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MIDDEL MALRETTET MOT CD138 OG ANVENDELSER DERAV

KRYSSHENVISNING TIL RELATERTE SOKNADER

Denne sgknaden krever prioritet fra den midlertidige US-sgknad 61/016,630,
innlevert 26. desember 2007.

OPPFINNELSENS OMRADE

Den foreliggende oppfinnelsen vedrgrer forbedrede malrettede midler for
antigenet CD138 s3 vel som sammensetninger som omfatter de malrettede

midlene og fremgangsmatene for deres anvendelse.

BAKGRUNN

CD138, som virker som en reseptor for den ekstracellulaere matriks, blir
overuttrykt pa multippelt myelom-celler (MM-celler) og er vist & pavirke
utviklingen og/eller proliferasjonen av MM-celler. CD138 blir ogsd uttrykt pa
celler i eggstokkarsinom, nyrekarsinom, gallebleerekarsinom, brystkarsinom,
prostatakreft, lungekreft, kolonkarsinom-celler og celler i Hodgkins og ikke-

Hodgkins lymfom, kronisk lymfatisk leukemi (CLL) for & nevne bare noen f3.

Av praktiske hensyn henvises det til publikasjoner og annet materiale, inkludert
patenter, heri, ved forfatter og dato i etterfglgende tekst og/eller alfabetisk etter

forfatter i den vedlagte bibliografi.

Tassone et al. (2004) har rapportert utmerket binding av det murine IgG1-
antistoff B-B4 til CD138-antigen som blir uttrykt pa overflaten av MM-celler.
Tassone rapporterte ogsd hgy cytotoksisk aktivitet av immunkonjugatet B-B4-
DM1, som omfatter mytansinoidet DM1 som et effektormolekyl, mot flere
myelomceller (se ogsa US-patentsgknad 20070183971).

Det er fremdeles behov for et malrettet middel, spesielt et malrettet antistoff
basert p& B-B4, som er uten visse egenskaper og/eller funksjoner som er
relatert til B-B4. Et slikt malrettet antistoff kan omfatte én eller flere
antistoffregioner av et humant antistoff. Det er spesielt behov for et kimerisert

antistoff basert p& B-B4, som binder CD138 like effektivt som B-B4, men som
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kan administreres til mennesker uten signifikante bivirkninger. Det er ogsa
fremdeles behov for et malrettet middel som har en bindingsaffinitet som
overskrider bindingsaffiniteten til B-B4. Det er ogsa behov for et slikt B-B4-
basert, malrettet middel som oppviser én eller flere fordelaktige egenskaper i
forhold til dets murine motstykke. De egenskapene omfatter forbedret
antigenbinding, spesielt av CD138-uttrykkende tumorceller og celler som

medvirker til dette, eller mer homogen binding.

KORT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer et immunkonjugat som omfatter et
konstruert, malrettet antistoff som gjenkjenner CD138, og et effektormolekyl for
indusering av celledgd, hvori det konstruerte, malrettede antistoff omfatter en
tungkjede som har minst 90 % sekvensidentitet med SEQ ID NO: 1, og en
lettkjede som har minst 90 % sekvensidentitet med SEQ ID NO: 2, hvori (a)
tungkjeden omfatter aminosyrerestene 31 til 35(CDR1). 51 til 68 (CDR2) og 99
til 111 (CDR3) av SEQ ID NO:1, og (b) lettkjeden omfatter aminosyrerestene 24
til 34 (CDR1), 50 til 56 (CDR2) og 89 til 97 (CDR3) av SEQ ID NO:2, og hvori det

konstruerte, malrettede antistoff er av en IgG4-isotype.

Det konstruerte, malrettede antistoff i immunkonjugatet kan videre omfatte
aminosyrerestene 123 til 448 av SEQ ID NO: 1, og mutasjoner derav som (i)
opprettholder eller reduserer den antistoffavhengige cytotoksisitet og/eller
komplementavhengige cytotoksisitet av det konstruerte, malrettede antistoff,
og/eller (ii) stabiliserer det konstruerte, malrettede antistoff. Det er mer
foretrukket (a) at tungkjeden har minst 95 % sekvensidentitet med SEQ ID NO:
1; og (b) lettkjeden har minst 95 % sekvensidentitet med SEQ ID NO: 2.

Det konstruerte, malrettede antistoff i immunkonjugatet kan vaere et kimeert

humant/muse-antistoff.

Det konstruerte, malrettede antistoff i immunkonjugatet kan omfatte en
tungkjede som har SEQ ID NO: 1 og en lettkjede som har SEQ ID NO: 2.

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer videre en farmasgytisk
sammensetning som omfatter immunkonjugatet som er beskrevet ovenfor, og

en farmasgytisk akseptabel baerer.
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Videre tilveiebringer den foreliggende oppfinnelsen immunkonjugatet som er
beskrevet ovenfor, for bruk i medisin, og spesielt immunkonjugatet for bruk i en
behandling rettet mot tumorceller, hvori det konstruerte, méalrettede antistoff i
immunkonjugatet binder CD138 som er uttrykt pa CD138-uttrykkende celler.

Den foreliggende beskrivelsen tilveiebringer ogsa en fremgangsmate for

homogen binding til CD138 som omfatter:

tilveiebringing av et konstruert, malrettet antistoff, hvori det konstruerte,

malrettede antistoffet omfatter

en antigenbindende region mot CD138, hvori den antigenbindende regionen er

av et ikke-humant antistoff, og

en ytterligere antistoffregion, hvori minst en del av den vytterligere
antistoffregionen er av et humant antistoff, og

administrering av det konstruerte, malrettede antistoffet til CD138-uttrykkende

celler,

hvori det konstruerte, malrettede antistoffet homogent binder CD138 som er
uttrykt p& de CD138-uttrykkende cellene.

Den foreliggende beskrivelsen tilveiebringer ogsd et isolert polypeptid som
omfatter en aminosyresekvens av tungkjeden eller en del derav, hvori
immunglobulin-tungkjeden eller del derav har minst 70 %, minst 80 %, minst 90
%, minst 95 % eller minst 98 % sekvensidentitet med SEQ ID NO:1, hvori et
malrettet middel som omfatter immunglobulin-tungkjeden eller del derav, er
rettet mot CD138.

