

LCDR3 L89--L97

HCDR1 H31--H35B

HCDR2 H50--H65

HCDR3 H93--H101
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Et antall strukturrester av det murine L1_9.3-antistoffet ble overfgrt til de

humaniserte L1_9.3-antistoffene:

Versjon 1 (L1_9.3Hu) humanisert antistoff - tungkjederest nummer 6, 23, 27,
30, 43, 49, 71, 73, 76, 78 og 94, og lettkjederest nummer 100 ble overfagrt fra
det murine L1_9.3-antistoffet, og lettkjederest nummer 73 ble erstattet med det
korresponderende (Phe) funnet p& denne posisjonen i den humane REI-antistoff-

lettkjeden.

Versjon 2 (L1_9.3Hu3) humanisert antistoff - tungkjederest nummer 6, 23, 27,
30, 71, 73 og 94, og lettkjederest hummer 100 ble overfgrt fra det murine
L1_9.3-antistoffet.

DNA-sekvenser som koder for enkeltkjedet variabelt fragment (scFv)-analoger
av det murine L1_9.3-antistoffet og de to humaniserte versjonene av dette
antistoffet (L1_9.3Hu og L1_9.3Hu3) for uttrykking i E. coli., ble s& generert.
Alle disse scFv-ene inneholder den samme linkeren
(TSGPGDGGKGGPGKGPGGEGTKGTGPGG). scFv-genene ble syntetisert av
GeneArt AG, Tyskland.

Antistoff lettkjede- og tungkjede-DNA-sekvensene brukt til 8 konstruere de

humaniserte antistoffene er tilveiebrakt i henholdsvis figur 8a og 8b.

Figur 9a-9c tilveiebringer aminosyresekvensene av henholdsvis det murine
L1_9.3 scFv og de humaniserte L1_9.3Hu og L1_9.3Hu3 scFv-ene.

3. Eksempel 3

Kloning av DNA som koder for L1_9.3, L1-9.3Hu og L1-9.3Hu3 scFv-ene,
inn i E.coli periplasmisk uttrykking-vektorer og transformasjon av E. coli
med disse vektorene.

Periplasmisk uttrykking av scFv-er er gunstig av flere grunner. For det fgrste
lekker slike scFv-er inn i den bakterielle supernatanten, og derfra kan de enkelt

analyseres for binding til deres beslektede antigen (L1-cancerantigenet i dette
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tilfellet). For det andre muliggjgr periplasmisk uttrykking rensing av lIgselige

aktive scFv-er.

DNA-sekvensene som koder for L1_9.3, L1-9.3Hu og L1_9.3Hu3 scFv-ene som
syntetisert av GeneArt AG, Tyskland, ble ikke tilfgrt i en E. coli periplasmisk
uttrykkingsvektor. Derfor ble disse DNA-sekvensene klonet inn i en E. coli

periplasmisk uttrykkingsvektor ved bruk av de fglgende fremgangsmatene.

DNA-et som koder for de syntetiserte scFv-ene, ble PCR-fremstilt med de

fglgende primerparene ved bruk av standard PCR-betingelser og reagenser:

scFv Primerpar

L1-9.3 Yol811 og Yol812
L1-9.3Hu Yol813 og Yol814
L1_9.3Hu3 Yol813 og Yol814

Primersekvensene er vist nedenfor.

Yol811 AGCCGGCCATGGCCGATATTCAGATGACCCAGAC

Yol812 TCTATGCAGCGGCGGCACCGCCGCTGCTCACGGTAACGCTG
Yol813 AGCCGGCCATGGCCGATATTCAGATGACCCAGAG

Yol814 TCTATGCAGCGGCCGCACCGCCGCTGCTCACGGTAACCAGGGTG

PCR-produktene ble kjgrt pa en 1,6 % agarosegel og badnd med den riktige
stgrrelsen eksidert og renset. PCR-produktene ble dobbelfordgyd med Ncol- og
Notl-restriksjonsenzymer under standard betingelser etterfulgt av ny rensing.
PCR-produktene ble ligert inn i en IPTG-indusibel periplasmisk uttrykkingsvektor

som inneholdt:

e en pelB-ledersekvens for & rette de kodede polypeptidene til periplasmaet
der denne ledersekvensen sa spaltes av

e Ncol/Notl-kloningssteder

e det humane antistoffet kappa konstantkjederegion
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De ligerte vektorene ble transformert til E. coli TG1-celler og utplatet pd av 2xTY
agar (Bacto Trypton 16 g/l, gjeerekstrakt 10 g/I, 15 g/l bactoagar og NaCl 5g/L)
supplementert med 100 pg/ml ampicilin og 2 % glukose. DNA- og
aminosyresekvensene til de uttrykte partiene av L1_9.3, L1-9.3Hu og L1_9.3Hu3

scFv-konstruksjoner er vist i henholdsvis figur 10a, 10b og 10c.

4. Eksempel 4

Uttrykking av L1_9.3, L1-9.3Hu og L1_9.3Hu3 enkeltkjedeantistoffer i E.
coli

Polypeptidene som uttrykkes av disse vektorene, inkluderer det humane
antistoffet ¢ kappa konstantregion fusjonert til den C-terminale enden av scFv-
ene. Disse c kappa konstantkjede-inneholdende konstruksjonene er omtalt heri

som enkeltkjedeantistoffer.

Atte E. coli-kloner for hver enkeltkjedeantistoffkonstruksjon, L1_9.3, L1_9.3Hu
og L1_9Hu3 (24 kloner totalt) ble valgt i separate brgnner i en 96-brgnnsplate
som inneholder 300 pl med 2xTY (Bacto Trypton 16 g/l, gjeerekstrakt 10 g/l og
NaCl 5 g/l) supplementert med 100 pg/ml ampicillin og 2 % glukose. Hver brgnn
har et volum pa 1 ml. Kulturene ble dyrket med risting (200 rpm) ved 37 °C
inntil kulturene nddde en ODgy pa ca. 0,5. 96-brgnnsplatene ble sd rotert ved
3200 rpm i 10 min, og supernatanten ble aspirert og kassert. Bakteriepelletene
ble resuspendert i fersk 2XTY 400 ul supplementert med 100 ug/ml ampicillin og
1mM IPTG for & indusere uttrykking av enkeltkjedeantistoffene. Kulturene ble

ristet ved 200 rpm over natten ved 25 °C.

Neste dag ble 96-brgnnsplaten rotert ved 3200 rpm i 10 min for @ pelletere
cellene. Supernatanten som inneholdt de uttrykte enkeltkjede-L1-antistoffene,
ble beholdt for ELISA-analyse.
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5. Eksempel 5

ELISA-assay av binding av L1_9.3, L1-9.3Hu og L1_9.3Hu3 scFv-ene til

humant L1-cancerantigen

Denne ELISA-assayen ble utfgrt for 8 bekrefte at humaniseringsprosessen ikke
hadde fort til et tap av antistoff som binder til L1-cancerantigenet, og for
identifisere hvilke av de valgte klonene som uttrykte

enkeltkjedeantistoffkonstruksjonene pa riktig mate.