Nevnte immunglobulin-tungkjede eller del derav kan ha minst 80 %, minst 85
%, minst 90 %, minst 95 % sekvensidentitet med restene 31 til 35, restene 51
til 68 og restene 99 til 111 av SEQ ID NO:1 og det malrettede middelet kan

veere et konstruert, malrettet antistoff.

En konstant region av immunglobulin-tungkjeden eller delen derav kan veere en

IgG4-isotype konstant region.

Det malrettede middelet kan veere et kimaert humant/muse-antistoff.
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Det malrettede middelet eller det konstruerte, malrettede antistoffet kan veere et

humanisert antistoff.

Det isolerte polypeptidet kan videre omfatte en aminosyresekvens av en
immunglobulin-lettkjede eller del derav, hvori immunglobulin-lettkjeden eller del
derav kan ha minst 70 %, minst 80 %, minst 90 %, minst 95 % eller minst 98
% sekvensidentitet med SEQ ID NO:2.

Det isolerte polypeptidet kan videre omfatte en aminosyresekvens av en
immunglobulin-lettkjede eller del derav, hvori immunglobulin-lettkjeden eller del
derav har minst 75 %, minst 85 %, minst 95 % eller minst 97 %
sekvensidentitet med restene 24 til 34, restene 50 til 56 og restene 89 til 97 av
SEQ ID NO:2.

Immunglobulin-tungkjeden kan veere identisk med sekvensen av SEQ ID NO:1.

Immunglobulin-lettkjeden kan vaere identisk med sekvensen av SEQ ID NO:2.

Den foreliggende beskrivelsen tilveiebringer ogsd et konstruert, malrettet
antistoff som gjenkjenner CD138 og som omfatter

en antigenbindende region mot CD138, hvori den antigenbindende regionen er
av et ikke-humant antistoff, og

en ytterligere antistoffregion, hvori minst en del av den ytterligere
antistoffregionen er av et ikke-humant antistoff, hvori det konstruerte,

malrettede antistoffet

(a) binder CD138 med en bindingsaffinitet som overskrider bindingsaffiniteten til

det ikke-humane antistoffet; og/eller

(b) tilveiebringer homogen binding til CD138 p& CD138-uttrykkende celler.

Den vytterligere antistoffregionen kan veere minst én konstant region som
omfatter en konstant tungkjederegion eller en del derav, som er av et humant

antistoff, og hvori det konstruerte antistoffet er av en IgG4-isotype.

Det konstruerte, malrettede antistoffet kan veere et kimeert antistoff, og det

ikke-humane antistoffet kan veere B-B4.
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Det konstruerte, malrettede antistoffet kan vaere et humanisert antistoff, og det

ikke-humane antistoffet kan vaere B-B4.

Tungkjeden kan ha minst 70 %, minst 80 %, minst 90 %, minst 95 % eller
minst 98 % sekvensidentitet med SEQ ID NO:1.

Det konstruerte, malrettede antistoffet kan omfatte minst én lettkjede, hvori
lettkjeden har minst 70 %, minst 80 %, minst 90 %, minst 95 % eller minst 98
% sekvensidentitet med SEQ ID NO:2.

Tungkjeden kan ha minst 80 %, minst 85 %, minst 90 %, minst 95 % eller 100
% sekvensidentitet med restene 31 til 35, restene 51 til 68 og/eller restene 99
til 111 av SEQ ID NO:1. Lettkjeden kan ha minst 75 %, minst 85 %, minst 95
%, minst 97 % eller 100 % sekvensidentitet med restene 24 til 34, restene 50 til
56 og/eller restene 89 til 97 av SEQ ID NO:2.

Den ytterligere antistoffregionen kan omfatte:
(a) aminosyrerestene 123 til 448 av SEQ ID NO: 1, og/eller

(b) aminosyrerestene 108 til 214 av SEQ ID NO: 2, respektivt og mutasjoner
derav som opprettholder eller reduserer den antistoffavhengige cytotoksisitet
og/eller komplementavhengige cytotoksisitet av de konstruerte, malrettede
antistoff-mutasjonene derav, som og/eller stabiliserer det konstruerte,
malrettede antistoffet.

Den ytterligere antistoffregionen kan vaere en konstant tung region av et humant

antistoff.

Det konstruerte, malrettede antistoffet kan binde CD138 med en mélvariasjon pa
mindre enn 150 %, 140 %, 130 %, 120 %, 110 %, 100 %, 90 %, 80 %, 70 %,
60 % eller 50 %.

Tungkjeden kan ha minst 70 %, minst 80 %, minst 90 %, minst 95 % eller
minst 98 % sekvensidentitet med SEQ ID NO:1.
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Det konstruerte, malrettede antistoffet kan omfatte minst én lettkjede, hvori
lettkjeden har minst 70 %, minst 80 %, minst 90 %, minst 95 % eller minst 98
% sekvensidentitet med SEQ ID NO:2.

Tungkjeden kan ha minst 80%, minst 85%, minst 90%, minst 95%
sekvensidentitet med restene 31 til 35, restene 51 til 68 og restene 99 til 111 av
SEQ ID NO:1.

Tungkjeden kan ha minst 75%, minst 85%, minst 95% eller minst 97%
sekvensidentitet med restene 24 til 34, restene 50 til 56 og restene 89 til 97 av
SEQ ID NO:2.

Den foreliggende beskrivelsen tilveiebringer ogsa en farmasgytisk
sammensetning som omfatter eller bestdr hovedsakelig av det konstruerte,

malrettede antistoffet og en farmasgytisk akseptabelt baerer.

Et hybridom som produserer den konstruerte malrettingen er ogsa en del av den

foreliggende beskrivelsen.

Den foreliggende beskrivelsen omfatter ogsa en antistoffbasert analyse som
omfatter det konstruerte, malrettede antistoffet.