Tre rader av en 96-brgnnsplate ble belagt med 100 ul L1-antigen som omfatter
det ekstracellulzere domenet til Ll-proteinet fusjonert til et Fc-fragment
(5 pg/ml) i PBS i 1 time ved romtemperatur. Ytterligere tre rader ble belagt med

streptavidin (5 pg/ml) i PBS som en kontroll.

Brgnnene ble vasket tre ganger med 370 pl med PBS og blokkert med 3 %
melkepulver i PBS i 1 time ved romtemperatur.
50 ul av hver bakterielle supernatant over natten ble blandet med 50 uyl med

6 % melkepulver i PBS i 1 time.

Den blokkerte ELISA-platen ble vasket to ganger med PBS som beskrevet
ovenfor, og de blokkerte supernatantene som inneholder enkeltkjedeantistoff,

ble tilsatt og inkubert i 1 hp ved romtemperatur.

96-brgnnsplaten ble vasket fire ganger med PBS 0,1 % tween etterfulgt av
tilsetning av 100 pl med anti-humant kappa lettkjeder bundet og fritt HRP-
antistoff-konjugat (Sigma A7164) 1:5000 fortynning i PBS 1 % BSA. Konjugatet
ble inkubert i 1 time ved romtemperatur etterfulgt av fem vaskinger med PBS

0,1 % tween.

ELISA-en ble utviklet ved tilsetningen av TMB 2-Component Microwell Peroxidase
Substrate Kit (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., USA) i henhold til
produsentens protokoll. Et bilde av ELISA-platen er vist i figur 4. Minst fire L1-
bindingskloner er observert for hver av tre enkeltkjedeantistoffversjoner. Disse

L1-bindende enkeltkjedeantistoffklonene binder ikke til streptavidin.
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Figur 11 viser bindingen av L1_9.3, L1-9.3Hu og L1_9.3Hu3 scFv-ene til det
humane L1-cancerantigenet. Rad A, B og C er belagt med L1, ograd D, Eog F er
belagt med streptavidin. Den bld fargen i brgnnene indikerer binding av det
individuelle scFv til L1 pd platen. Mangelen pa farge i de streptavidinbelagte

radene viser at enkeltkjedeantistoffene spesifikt binder til L1.

6. Eksempel 6

Bestemmelse av bindingsaffinitet

Museantistoff L1-9.3 og humanisert antistoff L1-hu3 ble analysert ved Biacore-

analyse (Biacore AB, Uppsala, Sverige) for 8 bestemme bindingskinetikk.

En BIAcore CM5 sensorbrikke ble aktivert med EDC/NHS og renset rekombinant
L1-Fc ekstracelluleert fragment (515 ug/ml i PBS) ble koblet til CM5-
sensorbrikken til mellom 200 og 3000 RU. De resterende aktive stedene ble
blokkert med etanolamin/HCI. Antistoffbinding ble malt ved 3 tilsette antistoff
ved konsentrasjoner fra 6 til 3333 nM ved en strgmningsrate pa 10 ul/min ved
bruk av Kinject-funksjonen. Brikken ble regenerert med 10 mM glycin pH 2,0

med 500 mM NacCl for 3 fjerne de bundne antistoffene.

Bindingskurvene ble tilpasset en Langmuir-bindingsmodell ved bruk av
BIAevaluation-programvare (Biacore AB, Uppsala, Sverige). Bestemte KD-

verdier er vist i tabell 2.

Tabell 2

Antistoff L1-9.3 Li-hu3

Ka [1/Ms] 2,6 x 105 8,0 x 10°
Kd [1/s] 2,2x10° 6,5x 107°
KD [M] 8,5x 10! 8,1x 10"

Tabell 2: Den humaniserte varianten L1-hu3 viser en lignende hgy malaffinitet

som morantistoffet L1-9.3.
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7. Eksempel 7

Antistoffbinding til PBMC-er og cancerceller

PBMC ble oppnadd ved densitetsgradientsentrifugering fra EDTA-fullblod fra
friske humane donorer. Dyrkede OVMZ-tumorceller ble hgstet ved trypsinasjon.
1 x 10° celler/brgnn (75 pl) ble utsadd i FACS-rgr. Fortynninger av L1-9.3 mAb
ble preparert i kulturmedium med 10 mM EDTA og 75 pl/brgnn av L1-mAb-
fortynning ble tilsatt, til PBMC-er og OVMZ-celler for & resultere i endelige
konsentrasjoner mellom 6,6 x 103 til 6,6 x 10°® mol. Deretter ble cellene
inkubert over natten (~24 h) ved 37 °C / 5 % CO2 i en inkubator. Cellene ble
vasket direkte i FACS-rgr med 2 ml FACS-buffer etterfulgt av sentrifugering ved
300 g/ 5 min/ 4 °C. Supernatanten ble fjernet ved pipettering. For farging ble
et PE-merket anti-muse sekundaert antistoff fra esel (Dako) tilsatt i et volum pa
150 ul/brgnn etterfulgt av inkubasjon i 30 min ved 4 °C. Vasketrinn ble gjentatt
som ovenfor, og cellene ble fiksert i 200pul PBS/ 1% formaldehyd.

Gjennomsnittlig fluorescens i prove ble s8 malt ved FACS-analyse.

Som vist i figur 13 viser L1-9.3 mAb en sterkt redusert affinitet til L1 pa PBMC
sammenlignet med tumor L1. L1-9.3-binding til PBMC ble detektert i det
nanomolare omradet (stiplet linje), mens binding til tumorceller kunne
observeres ved pikomolare konsentrasjoner (heltrukken linje). B)
Dissosiasjonskonstantene Kp ble estimert fra regresjonskurver ved bruk av
konsentrasjonen ved halvmaksimal binding. Kp av L1-9.3 pa PBMC var minst 400

ganger lavere enn pa tumorceller.

8. Eksempel 8

Bestemmelse av cytokinfrisetting

PBMC ble oppnadd ved densitetsgradientsentrifugering fra citratfullblod fra friske
humane donorer. Celler ble resuspendert i RPMI 1640/5 % humant

serum / 5 ml NEAA / 5 ml L-Glutamin / 5ml Natrium-Pyruvat. 1 x 10° celler per
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100 pl ble utsddd i rundbunnede 96-brgnnsplater. I et andre trinn ble 100 pl
medium inneholdende LPS (10 ng/ml), L1-9.3 mAb (20 pg/ml), OKT3 mAB
(ebioscience) (75 ng/ml) eller Ionomycin/PMA (1 ug/ml / 5 ng/ml) tilsatt tre
ganger etterfulgt av en inkubasjon i 24 h ved 37 °C, 5 % CO,. Som negativ
kontroll ble ubehandlet PBMC brukt. Etter 24 h ble nivdene av cytokinenes
interferongamma- og tumornekrosefaktor malt ved FACS-analyse ved bruk av

CBA-Cytokin-Flex-Sets (BD) i henhold til produsentens informasjon.

De resulterende cytokinnivaene er vist i figur 14. I motsetning til OKT3 mAB,
Ionomycin/PMA og LPS, gkte ikke L1-9.3 signifikant TNF- eller IFN-gamma-
frisettingen ved PBMC-er.

9. Eksempel 9

T-celleproliferasjonsassay

PBMC ble oppnddd ved densitetsgradientsentrifugering fra citratfullblod fra to
friske humane donorer. 1 x 10° celler per brgnn ble utsadd i flatbunnede 96-
brgnnsplater. I et andre trinn ble 100 yl medium inneholdende enten L1-9.3
mAb (20 pg/ml) og OKT3 (ebioscience, 75 ng/ml) eller L1-9.3 mAb (20 pg/ml)
eller OKT3 (75 ng/ml) tilsatt tre ganger. Etter 1 h ble de to siste supplementert
med henholdsvis OKT3 eller L1-9.3. For & utelukke enhver antistoffrelatert
aktivering ble PBMC med eller uten L1-9.3 inkubert under fravaer av OKT3. Etter
en inkubasjon i 24 h ved 37 °C ble 5 % CO, T-celleproliferasjon vurdert ved bruk

av en BrdU-inkorporeringsassay (Roche) i henhold til produsentens informasjon.

Det kan konkluderes fra resultatene vist i figur 15 at L1-9.3 mAb verken

induserer T-celleproliferasjon eller hemmer OKT3-indusert T-celleproliferasjon.
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10. Eksempel 10

Glykosyleringsavhengighet for antistoffbinding

2 x 10° SKOV3ip-celler ble utsddd i en 10 cm petriskal og inkubert i 24 h ved
37 °C, 5 % CO,. Etter 24 h ble cellene vasket med PBS og lysert med 500 pl M-
PER-reagens (Pierce) i henhold til protokollen beskrevet i Seize Classic
Mammalian Immunoprecipitation Kit (Pierce). SkOv3ip-cellelysat ble
deglykosylert som beskrevet i Enzymatic CarboRelease Kit (QA_Bio). Kort fortalt
ble 2,5 ul denatureringsopplgsning tilsatt til 35 pl cellelysat. Prgven ble inkubert i
en termoblokk ved 100 °C i 5 min og sa avkjglt pa is. Til slutt ble 2,5 ul Triton-X
og 1 pl av hver glykosidase inneholdt i Enzymatic CarboRelease Kit (QA_Bio)
(PGNase F, O-Glykosidase, Sialidase, B-Galaktosidase, Glukoaminidase) tilsatt i
henhold til produsentens protokoll etterfulgt av en inkubasjon ved 37 °C i 3 h.
Glykosylert og deglykosylert ble utsatt for SDS PAGE og etterfglgende Western
blotting. Western blots ble inkubert med ulike L1-antistoffer avhengig av deres
fargeytelse. Konsentrasjoner pd 1 ug/ml (9.3, 11A og 14.10), 5 pg/ml (35.9)
eller 10 pug/ml (0OV52.24, 0V543.18, 38.12, 0V549.20) ble brukt. L1-
antistoffbinding til westen blot ble detektert med HRP-merket anti-museantistoff

(Dianova).

Som vist i figur 16 kan de testede anti-Ll-antistoffene deles inn i tre klasser
med hensyn til deres glykosyleringsavhengighet: Fgrste klasse (upavirket av
glykosylering): L1-9.3. Andre klasse (binding i WB ble negativt pavirket av
deglykosylering): 11A, 14.10, OV52.24 og 0V549.20. Tredje klasse (binding i
WB ble positivt pavirket av deglykosylering): 35.9 og 38.12.

11. Eksempel 11

Biodistribusjon av L1-9.3 hos kanin

En hunnkanin (White Himalayan) ble injisert to ganger med L1-9.3 (0 h, 24 h)
via den intravengse appliseringsruten med en dose pd 10 mg/kg. 1 kontrolldyr
mottok et sammenlignbart volum med PBS. Dyrene ble obdusert 72 h etter den

fgrste appliseringen. Organer ble fiksert i 4 % bufret formalin og lagt ned i
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parafin. Histologiske plater ble preparert og immunhistokjemi ble utfart.
Vevsseksjoner av det L1-9.3-behandlede dyret og kontrolldyret ble farget med et
anti-museantistoff for 8 detektere binding av L1-9.3 etter intravengs applisering.
Signaler ble visualisert ved DAB (Sigma). To ulike deteksjonssystemer,
konvensjonell Avidin/Biotin Complex-metode eller
tyramidsignalamplifikasjonssystem CSA II-metode (Dako) ble brukt, hvilket
muliggjorde grov estimering av mengden in vivo bundet L1-9.3. Den
konvensjonelle Avidin/Biotin Complex-metoden (Vector Laboratories) kan
detektere L1-9.3-konsentrasjoner pa 50 ng/ml eller hgyere, mens det biotinfrie
tyramidsignalamplifikasjonssystemet CSA II (Dako) har en deteksjonsgrense pa
5 ng/ml. For & bestemme L1-uttrykkingsmgnsteret ble vev fra kontrolldyret
inkubert med primaert antistoff L1-9.3 og med deteksjonsantistoff. Til ABC-
metoden ble et biotinylert anti-museantistoff (Dianova, fortynning 1:3000) brukt
som deteksjonsantistoff, for CSA ble metoden utfgrt i henhold til produsentens

protokoll.

Figur 17 viser den in vivo bindingen av intravengst applisert L1-9.3 til nyrens
oppsamlingskanaler. In vivo binding kunne bare detekteres ved bruk av
amplifikasjonssystemet CSA (fig. 17A), mens ved bruk av den konvensjonelle
ABC-metoden var ikke noe signal synlig (fig. 17B). Fglgelig ble L1-9.3 detektert i
et omrade pa 30-300 pmol i vevet (L1-9.3-konsentrasjon er formodentlig hgyere
enn 5 ng/ml og under 50 ng/ml). Negativ kontroll viste ikke farging, fglgelig kan
uspesifikk farging ekskluderes (fig. figur 17C). Fargemgnsteret til in vivo bundet
L1-9.3 (fig. 17A) samsvarer med L1-uttrykkingsmgnsteret i nyren ved
direktefarging av vevsseksjoner med L1-9.3 (fig. 17D). Det kan konkluderes at

intravengst administrert L1-9.3-antistoff kan ekstravasere til perifert vev.

12. Eksempel 12

Funksjon til humaniserte former av L1 9.3 mAb hos nakenmus

Vi undersgkte om den humaniserte formen av mAb L1 9.3 ogsd kunne hemme
tumorveksten til eggstokkarsinom in vivo. Fgrst analyserte vi de to humaniserte
formene av L1 9.3 sin binding til den valgte cellelinjen. Derfor ble det utfgrt

stremningscytometri pa SKOV3ip pcDNA3.1 luciferaseceller. (Fig. 18). Begge
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mAb-er viste sterk binding til tumorcellelinjen og ga lignende bindingsresultater
som det native L1 9.3 mAb.