Den foreliggende beskrivelsen tilveiebringer ogsa det konstruerte, malrettede
antistoffet som er beskrevet her, for anvendelse i medisin. Spesielt omfatter det

konstruerte, malrettede antistoffet:

en antigenbindende region mot CD138, hvori den antigenbindende regionen er

av et ikke-humant antistoff, og

en ytterligere antistoffregion, hvori minst en del av den ytterligere

antistoffregionen er av et humant antistoff.

Mer spesielt er det konstruerte, malrettede antistoffet for anvendelse i en

behandling malrettet mot tumorceller.

Den foreliggende beskrivelsen tilveiebringer o0gsd anvendelsen av det

konstruerte, malrettede antistoff som er beskrevet her, for fremstillingen av et
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medikament malrettet mot tumorceller. Spesielt omfatter det konstruerte,

malrettede antistoffet:

en antigenbindende region mot CD138, hvori den antigenbindende regionen er

av et ikke-humant antistoff, og

en ytterligere antistoffregion, hvori minst en del av den ytterligere

antistoffregionen er av et humant antistoff.

I disse medisinske anvendelsene skal mer spesielt det konstruerte, malrettede
antistoffet administreres til et individ med CD138-uttrykkende celler. Videre er
det konstruerte, malrettede antistoffet i stand til homogen binding av CD138

som er uttrykt pd de CD138-uttrykkende cellene.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

FIG. 1 tilveiebringer en skjematisk fremstiling av nBT062 som har

effektormolekyler tilknyttet.

FIG. 2 er en kjemisk fremstilling av BT062.

FIG. 3 viser omdannelsen av ansamitocin P-3 til maytansinol
(stereokjemi er for enkelhetens skyld utelatt).

FIG. 4 viser et representativt synteseskjema for DM4.

FIG. 5 er en skjematisk fremstilling av en antistoffkonjugasjon (nBT062 til
DM4).

FIG. 6 viser en analyse av bindingen av nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1,
nBT062-SMCC-DM1 og nBTO062-antistoff til OPM-2-celler. Forskjellige
konsentrasjoner av nBT062 og konjugater ble gitt til cellene, og gjennomsnittlig

fluorescens ble malt ved FACS-analyse.

FIG. 7(A)-(D) viser in vitro cytotoksisitet av nBT062-DMx-konjugater mot
MOLP-8 (CD138%) og BJAB (CD138")-celler. Cellene ble dyrket i flatbunnede
plater og ble inkubert med de angitte konsentrasjoner av immunkonjugater i 5
dogn. WST-reagens ble tilsatt i ytterligere 3 timer for & vurdere cellenes
levedyktighet. I (D) ble cytotoksisk aktivitet av nBT062-SPDB-DM4 analysert i

neerveer eller fravaer av blokkerende antistoff (1 yM nBT062).
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FIG. 8 viser tumorvolum for individuelle mus som var behandlet med (A) PBS,
(B) nBT062-antistoff, (C) fritt DM4 eller (D) ikke-malrettet konjugat huC242-
DM4 over tid (dagn) etter inokulering med MOLP-8 tumorceller.

FIG. 9 viser tumorvolum for individuelle mus som var behandlet med (A) PBS,
(B) nBT062-SPDB-DM4, (C) B-B4-SPP-DM1 eller (D) nBT062-SPP-DM1 over tid
(dggn) etter inokulering med MOLP-8 tumorceller.

FIG. 10 viser gjennomsnittlig tumorvolum (+/- SD) av MOLP-8 multippelt

myelom-xenografter hos CB.17 SCID-mus over tid (dggn) etter inokulering.

FIG. 11A og B viser anti-tumor-aktiviteten til nBT062-DMx mot CD138* MOLP-8
tumorceller i en omfattende MOLP-8 tumormodell med SCID-mus. Tumorvolum
er oppgitt som gjennomsnitt (+/- SD) for hver gruppe.

DETALJERT BESKRIVELSE AV FORSKIELLIGE OG FORETRUKNE
UTFORELSESFORMER

Den foreliggende beskrivelsen vedrgrer malrettede midler, spesielt CD138-
rettede antistoffer, mer spesielt konstruerte, CD138-rettede antistoffer.
Immunkonjugatene ifglge den foreliggende oppfinnelsen omfatter de
konstruerte, CD138-rettede antistoffene som muliggjgr avlevering av
effektormolekylet/ene til malsteder og den stedsspesifikke frisetting av
effektormolekylet/ene i, pa eller nar malceller, -vev og -organer.
Effektormolekylene kan bli aktivert ved spalting/dissosiasjon fra den malrettede

middel-delen av immunkonjugatet ved malstedet.

Antistoffene  og/eller immunkonjugatene som omfatter samme, kan
administreres til en pasient som har behov for terapeutisk behandling, eller til
celler som er isolert fra en slik pasient som har behov for terapeutisk
behandling. Effektormolekylet  eller -molekylene kan frisettes fra
immunkonjugatet ved spalting/dissosiasjon i, pa eller naer malcellen, -vevet eller

-organet.

Som ett eksempel kan antistoffet nBT062 anvendes i en kromografisk analyse.
Formalinfiksert, parafininnstgpt vev fra en pasient blir tilveiebrakt. Antistoffet
nBT062 blir tilsatt som et primaert antistoff, og overflateuttrykt CD138 pa vevet
binder antistoffet. Et detekterende antistoff blir tilsatt for & binde nBT062. I et
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siste trinn blir denne bindingen av det detekterende antistoffet, som omfatter et
kromogen, bestemt. Antistoffet nBT062 blir brukt for @ identifisere humane
plasmocytter blant hemopoietiske celler og muliggjgr derved diagnostisering av
en rekke hematologiske maligniteter. Fremgangsmaten gjgr det ogsa mulig a
falge progresjonen av visse karsinomer. En reduksjon av uspesifikk deteksjon pa
grunn av redusert kryssreaktivitet med Fc-reseptorer er observert ndr nBT062

benyttes, i motsetning til sitt murine motstykke.