SKOV3ip pcDNA3.1 luciferaseceller ble injisert inn i mus med immunsvikt 24 h
fgr start av terapien. Humaniserte antistoffer (300 pg) eller PBS ble injisert tre
ganger per uke intraperitonealt. For @ detektere tumorveksten in vivo ble
musene avbildet en gang i uken ved bruk av Xenogen IVIS 200-systemet.
Musene ble bedgvet og injisert med Luciferin D, etterfulgt av detektering av
lysemisjonen som produseres under luciferaseaktivitet i tumorcellene. Under
tidsforlgpet detekterte vi en langsommere tumorvekst i gruppen med mus som
var behandlet med humanisert mAb sammenlignet med kontrollen. P& dag 33 be
de siste bildedataene tatt. Bilderesultatene ga et redusert tumorvolum pa ca.
80 % ved bruk av hu3 mAb og ca. 50 % for chiLl 9.3. Begge resultatene var
sterkt signifikante (fig. 19). Etter 36 dager ble musene avlivet og tumormassen
ble bestemt. I begge gruppene behandlet med humanisert anti-L1 mAb-er ble
det malt en vesentlig redusert tumormasse sammenlignet med PBS-gruppen (fig
20 (A, B)).

13. Eksempel 13

Oppheving av kjemoresistens ved behandling med anti-LICAM monoklonalt
antistoff 9.3 ble testet som beskrevet i WO 2008/046529, eksempel 3 (se ogsd
fig. 17e i WO 2008/046529). Resultatene er vist i figur 21 og 22. Det kunne
demonstreres at det monoklonale antistoffet 9.3 opphever kjemoresistens. Dets
effekt synes & vaere sterkere enn effektene til antistoffet 11A testet i WO
2008/046529.
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Patentkrav

1. Anti-L1 monoklonalt antistoff

i) som kan binde til den samme L1l-epitopen som gjenkjennes av det
monoklonale antistoffet 9.3, fremstilt ved hybridomcellen deponert under DSMZ
ACC2841 og som binder L1 med en affinitet (KD) pa minst 1071, eller

ii) karakterisert ved at dets komplementaritetsbestemmende regioner (CDR-
er) har de fglgende sekvensene: LCDR1: RASQDISNYLN, LCDR2: YTSRLHS,
LCDR3: QQGNTLPWT, HCDR1l: RYWML, HCDR2: EINPRNDRTNYNEKFKT, og
HCDR3: GGGYAMDY,

og som binder L1 med en affinitet (KD) pa minst 107%°, eller

iii) et monoklonalt antistoff, fremstilt ved hybridomcellen deponert under DSMZ
ACC2841.

2. Det anti-L1 monoklonale antistoffet ifglge krav 1 i), hvori epitopen er innenfor

det fgrste immunglobulinlignende domenet til L1.

3. Humanisert antistoff omfattende de ikke-humane CDR-ene til et monoklonalt
antistoff ifglge krav 1 eller 2, og en strukturregion (FR) fra et humant
immunglobulinmolekyl, saerlig omfattende sekvensen til L1_9.3hu eller
L1_9.3hu3 som vist i figur 8 a) og b).

4. Antistoffet ifglge hvilke som helst av kravene 1 til 3, bundet til et aktivt stoff,

fortrinnsvis et toksin, et cytokin, en nanopartikkel eller en radionuklid.

5. Hybridomcelle

(i) som fremstiller det monoklonale antistoffet ifglge hvilke som helst av kravene

1 eller 2, eller

(ii) deponert under DSMZ ACC2841.

6. Antistoffet ifglge hvilke som helst av kravene 1 til 4 for anvendelse i en

fremgangsmate for behandling av en tumorigen sykdom,

a) fortrinnsvis hos en pasient som tidligere er behandlet med et

kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi,
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mer foretrukket hvori pasienten er minst delvis resistent mot behandlingen med

det kjemoterapeutiske legemiddelet eller med straleterapi, eller

b) fortrinnsvis hos en pasient som er minst delvis resistent mot behandling med

et gitt kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi, eller

c) fortrinnsvis hvori antistoffet administreres i kombinasjon med et
kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi, mer foretrukket hvori det
kjemoterapeutiske legemiddelet eller stréleterapien administreres fgr anti-L1-
antistoffet.

7. Antistoffet ifglge hvilke som helst av kravene 1 til 4 for anvendelse i en
fremgangsmate for sensibilisering av tumorceller hos en pasient for behandling
med et kjemoterapeutisk legemiddel eller med straleterapi,

spesielt hvori cellene er minst delvis resistente mot behandlingen med det
kjemoterapeutiske legemiddelet eller mot straleterapi,

enda mer spesielt hvori pasienten etter sensibilisering med anti-L1-antistoffet

videre behandles med det kjemoterapeutiske legemiddelet eller med straleterapi.

8. Antistoffet ifglge hvilke som helst av kravene 1 til 4 for anvendelsen av hvilke
som helst av kravene 6 til 7, hvori tumorcellene eller den tumorigene
sykdommen er av en type valgt fra gruppen som bestdr av astrocytom,
oligodendrogliom, meningiom, nevrofibrom, glioblastom, ependymom,
schwannom, nevrofibrosarkom, medulloblastom, melanom, bukspyttkjertelkreft,
prostatakarsinom, hode- og nakkekreft, brystkreft, lungekreft, eggstokkreft,
endometriekreft, nyrekreft, nevroblastomer, plateepitelkarsinomer,
medulloblastomer, hepatom, tykktarmskreft og mesoteliom- og
epidermiskarsinom, eller,

hvori tumorcellene er fra en epitelial tumor eller den tumorigene sykdommen er
en epitelial tumor, spesielt hvori den epiteliale tumoren er bykspyttkjertelkreft,

tykktarmskreft, eggstokkreft eller endometriekreft.

9. Antistoffet ifglge hvilke som helst av kravene 1 til 4 for anvendelsen av hvilke
som helst av kravene 7 til 8, hvori det kjemoterapeutiske legemiddelet er et
DNA-skadelig middel, fortrinnsvis valgt fra gruppen som bestar av aktinomycin-
D, mitomycin C, cisplatin, doksorubicin, etoposid, verapamil, podofyllotoksin, 5-

FU, taksaner, fortrinnsvis paklitaksel og karboplatin, eller hvori strdleterapien er
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valgt fra gruppen som bestar av rgntgenstraling, UV-straling, y-bestraling, a-

eller B-bestraling, og mikrobglger.