Som et annet eksempel blir nBT062-antistoffet og et immunkonjugat som
omfatter antistoffet nBT062 og minst ett sveert cytotoksisk legemiddel eller et
immuntoksin som et effektormolekyl, tilveiebrakt og administrert til en pasient
med kreft. I dette eksemplet beskytter en effektiv mengde av nBT062 CD138-
uttrykkende ikke-tumorceller mot en terapeutisk effektiv. mengde av
immunkonjugatet som senere blir administrert intravengst til en pasient slik at
det blir konsentrert i de cancergse cellene. Effektormolekylet eller -molekylene
frisettes fra antistoffmalet ved bruk av eksterne midler, for & indusere celledgd

eller kontinuerlig cellesyklusstans i kreftcellene.

CD138 eller syndecan-1 (ogsd beskrevet som SYND1; SYNDECAN; SDC; SCD1;
CD138 ANTIGEN, SwissProt tilgangsnummer: P18827 human) er et
membranglykoprotein som opprinnelig ble beskrevet 3 foreligge pa celler av
epitelial opprinnelse og som senere ble funnet pd& hematopoietiske celler
(Sanderson, 1989). CD138 har et langt ekstracellulzert domene som bindes til
Igselige molekyler (f.eks. vekstfaktorene EGF, FGF, HGF) og til ulgselige
molekyler (f.eks. til ekstracelluleer matriks-komponentene kollagen og
fibronektin) gjennom heparansulfatkjeder (Langford, 1998; Yang, 2007) og
virker som en reseptor for den ekstracellulaere matriks. CD138 medierer ogsa
celle til celle-adhesjon gjennom heparinbindende molekyler som blir uttrykt av
adherente celler. Det er vist at CD138 har en rolle som en koreseptor for
vekstfaktorer for myelomceller (Bisping, 2006). Studier av
plasmacelledifferensiering viste at CD138 ogsa ma betraktes som et

differensieringsantigen (Bataille, 2006).

Ved malign hematopoiese blir CD138 kraftig uttrykt pd de fleste MM-celler,
eggstokkarsinom-, nyrekarsinom-,  galleblaerekarsinom-, brystkarsinom-,
prostatakreft-, lungekreft-, kolonkarsinomceller og celler fra Hodgkins og ikke-

Hodgkins lymfomer, kronisk lymfatisk leukemi (CLL) (Horvathova, 1995), akutt
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lymfoblastisk leukemi (ALL), akutt myeloblastisk leukemi (AML) (Seftalioglu,
2003 (a); Seftalioglu, 2003 (b)), fastvevsarkomer, kolonkarsinomer samt andre
hematologiske maligniteter og faste tumorer som uttrykker CD138 (Carbone et
al., 1999; Sebestyen et al., 1999; Han et al., 2004; Charnaux et al., 2004;
O'Connell et al.,2004; Orosz og Kopper, 2001).

Andre krefttyper som er pavist & veere positive for CD138-ekspresjon, er mange
eggstokk-adenokarsinomer, overgangscelle-blaerekarsinomer, clear cell-
nyrekarsinomer, plateepitelcelle-lungekarsinomer; brystkarsinomer og
livmorkrefttyper (se for eksempel, Davies et al., 2004; Barbareschi et al., 2003;
Mennerich et al., 2004; Anttonen et al., 2001; Wijdenes, 2002).

I det normale humane hematopoietiske kompartment er CD138-ekspresjon
begrenset til plasmaceller (Wijdenes, 1996; Chilosi, 1999), og CD138 blir ikke
uttrykt pa perifere blodlymfocytter, monocytter, granulocytter og rgde blodceller.
Spesielt CD34" stam- og progenitorceller utrykker ikke CD138, og anti-CD138
mAbs pavirker ikke antallet kolonidannende enheter i hematopoietiske
stamcellekulturer (Wijdenes, 1996). I ikke-hematopoietiske kamre blir CD138
hovedsakelig uttrykt pa enkelt og stratifisert epitel i lunge, lever, hud, nyre og
tarm. Kun svak farging ble sett pd endotelceller (Bernfield, 1992; Vooijs, 1996).
Det er rapportert at CD138 foreligger i polymorfe former i humane lymfomceller
(Gattei, 1999).

Monoklonale antistoffer B-B4, BC/B-B4, B-B2, DL-101, 1 D4, MI15, 1.BB.210,
2Q1484, 5F7, 104-9, 281-2, og spesielt B-B4, er rapportert 3 vaere spesifikke for
CD138. Av disse gjenkjente B-B4, 1D4 og MI15 bade det intakte molekylet og
kjerneproteinet til CD138 og ble pavist @ gjenkjenne enten de samme eller neert
beslektede epitopene (Gattei, 1999). Fra tidligere studier er det rapportert at B-
B4 ikke gjenkjente Igselig CD138, men kun CD138 i membranbundet form
(Wijdenes, 2002).

B-B4, en murin IgG1 mAb, bindes til en lineaer epitope mellom restene 90-95 pa
kjerneproteinet til human syndecan-1 (CD138) (Wijdenes, 1996; Dore, 1998). I
samsvar med ekspresjonsmgnsteret til CD138, ble det vist at B-B4 reagerer
kraftig med plasmacellelinje RPMI8226, men ikke reagerer med endotelceller.
Det er ogsa i samsvar med ekspresjonsmgnsteret til CD138, at B-B4 ogsa
reagerte med epitelcellelinjer A431 (keratinocyttderivert) og HepG2
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(hepatocyttderivert). Immuntoksinet B-B4-saporin var ogsa svaert toksisk mot
plasmacellelinjen RPMI8226, faktisk betraktelig mer toksisk enn fritt saporin. Pa
bakgrunn av de to testede epitelcellelinjene oppviste imidlertid B-B4-saporin
toksisitet kun mot cellelinje A431, selv om B-B4-saporin i en klonogen analyse
ikke viste noen hemmende effekt pd utvekst av A431-celler (Vooijs, 1996).
Andre forskere har rapportert manglende spesifisitet av MM-assosierte antigener

mot tumorer (Couturier, 1999).

Et antistoff "som bestdr hovedsakelig av" visse komponenter betyr i
sammenheng med foreliggende beskrivelse at antistoffet bestdr av de
spesifiserte komponenter og eventuelt ytterligere materialer eller komponenter

som ikke materielt pavirker de grunnleggende karakteristika til antistoffet.