10. Farmasgytisk sammensetning, omfattende antistoffet ifglge hvilke som helst
av kravene 1 til 4.
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Figur 9
a)
Ll _9.3 scEv

(1} EHT'Q"I‘T S L AFLGDRVT I SCRASODT SHY LNNY QO POGTVELLI Y Y TSRLHSGYPERFSGEGSGTDYSLTL
SHLEQEDFATYFCOOGNT LPWT FCGGTELE I KRTSGPCDGEHGEPGHG PGGEGTKGTGPGGUVOLODPGRELVES
GASVHNLSCRASGY TETRYWMLWVRGRPGHGLEWVGE INPRRDRTNYNEKFKTHATLTVORSSSTAYMQLTSLTSE
DEAVY FCALGLG Y AMDYWGOGTSVTVES

h)

L1 9. 3Hu

DICMTOS PESLSASVGDRVT I T RASODL SN Y LW Y Q0K PGRAPKLLI Y Y TSRLESGVPSRESCEGSCTDY TLT ]
SELOPEDFRATYFCOOGHTLPW TEGGGTHLE] KRTSGPGDGEKGEFGHGPGGEGTHGTGPGGEVOLVOSGLGLVOS
GESLALSCRASGY TETRYWMLMWVRQR PGHGLEWVCEINPRNDRTHYNERFETRI T ISVDRSKSTAYLOMDSLRAE
DTAVYFCALGGGYAMDYWGOQETLVTVES

€}

L1 5. 3Hu3

DICMTOS PSSLSASYGDRVTITCRASODISHY LHWYQQKPGRAPELLI Y YTSRLESGVPSRFSG5GSGTDYTLT]
SSLOFEDFRTYECQOERTLEWTFGGETHLE KRTSGPGDGGREEPCHRGPGGEGTRGTGPGEEVOLVOSGLELVOS
GGELELSCRASGY TETRYWHMLWVRORPGKGLEWVAETNPRNDRTNYHEKFRTRFT ISVIRSENTLY LOMDSLRAE
DTAVYFCALGGGY AMDYRGQGTLVTVSS
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Figur 10
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RCATATOARA TACCTATTGC CTACGGEAGE CGCTGGATTG TTATTACTCG
TGTATACTTT ATGLATAACG GATGLOCGTCG GUGACCTAAC AATAATGRGC

sfiT

ool

CR T - S - N VEEG D NN | R R o S R, ol - R - R -
CORCCCRGOE GROTATGACE GATATTCRGA TGACCCRGAD CACGAICAGE
GLCOGGTORE COGITACCGE CTATRAGTCT ACTGGOTCTG GTSCTIGTCG

L3 A F L&D EYT 1 &5 CR A S 0~

CTGACCGOGT TTOTGRGOER TOGTARTGACT ATTAGCTRHOD GTGCGAGOCA
GACTCGOGLR AAGACCCGLT AGCRCACTLG TARATUGACGH CACGCTOGGT
LA T - S AR E S TR N At A N T
GLGATATTAGE RACTATOTGR ACTROTRTCA GCRGRRACCEH GRTGHCACCG
COTATARTCS TTGATADACT TGACCATAGT CGTCTTTOGC CTACCGTGEHO
+ B L L I ¥ ¥ T & R L H 8 & VvV F 5

TERAACTSGCT GATITATTAT ACCAGCCGTC TGCATAGLGS TGTGOOGAGT
RCTTTGROGAE CTRAATAATRE TRGTCGECAG RCGTATOGLC ACACGLLTCD
BE'F & G & 6§ & T O Y & L T § &5 %
CETTITAGCG GCAGDGLTAS CRCCACCCAT TATAGLCTCA COATTTOTAR
GERRBATOGE COTUGCTATE GOCSTOECTA ATATOSGACT GGTARMGATT

+L E @ E D F A ‘T ¥Y F © O Q@ G M T L=

301 CCYGLARCAG GARGATTTTG
GUACCTIOTE CTTCTARAMD
r FOWOT F 6 &G
351 TGLOSTGGALD CTTTGCCOGT
ACQLIACCTC CAMACCOLNCH
5 P 6 D G G K
401 GETCCSGGLT ATGICOGTAA
CEAGGTOLGL TACCGCTATT

CGACCTATTT TTGLCRGCAG GGLARCACGL
GCTUGGATAAR AACGETCGTC CLUTTOTGLS
& T E L E I K R T 3
GoCACCARAS TGGARATTAR ACGTACTAGT
CLOTGETTIC ACCTTTARTT TGCATGATCR
6 &6 P 6 E G P & G E -
RGECEETCOE GEIRAKRGETS CROGTGOCOR
TOCGOCAGGC COOTTTCCAG GUOGAGCGET

431

LM

EDL

&3

1

Emal
Xmal
Aval Pstl

@ TR & T &€ » &6 & Qg v QO L @ QO F G-

AGGCACCAAA GOCACTGGEC CCOUGGGGETOA GGTTCAGLTG CAGLAGLCGG
TCOGTGOTTT COGTGACLCG GGCCCCCAGT CCRAGTCGAT GTCOTCOEDC
= A E L ¥ K 5 & A 5§ ¥ MW L & C R R
GTGOGLARLT GUTGARARAGE GGUGCGAGLD TERRCCTCALD CTOTCCTLOG
CACGICTTGA COACTTTTOS COGOGLTOGC ACTTGSROTC GACAGCACGL
S EY X F T R, Y W e Ry R D RR
AGCGOGCTATR COTTTACICG TTATTUGATE CTOTGLROTGC GTCRELGTOC
TUSCIGATAT CUGARATGSSC AATRACCTAC GATADCCALG CAGTCOCAGG

9 HGE L E ¥ & E T H®W PFPR W DET:-

GRGLLRCGEC CTGERATSNE TOGOHGCEAMAT TARTCOGCST AACGATIGTA
COCOETGLCE GROCTTACCE ACCOUCTTTA ATTALLLLLA TTLLTAGLAD
W ¥ W EBE K F & T RA TLET ¥ DR
CCARCTATAR CCAARAATTC AMMACCARAC CGACCCTGAC CCTCCATCGT
GETTGRTATT GLTTITTAAG TTITCOTTIC COTCGLACTG GCACCTARGCR
5 &8 T KX ¥ »m o L T ‘s kT £ E OE
AGCAGCAGTA COGUGTATAT GORGCTIGALG AGCCTGRCCT CTGAAGRTAG
TCGTCGTOST GHCGOATATA CGICGACTGD TCGGACTGGA GACTTCTATC
Bmakll

A ¥ ¥ FEC AL GGG Y AR O Y W G-

COOGATETAT TTCTGCOGOGE TGGGCGGTGS CTATROGATS GATTATTGOG

GCGCCACATA AAGACGLOGUS ACCCGUCACDC GATACGUTAC CYARTARGCLE
Eerl

Q46 7T 8% 17T ¥ 5B 5 6 G A A AN AP

GCCRGGGETAC CROCGTTACDC GTGAGTAGCG GCOGTHIGLRT COCTGCRCCA

SGETOOOSTE GTORUAATEE CACTCLTCSE COCCADLLO: GOGRCGTEET

F ¥y ¢ I F ¥ PP g 0 E QL X3 G T A-°

TCTGTCTICA TCITOCOSCC ATCTSATGRS CAGTTGAAART CTGGRRCTSL
AGATAGRAGT AGAMGLOOGE TAGACTACTC GTCAACTTTA CACCTTGACG

rEY VW E L LR W EF Y PBRE OARAEKE VG-

CTCTSTTGTG TROCTGOTGA ATAACTTOTA TOOCAGRASAG GOCAMAGTARLC
GAGARCRAVCAL ACCERCOGARET TATIGRRGAT ACGETCITIC COGTITOATG
- W E ¥ D H A L Qg 54 ¥ 353 9 E &SV

Figur 10 a) forts.