IDen foreliggende oppfinnelse benytter betegnelsen "tumorcelle" slik at det
omfatter kreftceller s3 vel som precancergse celler som eventuelt kan utgjgre en

del av en fast tumor.

Et "malrettet middel" ifglge den foreliggende beskrivelsen er i stand til & forenes
med et molekyl som blir uttrykt av en malcelle, og omfatter peptider og ikke-
peptider. Malrettede midler omfatter spesielt malrettede antistoffer og ikke-
immunglobulin  malrettede molekyler, som kan veere basert pd ikke-
immunglobulin-proteiner, inkludert, men ikke begrenset til, AFFILIN®-molekyler,
ANTICALINS® og AFFIBODIES®. Ikke-immunglobulin-malrettede molekyler
omfatter ogsa ikke-peptidiske, malrettede molekyler som malrettede DNA- og
RNA-oligonukleotider (aptamerer), men ogsa fysiologiske ligander, spesielt

ligander av det aktuelle antigenet, som CD138.

Et "malrettet antistoff" er eller er basert pa et naturlig antistoff eller er fremstilt
syntetisk eller ved genetisk konstruksjon og bindes til et antigen pa en celle eller
celler (malcelle(r)) av interesse. Et malrettet antistoff omfatter et monoklonalt
antistoff, et polyklonalt antistoff, et multispesifikt antistoff (for eksempel et
bispesifikt antistoff), eller et antistoffragment. Det malrettede antistoffet kan
vaere konstruert for eksempel for & forbedre dets affinitet for malcellene (Ross,
2003) eller minske dets immunogenitet. Det malrettede antistoffet kan veere
tilfgyd en liposomal formulering som omfatter effektormolekyler (Carter, 2003).
Et antistoffragment omfatter en del av et intakt antistoff, fortrinnsvis den

antigenbindende eller variable region av det intakte antistoffet. Eksempler pa
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antistoff-fragmenter omfatter Fab-, Fab'-, F(ab').- og Fv-fragmenter, men ogsa
diastoffer; domene-antistoffer (dAb) (Ward, 1989; US-patent 6.005.079);
lineere antistoffer; enkeltkjedede antistoffmolekyler; og multispesifikke
antistoffer dannet fra antistoff-fragmenter. I et enkeltkjedet variabelt fragment-
antistoff (scFv) kan de tunge og lette kjeder (VH og VL) veere koblet av en kort
aminosyrekobler som har for eksempel sekvensen (glysinsserin), og som har
tilstrekkelig fleksibilitet til at de to domenene samles til en funksjonell
antigenbindende lomme. Addisjon av forskjellige signalsekvenser kan muliggjgre
mer presis malretting av det malrettede antistoff. Addisjon i lettkjedens
konstante region (CL) kan muliggjgre dimerisering via disulfidbindinger, hvilket
gir gkt stabilitet og aviditet. Variable regioner for konstruksjon av scFv kan,
dersom en mAb mot et interessant mal er tilgjengelig, oppnds med RT-PCR som
kloner ut de variable regionene fra mMRNA ekstrahert fra det opprinnelige
hybridom. Alternativt kan scFv genereres de novo ved phage display-teknologi
(Smith, 2001). Slik den er brukt her skal betegnelsen "funksjonelt fragment" ved
henvisning til et malrettet antistoff, vise til en del av det malrettede antistoffet
som er i stand til spesifikk binding av et antigen som er spesifikt bundet av
antistoffet henvisningen gjelder. Et bispesifikt antistoff kan for eksempel ha
minst én gruppe som er reaktiv mot et malvev, og én gruppe som er reaktiv mot
en koblergruppe (US-patentsgknad 20020006379). Et bispesifikt antistoff kan
0gsa bindes til flere enn ett antigen pa en malcelle (Carter, 2003). Et antistoff
kan vaere modifisert ved for eksempel innfgring av cysteinrester for & innfgre
tiolgrupper (Olafsen, 2004).

Det malrettede antistoffet kan vaere avledet fra en hvilken som helst kilde og
kan veere, men er ikke begrenset til, et kamel-antistoff, et murint antistoff, et
kimaert humant/muse-antistoff eller et kimaart humant/ape-antistoff, spesielt et

kimaert humant/muse-antistoff som nBT062.

Humaniserte antistoffer er antistoffer som inneholder sekvenser som er derivert
fra et humant antistoff og fra et ikke-humant antistoff. Egnede fremgangsmater
for humanisering av antistoffer omfatter CDR-grafting ("complementarity
determining region grafting") (EP 0 239 400; WO 91/09967; US-patenter
5,530,101; og 5,585,089), "veneering" eller overflatemodifisering (EP 0 592
106; EP 0 519 596; Padlan, 199; Studnicka et al., 1994; Roguska et al., 1994),
kjedebytting ("shuffling") (US-patent 5,565,332) og Delmmunosation (Biovation,
LTD). Ved CDR-grafting blir muse-CDRs (complementarity-determining regions)
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fra for eksempel mAb B-B4, graftet til humane variable strukturer
("frameworks"), som deretter blir koblet til humane konstante regioner, for &
skape et humant B-B4-antistoff (hB-B4). Flere antistoffer som er humanisert ved
CDR-grafting, er na i klinisk bruk, inkludert MYLOTARG (Sievers et al., 2001) og
HECEPTIN (Pegram et al, 1998).

Ved overflatemodifiseringsteknologi anvendes en kombinasjon av
molekylmodellering, statistisk analyse og mutagenese for & endre ikke-CDR-
overflatene av antistoffets variable regioner slik at de ligner overflatene til kjente
antistoffer hos malverten. Strategier og fremgangsmater for
overflatemodifisering av antistoffer, og andre fremgangsmater for & redusere
immunogeniteten av antistoffer i en annen vert, er beskrevet i for eksempel US-
patent 5,639,641. Humane antistoffer kan fremstilles ved en rekke
fremgangsmater som er kjente innen faget, inkludert phage display-
fremgangsmater. Se ogsd US-patenter 4,444,887, 4.716.111, 5.545.806, og
5.814.318; og publiserte internasjonale patentsgknader WO 98/46645, WO
98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735, og WO
91/10741.

M3lrettede antistoffer som har gjennomgatt en hvilken som helst ikke-naturlig
modifisering, som kimare humane/muse-antistoffer eller kimaere humane/ape-
antistoffer, humaniserte antistoffer eller antistoffer som ble konstruert for
eksempel for & forbedre deres affinitet for malcellene eller for & minske deres
immunogenitet, men ogsd antistoffragmenter, spesielt funksjonelle fragmenter
av slike malrettede antistoffer som har gjennomgatt en hvilken som helst ikke-
naturlig modifisering, diastoffer; domene-antistoffer; linezxre antistoffer;
enkeltkjedede antistoffmolekyler; og multispesifikke antistoffer er her kalt

konstruerte, malrettede antistoffer.

Kimeriserte antistoffer beholder den antistoffbindende region (ABR- eller Fab-
region) av det ikke-humane antistoffet, f.eks. det murine antistoffet de er basert
pa, mens eventuelle konstante regioner tilveiebringes av f.eks. et humant
antistoff. Generelt vil kimerisering og/eller endringen av konstante regioner i et
antistoff ikke pavirke affiniteten til antistoffet fordi regionene i antistoffet som
bidrar til antigenbinding, ikke blir pdvirket av denne endringen. I en foretrukket
utfgrelsesform kan det konstruerte, spesielt kimeriserte, antistoffet ha en hgyere

bindingsaffinitet (uttrykt som Kp-verdier) enn det respektive ikke-humane
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antistoffet det er basert pa. Spesielt kan nBT062-antistoffet og antistoffer basert
pa dette, ha hgyere antistoffaffinitet enn det murine B-B4. I en annen
foretrukket utfgrelsesform oppviser immunkonjugater som omfatter disse
konstruerte/kimeriserte antistoffene, ogsa denne hgyere antistoffaffiniteten.
Disse immunkonjugatene kan i visse utfgrelsesformer ogsa oppvise andre
fordelaktige egenskaper, som en hgyere reduksjon av tumorbelastning enn deres
B-B4-holdige motstykker. I en foretrukket utfgrelsesform, oppviser de
konstruerte, spesielt kimeriserte, malrettede antistoffer bindingsaffiniteter som
er karakterisert ved dissosiasjonskonstanter Kp (nM) som er mindre enn 1,6,
mindre enn 1,5, eller som er omtrent eller mindre enn 1,4, mens deres murine
motstykker er karakterisert ved dissosiasjonskonstanter Ky (nM) som er omtrent
eller hgyere enn 1,6. Immunkonjugater som omfatter malrettede midler, som
malrettede antistoffer, kan vaere karakterisert ved dissosiasjonskonstanter Kp
(nM) som er mindre enn 2,6, mindre enn 2,5, mindre enn 2,4, mindre enn 2,3,
mindre enn 2,2, mindre enn 2,1, mindre enn 2,0, mindre enn eller ca. 1,9 er
foretrukket, mens immunkonjugater som omfatter antistoffer som er murine
motstykker, kan vaere karakterisert ved dissosiasjonskonstanter Kp (nM) som er
omtrent eller hgyere enn 2,6 (sammenlign Tabell 3, Materialer og

fremgangsmater).

Fullstendig humane antistoffer kan ogsa anvendes. Disse antistoffene kan vaere
utvalgt ved phage display-fremgangsmaten, hvor CD138 eller en
antigendeterminant derav blir brukt for & selektivt binde phage-ekspresjon, for
eksempel B-B4 variable regioner (se Krebs, 2001). Denne fremgangsmaten kan
med fordel kombineres med en affinitetsmatureringsteknikk for & forbedre

antistoffets affinitet. Alle antistoffer det henvises til her, er isolerte antistoffer.

I én utfgrelsesform er det malrettede antistoffet, i dets ukonjugerte form,
moderat eller darlig internalisert. Moderat internalisering innebaerer ca. 30 % til
ca. 75 % internalisering av antistoff, darlig internalisering innebaerer ca. 0,01 %
til opptil ca. 30 % internalisering etter 3 timers inkubering ved 37 °C. I en annen
foretrukket utfgrelsesform bindes det malrettede antistoffet til CD138, for
eksempel antistoffene B-B4, BC/B-B4, B-B2, DL-101, 1 D4, MI15, 1.BB.210,
2Q1484, 5F7, 104-9, 281-2, spesielt B-B4. Hybridomceller, som ble generert ved
hybridisering av SP02/0-myelomceller med miltceller fra Balb/c-mus, ble 11.
desember 2007 deponert hos DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1, D-38124 Braunschweig.
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Identifikasjonsnummeret til disse B-B4-uttrykkende hybridomcellene er DSM
ACC2874. 1 en annen utfgrelsesform gir det malrettede antistoffet ikke vesentlig
binding av ikke-celleoverflate-uttrykt CD138. Nar navnet til et spesifikt antistoff
er kombinert med betegnelsen "malrettet antistoff" som "nBT062-malrettet
antistoff," betyr dette at dette malrettede antistoffet har bindingspesifisitet for
antistoffet nBT062. Dersom et malrettet antistoff er nevnt & veere "basert pa" et
spesifisert antistoff, betyr dette at dette malrettede antistoffet har
bindingsspesifisiteten til dette antistoffet, men kan ta en hvilken som helst form
som er i samsvar med den ovennevnte beskrivelse av et malrettet antistoff. Nar
navnet til et spesifikt antigen i sammenheng med den foreliggende oppfinnelsen
blir kombinert med betegnelsen "malrettet antistoff", som "CD138-malrettet
antistoff," betyr dette at dette malrettede antistoffet har bindingsspesifisitet for
CD138. Dersom for eksempel et malrettet antistoff er nevnt 8 gjgre noe
"selektivt", som "selektivt malrettet mot celleoverflate-uttrykt CD138" eller &
vaere "selektivt" for noe, betyr dette at det er en signifikant selektivitet (dvs. en
hgyere affinitet for CD138-positive celler enn for CD138-negative celler) for, i
dette gitte eksemplet, celleoverflate-uttrykt CD138, sammenlignet med hvilke
som helst andre antigener. Negative bivirkninger i gitte omgivelser blir vesentlig

redusert eller til og med unngdtt pd grunn av denne selektiviteten.