]

AGTGLAAGLT GUATARCGOC CTOCRATCGL OTRACTUCCA GLAGAGTGTC
TCACCTTCCA COTATTGLGG GACSTTALCC CATTOAGGGT CLTOTCATAL
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T E QD S K D
ACAGAGCRGG ACAGCAAGGA
TGTCTCGTCC TGTCGTTCCT

L 5 K A D Y E

GCTGAGCAAA GCAGACTACG
CGACTCGTTT CGTCTGATGC
H ¢ & L § 8§

CCCATCAGGG CCTGAGTTCG
GGGTAGTCCC GGACTCAARGC

S H H H H B H
TCACACCACC ACCACCACCA
AGTGTGGTGG TGGTGGTGGT

12

S T X s L 5 §

CAGCACCTAC AGCCTCAGCA
GTCGTGGATG TCGGAGTCGT
K H K v Y A
AGRRACACAA AGTCTRCGCC
TCTTTGTGTT TCAGATGCGG
P V T K 5 F N
CCCGTCACAA AGAGCTTCAR
GGGCAGTGTT TCTCGRAGTT

CTAGTARAT
GATCATTA

T L T
GCACCCTGRO
CGTGGGACTG

cC E V T
TGCGAAGTCA
ACGCTTCAGT
R G E
CCGCGGAGAG
GGCGCCTCTC
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Figur 10

b)
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MCATATGRAR TACCTRITG. CTACGGCRGC CGCTGGATTSG TTATTRITCS
TGTATRCTIT RTGGATAMG GATGOCGTCG GUGRCCTARG RATAATLAGE
LESh

Mool Bval
- A QP A WM A PI Q8 T Qg3 P F B
COGUOCAGCC GOUTATLOOD GATAITCAGR TUGACCCAGRG CLOGROLAGE
GLECGEETCOE COGOETAIOGE CTATRAGTLT ACTGGLTOTC GGACTCGTOS

L & A % WY & D R N T ¥ T C K A & =

CTOAGOCOCA GLOETGGHITGA TOSTSTGACC ATTRCOCTGLC GTOOOAGICA
GACTOOOGET COCACCOACT AGCRADACTGE TRATGGAOGL CROGLTCGGT

*p I 3 W Y LN W YT O QKPP G FERK R PF-

GGATATTAGE ARCTATOTGA ACTSGTATOR GCAGAAMCCG GGCAMAGCOGC
COTATARTOS TTOATAGACT THAOCATAGT OOTOTITCLE COOTTIOGOG
+ K L L. I ¥ Y T 5§ R L K & & Vv P %
COARACTGLT GATTTATTAT ACCAGCCCTC TGOATAGOGE TOTGCCGASC
GETTTGACGA CTRAATARATA THGTOOGGCAG ACSTATOGNLE ACARCGGETOG
R F 8 & & & §8 T 0O ¥T F T 1 5°§
CETTTTAGDE GUAGCGGTAG COEGCACCGAT TATRCCTTTA CCATTAOLARG
GOMRAATOOC COGTOGCCATC GOCGTOGCTA ATATGGAART GOTAMTOGTC
Patl

LLapr B O FA T YFE® 490 G0 T L-

COTGLARCOS GRAGATTTTE CGACCTATTT TTSCCAGIRG GOTARACRCGC
CGACGTOGEE CTTCTARAARD GUTCGGATARA MVCGGTCGTC COSTTOTGOG
L rRoT F & &6 & T K L E 1 ® R T 5
THLOLTHGRE CTTTGLOGELT GOCACCARRL TGHRAATTAA ACGTROUTAGT
MOGGSACCTG GAAACCOCCA COGTOOTTTG ACCTITAATT TOOATGRTCA
&P B Db G G K % & F &6 RGP GG E
GOTCOGHGCE ATGOOGHTANA RAGGCGSTOCG GOCRMGGTE COIGTHRCGA
CCRGLICOOGT TACCOGCCATT TOCCCOAGGT COCTTTOCAC COCCACRCOT

Exat

Xmal

Aval

&G T B G T 6 P GG E ¥ gL W0 85 G-

BOGCRCCARE GOCACTOOGC COGLOGOGTGR ACTTCAGLTS GTGCRGRGCG
TCOGTEETTT COSTGACCOS QGCCOOCACT TCAAGTIGAC CACGTCTCOGE
= G G L v oQ 5 4 o 8 L R L 5 c B A
GLGGTEETCT GUTTCAGRGS GETGROAGLL TGCGICTRRS CTGTOGTELG
COCCACCAGR COARGTCTON CCACOGTCGS ACGCAGALTL GRCAGCACGC
£ ¢ ¥ 7T F T E ¥ W N L W VR QK P
BLCGECTATA COTICACIOL TYATTLGATS LTCTHGGTED GTCARCCTIC
TOROOCHTAT GRAAGTGRGL AATARCCTAC GACACCCACT CAGTOGCATG

& H & L E W ¥ 6 £ & » ¢ R W O R T-

GOOCCACCGOD CTGOAATGGRE TOOGLOAAAT TAATLOGEGT ARCGATCCTA
CCOGGTGCCG GACCTTACCE ACCOGLTTTA ATTAGGCGOR TIGLCTAGCAT
* B Y W E kK F T R T TETA ¥y D R
SCAACTATAR COARAAMATIT RAAACCCCGCT TCACCATTASZ COTCLATCOT
SETTGATATT GCTITTTIAMA TTTTGGGCGA AGTGSTAATL GCACCTAGLA
Patl
E K. 8 7 A ¥ L @ 8D 5 L K A E DT
ROCARAAGCR COGCOTATCT GCAGATOGAT ACOCTHOGTO COGRAGATAC
TLGTTITCLT GOCOCATAGA COTCTACLTA TORGROGCAL GOOITCTATE
BasHIl

A N Y F C R L & &G E Y A M DY W G-

COCGOTGTAT TTTTGCGOGC TOOGCEETEE CTATGOGRTG GRTTATTGGE

GOGCCACATA AMARCGCGCG ROCCGUTACC GATACGCTAC CTARTAACCC
Worl

0 &6 T L ¥YT ¥V 8 F G & A A A AP

GOCAGROCAL CCTOGGTTACC GTGAGCRGCG GCGSTSLGHE CGLTGLACCA

COETCICGTE GGACCRATGS CRCTCOTOGRE COCCACSOCO GOGACGTGHT

B ¥ F I B PP -5 0O B Lok 8. &G T K

TCIGTCITCR TOTTCOCCGOT ATCTCATGALR CAGTTRAAAT CTGGRROTGC

Figur 10 b) forts.