"Ikke-immunglobulin malrettede molekyler" omfatter malrettede molekyler som
er avledet fra ikke-immunglobulin-proteiner sd& vel som ikke-peptidiske,
malrettede molekyler. Sm& ikke-immunglobulin-proteiner som er inkludert i
denne definisjonen, er utformet for & ha spesifikke affiniteter overfor spesielt
overflateuttrykt CD138. Disse sma ikke-immunglobulin-proteinene omfatter
skaffoldbaserte, konstruerte, molekyler som Affilin®-molekyler som har en
relativt lav molekylvekt, f.eks. mellom 10 kDa og 20 kDa. Passende skaffolder
omfatter for eksempel gammakrystallin. De molekylene har, i sin naturlige
tilstand, ingen spesifikk binding overfor malmolekylene. Ved konstruksjon av
proteinoverflatene gjennom lokalt definert randomisering av
Igsningsmiddeleksponerte aminosyrer, blir fullstendig nye bindingssteder skapt.
Tidligere ikke-bindende proteiner blir derved forvandlet til spesifikke
bindingsproteiner. Slike molekyler kan veere spesifikt utformet for 8 binde et
mal, som CD138, og muliggjer spesifikk avlevering av ett eller flere
effektormolekyler (se scil Proteins GmbH pa www.scilproteins.com, 2004). En
annen type ikke-immunglobulin-malrettede molekyler er avledet fra lipokaliner

og omfatter for eksempel ANTICALINS®, som i struktur ligner noe pa
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immunglobuliner. Lipokaliner er imidlertid sammensatt av en enkelt
polypeptidkjede med 160 til 180 aminosyrerester. Bindingslommen til lipokaliner
kan vaere omformet for & gjenkjenne et interessant molekyl med hgy affinitet og
spesifisitet (se for eksempel, Beste et al., 1999). Syntetiske bakterielle
reseptorer, s@ som de som er markedsfgrt under handelsnavnet Affibody®
(Affibody AB), omfattes ogsa av den foreliggende beskrivelsen. Disse syntetiske
bakterielle reseptormolekylene er sma, enkle proteiner og kan veere sammensatt
av en tre-heliks-bunt som er basert pa skaffoldet i én av de IgG-bindende
domener i Protein A (Staphylococcus aureus). Disse molekylene har tilsvarende
bindingsegenskaper som mange immunglobuliner, men er vesentlig mindre og
har en molekylvekt som ofte ikke overskrider 10kDa, og har ogsa
sammenlignbar stabilitet. Egnede syntetiske bakterielle reseptormolekyler er for
eksempel beskrevet i US-patentene 5,831,012; 6,534,628 og 6,740,734.

Et "effektormolekyl" ifglge den foreliggende oppfinnelsen er et molekyl eller et
derivat, eller en analog derav, som er festet til et malrettet middel, spesielt et
malrettet antistoff og/eller et konstruert, malrettet antistoff, og som utgver en
gnsket effekt, for eksempel apoptose eller en annen type celledagd, eller en
kontinuerlig cellesyklusstans hos malcellen eller malcellene. Effektormolekyler
ifglge den foreliggende oppfinnelsen omfatter molekyler som kan utgve gnskede
effekter i en malcelle og omfatter, men er ikke begrenset til, toksiner,
legemidler, spesielt lavmolekylzere cytotoksiske legemidler, radionuklider,
biologiske responsmodifisatorer, poredannende midler, ribonukleaser, proteiner i
apoptosesignal-kaskader med apoptose-induserende virkninger, cytotoksiske
enzymer, prodrug-aktiverende enzymer, antisense-oligonukleotider, antistoffer
eller cytokiner, s& vel som funksjonelle derivater eller analoger/fragmenter
derav. Toksiner kan omfatte bakterielle toksiner, som, men ikke begrenset til,
difteritoksin eller Exotoksin A, plantetoksiner, som, men ikke begrenset til, ricin.
Proteiner i apoptotiske signalkaskader med apoptose-induserende virkninger,
omfatter, men er ikke begrenset til, Granzyme B, Granzyme A, Caspase-3,

Caspase-7, Caspase-8, Caspase-9, trunkert Bid (tBid), Bax og Bak.

I en foretrukket utfgrelsesform gker effektoren intern effektoravlevering av
immunkonjugatet, spesielt ndr den naturlige formen av antistoffet som det
malrettede antistoffet i immunkonjugatet er basert pa, er darlig internaliserbart.
I en annen foretrukket utfgrelsesform er effektoren, i sin opprinnelige form,

ikke-selektiv. I visse utfgrelsesformer har effektoren hgy ikke-selektiv toksisitet,
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inkludert systemisk toksisitet, i sin opprinnelige form. Den "opprinnelige formen"
av et effektormolekyl ifglge den foreliggende oppfinnelsen, er et effektormolekyl
for det ble festet til det malrettede midlet for & danne et immunkonjugat. I en
annen foretrukket utfgrelsesform blir den ikke-selektive toksisitet av
effektormolekylet hovedsakelig eliminert ved konjugering til det malrettede
midlet. I en annen foretrukket utfgrelsesform forarsaker effektormolekylet, nar
det nar malcellen, dgd eller kontinuerlig cellesyklusstans i malcellen. Et
legemiddel/effektor-molekyl ifglge den foreliggende oppfinnelsen omfatter, men
er ikke begrenset til, et legemiddel som omfatter for eksempel sma, svaert
cytotoksiske legemidler som virker som hemmere av tubulinpolymerisering, som
maytansinoider, dolastatiner, auristatin og krytofycin; DNA-alkylerende midler
som CC-1065-analoger eller derivater (US-patentene 5,475,092; 5,585,499;
6,716,821) og duokarmycin; enediyn-antibiotika som kalikeamicin og
esperamicin; og potente taxoid-legemidler (taxaner) (Payne, 2003).
Maytansinoider og kalikeamiciner er spesielt foretrukne. Et effektor-maytansinoid
omfatter maytansinoider av hvilken som helst opprinnelse, inkludert, men ikke
begrenset til syntetisk maytansinol og maytansinol-analog og -derivat.
Doksorubicin, daunomycin, metotreksat, vinblastin, neokarzinostatin,
makromycin, trenimon og a-amanitin er noen andre effektormolekyler som
omfattes av den foreliggende oppfinnelsen. Antisense-DNA-molekyler som
effektormolekyler omfattes ogsa av den foreliggende oppfinnelsen. Nar navnet til
for eksempel et spesifikt legemiddel eller en legemiddelklasse her blir kombinert
med betegnelsen "effektor" eller "effektormolekyl," vises det til en effektor av et
immunkonjugat ifglge den foreliggende oppfinnelsen, som er basert pd det