AGACRGRAGT RGARGGGCOS TROACTROTE GTCAACTITTA GRACOCTTGRCS

5 W ¥ ¢ L LK M FY P ERE ARV Q-
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AGTGGAAGGT GGATARCGCC
TCACCTTCCA CCTATTGCGG
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ACAGAGCAGG ACAGCAAGGA
TGTCTCGTCC TGTCGITCCT

+ L § K A P Y E

GCTGAGCAAR GCAGACTACG
CGACTCGTTT CGTCTGATGC

H Q G L 5§ s
CCCATCAGGG CCTGAGTTCG
GGGTAGTCCC GGACTCAAGC
$§ H H H H H H
TCACACCACC ACCACCACCA
AGTGTGGTGG TGGTGGTGGT

ATAACTTCTA
TATTGAAGAT

L Q@ 8§ G

CTCCAATCGG
GAGGTTAGCC
s T Y
CAGCACCTAC
GTCGTGGATG

K H K
AGAARCACAA
TCTTTGTGTT

P Vv T
CCCGTCACAR
GGGCAGTGTT

EIEEEY
CTAGTAATT
GATCATTAA

14

TCCCAGAGAG GUCARRGTAC
AGGGTCTCTC CGGTTTCATG
N 3 Q E s V¥
GTRACTCCCA GGAGAGTGTC
CATTGAGGGT CCTCTCACAG
S L 5 s T L T
AGCCTCAGCA GCARCCCTGAC
TCGGAGTCGT CGTGGGACTG
v Y A cC B V T
AGTCTACGCC TGCGRAGTCA
TCAGATGCGG ACGCTTCAGT
s F N R G E
AGAGCTTCABR CCGCGGAGAG
TCTCGARGTT GGCGCCTCTC
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Figur 10
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L1-9.3Hu3 humanisert enkeltkjedeantistoff

a1

o1

151

201

ol

51

S0l

451

sl

L]

EQ1

Kdel

W E ¥ L L T A A A G L L L L A

ACATATCAAA TACCTATTEC CTACGGCASC COCTGCATTS TIATTACTCG
TGTATACTTT ATGOATAACG CATSCCGTOR GOGACCTARTC AATAATGAGS
sfil
Mool Aval
A QG P A KR A DI QM T G & P BB
CHECOCAGIE GGOCATGEOD GATATICASA TSACCCAGRG CCCGRGUAST
GoOCOETCLE COCOTACCOLE CTATRAGTET ACTGCOTCTL COGUTOETCE

L& A Y e e R AV T TCR, N & O-

CTGARCGOGR GOGTORGTEA TOGTGTIGALC ATTACCIGEC GTGIGAGCCA
GACTOGOGET CECACCCACT AGCACROTSG TARTGGMOGG CACGCTCGST

DI 3 MY L W WY Q @ KPP T FEAPF:-

GEATATTAGL RACTATCTGA ACTGGTATCA GCAGRAACCG GOCARRGUGE
CETATAATCS TTGATAGACT TGACCATAGT COGTOTTTGRD COGTTTOGLG
vk L L L % ¥ T o83 K L M & G W P 3
CHARACTOLT GATTTATTAT ARCCAGOOGTC TGOATAGOGE TOTGCOGRGE
SLTTTGACGR CTAARTRAATA TGEUCGGLAL ACGTATOGLC ACACGLOTCL
EF 3 & 326 5% 4 T0 ¥ T LT I 38 5-
CATTTTAGLS GOAGCGSTAG COGCACCHAT TATACCCTGA CCATTAGCAG
GTAMRATCCC COTCCLCATC GDCGTREITA ATATGLGACT SOTAATCOTC
FPELL

i1 & E B F A T Y F CO0OH G HT L-

COTGUALLLG GAAGRTTTTG COACCTATTT TTUCCAGCAD GOUAACADGC
GRACGYCCOC CTTCTAAMAD GOTGORTARA RACCOTOLTC COLTTETGER
W T ¥ 6 5 G T K L E I K R TS
TGOOGTGEAC CTTTGOOGST GGOACTARMAC TGGARATTAM ACGTACTAGT
ASGRLRCCTE GRAACCGLIR COGTORTTTE ACCTITAATT TGCATGATECA
G P GD GG X G & PF G KGPF G 6 B
GLTCCCLLIC RTGLOGGTAR AGCOGITIOS GOUARAGGTC COGGTOSOGA
CORGEECCCTE TACCOOCATT TCOODOIACOS CCCTTICCAS CCCCACCGCT

Smal

Hnal

Aval

5 T ¥ & T & P G G E ¥ QL ¥ Q5 G-

AGGCRCICAAA GUUACTUGSS COGOGLEETGRA AGTTLAGCTE GIGCAGAGCG
TCOGTGATTT COGTGRACCCS GGOCCCCACT TORAGTCGAC CACGTCTCGE
= 6 G L ¥ 9 5 G 68 L 2 L 5 C R A

GCEETEETLT GOTTORAGASS GOTGGLAGCT TGHIGTCTGAG CTGTOGTGOR
COLCALCAGA COARGTCTOS, CORCCOTLGG ACGLAGACTC GACMICACGD
2 6 YT FT R ¥ W H L W ¥ R 08 P
AGCGGCTATA CCTTTACCCS TTATTGCATG CTGTLGITED GTCAGLLTCC
TCGCCOATAT GOAMATOGED AATAACCTAL GRCACCOIACT CAGTOECAGE

=% ¥ & L E W ¥V A& E I W P R K D R T-

COOTAARGEC CTEGAATGEL TOGOGLAANT TAATCULOGT AACGATCCOTR
CCCATTITOCE GACCTTACCT ACCGCCITTA ATTAGGIGOR TTGCTAGCAT
L T S E E F F T R F T 1 5 Y O R
CORACTRATAA CRARARATTT ARARCCCGET TCRCCATTAS COTGRRTOST
GSTTGATATT GEITTTTARR TTTTGGGOGA AGTGGTRATC GCACCTAGCR
L1
5§ % @ * LY L O A8 D S5 LB K E B T
AGCAMRRACEK COCTGTATCT GCAGATOGAT AGCCTROETG CGGRAGATAC
TCETTTITET GOSACATAGR COTCTACCTA TOGSACGCAC SCCTTCTATS
Bo3HIL
+R ¥ ¥ F COA L G & G ¥ A MW DY ¥ G
CEOEETOTAT TITTGOGCGE TGLGGCGETEC CTATOOGATG GATTATIGGG
GCGOCACATR RRAACGOGLS ACCCGOCACT GATACGCTAC CTRRATRACCC
Mabtl
Q4 T L ¥YvT W8 3 &8 S A A AR AP
GLIAGLELAL CCTGCTTACC GTGAGCRGUG GUGUTGLLOGD COCTUCARICR

Figur 10 ¢)forts.

COETCOCGTE GOACCAATGS CACTCGTCGE COCCACOCCG GLGROGTGET
5 ¥ FI F P P & DE © L K 5 G T A-¢
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Figur 12

a)

GAAGAGTTAGCCTTGCAGCTGTGCTCAGCCCTAAATAGT TCCCAAAAATTTGCATGCTCTCACTTC
CTATCTTTGGGTACTTTTTCATATACCAGTCAGATTGTGAGCCATTGTAATTGAAGTCAAGACT CA
GCCTGGACATGATGTCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTCTTCAAGGTAAAAGT
TACTACAATGGGAATTTTGCTGTTGCACAGTGATTCTTGTTGACTGGAATTITGGAGGGGTCCTTT
CTTITCCTGCTTAACTCTGTGGGTATTTATTIGTGTCTCCACTCCTAGGTACCAGATGTGATATCCA
GATGACACAGACTACATCCTCCCTGTCTGCCTTTCTGGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAG
GGCAAGTGAGGAGATTAGGAATTATTTAAACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACTGTTAAA
CTCCTTATCTATIACAGATCAAGATTACACTCAGGAGTCCCCTCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGT
CTGGAACAGATTATTCTCTCACCATTAGCAACCTGGAGCAAGAAGATTTTGCCACTTACTTTTGC
CAACAGGGTAATACGCTTCCGTGGACATTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGTAAA
TAGAATCCAAAGTCTCTTTCTTICCGT IGTCTATGTCTGTGGCTTCTATGTCTACASATGATGTAT

b)

TTCAGCATCCTGATTCCTGACCCAGGTOTCCCTTCTTCTCCAGCAGGAGTAGGTGCTCATCTAAT
ATGTATCCTGCTCATGAATATGCAAATCCTCTGAATC TACATGGTARATGTAGGTTTGTCTATATCA
CACACAGAAMAACATGAGATCACAGTTCTCTCTACAGTTACTGAACACACAGGACCTCACCATGG
GATGGAGCTATATCATCCTCTTTITGGTAGCAACAGCTACAGGTAAGGGGLTCACAGTAGAAGG
CTTGAGGTCTGGCCATATACATGGGTGACAGTGACATCCACTTTGCCTTTCTTTCCACAGATGTS
CACTCCCAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAACTGGTGAAGTCTGGGGCTTCAGTGAAC
CTGTCCTGCAGGGLTTCTG R TARAG R ACRAGATAGTGGATGCTCTGEGGTGAGGCAGAGS
CCTGGACATGGCCTTGAGTGGGTTGGAGAGATTAATCCTCGCAALGATCGIACTAATTACAATG
AGAAATTCAAGACCAAGGCCACACTGACTGTAGACCGATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAAC
TCACCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTTICTGTGCCCTGGGGGEEGGCTATGCTAT
GGACTATTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTCTCCAGGTCT
TAATTT T TAACCTTTGTTATGGAGTTTTCTGAGCATTGCAGACTAATCTTGGATATTTGTCCCTGAS
GGAGCCOGGUTGAGAGAAGTTGGGRAAATAAACTETC TAGGGATCTCABAGCCTTTAGGACAGATT
A

NO/EP2170956



Figur . 13

A)

B)

Gjennomsnittliz fluorescens

100 -

10

18

[---- pBMC

——— Tumorceller

LTETHE

Il

Te-11

Antistofflkonsentrasjon [M]

ie-10

(estimert)

Kp [M]
Tumor- | & 5100
celler
PBMC =4 x 108

1e-T

NO/EP2170956



Figur 14

A)

19

endelig konsentrasjon [pgimi]

m
=

THF-alfa

:

g

g

endelig konsentrasjon[pging
- a

LimAb OKTY = L1 mab OKT3

LF5

| |mdonorm s

Bdonor & ¥

B denor#® 3

NO/EP2170956



NO/EP2170956

20
Figur 15
1,800
1,600 - =
1,400 - —— —
1,200
8 1,000 - =¥ "r
0,800 : ?
0,600 - %
] . .
0,400 %
e
0,200 %
0.000 A . a @ Pamm |
@ t =
42 E |
| OKT3 75 ngimL |
Eumr #2 B :Ionur#‘i|
Figur 16
L1-9.3 11A 1410 OV52.24 OV549.20 35.9 38,12
= _-I-_— + —.,..+ - * = =+
25uuDF- ' -
148KD ? ‘ 'H
OBk D 2 m— 'a_. :




Figur 17

21

A} Dﬂ'DSﬂ:ﬂlhﬂESLﬂﬂ&lBr til an L! 9 3] b-eha.ndlet
kanin. farget med anti-muse-antistoff

amphﬁkai]u-ﬂsa}- stem CEA

8) Oppsamlingskanaler til en L1 3-behandlet

kanin_ farget med anti-muzs-antistoff

konvensionell ABC-metods

| Dppiamh.ﬂuka.ﬂalﬂ til en PBS-behandlet

Tontrollkanin, farget med anti-musze-antistoff
Maszativ kontroll (amplifikasjonssystem CBA)

o) Dprps-aﬂﬂmt{ska.ﬂaler tﬂ en PES-behandlet
kontrollkanin, farget med L1-2.3 og anti-muse-
anfistoff

a.ﬂrplﬁLai_]nnaa’yataﬂ’l C3A

NO/EP2170956



22
Figur 18
&
ab hu3
i | B ab chiL19.3
=
' 1,::;::_:
y :-I = ] ] 1 P
1 1 EII‘ ]
L1-PE
SKOV3ip pcDNA 3.1 Luciferase
Figur 19
dag 33
=0,0021 -
1.0x10 . : .
p=0,0009 -+
—- 08,
~  8.0x10
L=
&
v 6.0x1008:
=
= 4.0x100%84
il
=
2.0x100%84
0.0

NO/EP2170956



NO/EP2170956

23

p=0,0002

dag 36

oy ProTaof-raisddos]Jommn ]

Fipur 20



NO/EP2170956

24

Figur 21 A

Caspase-3/-7 -aktivitet:
i PT45res-celler etter stimulering med gemecitabin og L.1-9.3-antistoff
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Figur 218

Caspase-3/-T -aktivitet:
i PT45res-celler etter stimulering med etopsid og L1-9.3-antistoff
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Figur 22 A

. Caspase-3/-T-aktivitet:
i Colod5T-celler etter stimulering med gemeitabin og L1-9.3-antistoff
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Figur 22 B

Caspase-3/-T -alkdtivitet:
i Colo357-celler etter stimulering med etopsid og 1.1-9.3-antistoff
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