spesifiserte legemidlet eller legemiddelklassen.

Maytansin er et naturlig produkt som opprinnelig er utvunnet fra den etiopiske
busken Maytenus serrata (Remillard, 1975; US-patent 3,896,111). Dette
legemidlet hemmer tubulinpolymerisering, hvilket fgrer til mitoseblokk og
celledgd (Remillard, 1975; Bhattacharyya, 1977; Kupchan, 1978).
Cytotoksisiteten til maytansin er 200-1000 ganger hgyere enn cytotoksisiteten
til anti-cancer-legemidler i klinisk bruk som pavirker tubulinpolymerisering, som
vinka-alkaloider eller taxol. Kliniske studier av maytansin indikerte imidlertid at
det manglet et terapeutisk vindu pa grunn av den hgye systemiske toksisiteten.
Maytansin og maytansinoider er sveert cytotoksiske, men deres kliniske bruk i
kreftbehandling har vaert sveaert begrenset av deres alvorlige systemiske

bivirkninger som hovedsakelig skyldes deres lave selektivitet for tumorer.
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Kliniske studier av maytansin viste alvorlige bivirkninger pa

sentralnervesystemet og det gastrointestinale systemet.

Maytansinoider er ogsa isolert fra andre planter, deriblant frg fra Trewia nudiflora
(US-patent 4,418,064)

Ogsd visse mikrober produserer maytansinoider, som maytansinol og C-3-

maytansinol-estere (US-patent 4,151,042).

Den foreliggende oppfinnelsen vedrgrer maytansinoider av hvilken som helst
opprinnelse, inkludert syntetisk maytansinol og maytansinol-analoger som er
beskrevet for eksempel i US-patentene 4,137,230; 4,248,870; 4,256,746;
4,260,608; 4,265,814; 4,294,757, 4,307,016; 4,308,268; 4,308,269;
4,309,428; 4,313,946; 4,315,929; 4,317,821; 4,322,348; 4,331,598;
4,361,650; 4,362,663; 4,364,866; 4,371,533; 4,424,219 og 4,151,042.

I en foretrukket utfgrelsesform er maytansinoidet et tiolholdig maytansinoid, og
det er mer foretrukket at det er fremstilt i henhold til prosessene som er
beskrevet i US-patent 6,333,410 til Chari et al eller i Chari et al.(Chari, 1992).

DM-1 (N?-deacetyl-N°-(3-merkapto-1-oksopropyl)-maytansin) er et foretrukket
effektormolekyl i sammenheng med den foreliggende oppfinnelsen. DM1 er 3 til
10 ganger mer cytotoksisk enn maytansin og har vaert konvertert til et prodrug
ved 3 koble det via én eller flere disulfidbindinger til et monoklonalt antistoff som
er rettet mot et tumorrelatert antigen. Noen av disse konjugatene (kalles noen
ganger "tumoraktiverte prodrugs" - "tumor activated prodrugs"/TAPs)) er ikke
cytotoksiske i blodets kompartment, siden de blir aktivert ved forening med
malcellen og internalisert, og derved frisetter legemidlet (Blattler, 2001). Flere
antistoff-DM1-konjugater er blitt utviklet (Payne, 2003) og evaluert i kliniske
forsgk. For eksempel ble huC242-DM1-behandling mot kolorektal kreft godt
tolerert av pasientene, induserte ikke noen pavisbar immunrespons og hadde

lang sirkulasjonstid (Tolcher, 2003).

Andre spesielt foretrukne maytansinoider omfatter en sidekjede som inneholder
en sterisk hindret tiolbinding, sa som, men ikke begrenset til, maytansinoider
N?-deacetyl-N?-(4-merkapto-1-oksopentyl)-maytansin, ogsa kalt "DM3," og N?-
deacetyl-N?-(4-metyl-4-merkapto-1-oksopentyl)-maytansin, ogsd kalt "DM4."
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Syntesen av DM4 er vist i figur 3 og 4 og er beskrevet andre steder i denne
beskrivelsen. DM4 avviker fra DM1 og DM3 ved at det har metylgrupper ved
[alfa]C. Dette fgrer til en sterisk hindring nar DM4 er festet via en kobler,
spesielt, men ikke begrenset til, en kobler som omfatter en disulfidbinding, til et
malrettet middel som nBT062. Et bredt spekter av maytansinoider som har en
sterisk hindret tiolgruppe (som har én eller to substituenter, spesielt
alkylsubstituenter, som metylsubstituentene i DM4) er beskrevet i US-
patentsgknad 2004/0235840, publisert 25. nov. 2004. Som rapportert av
Goldmahker et al. i US patentsgknad 2006/0233814, induserer en slik hindring
alkylering (f.eks. metylering) av det frie legemidlet nar legemidlet blir frisatt ved
malet. Alkyleringen kan gke stabiliteten av legemidlet og muliggjgre den sakalte
"bystander"-effekten. Fagkyndige vil imidlertid forstd at andre effektormolekyler
som omfatter substituenter som alkylgrupper, i stillinger som medfgrer en
sterisk hindring ndr effektoren er festet til et malrettet middel via en kobler, er
en del av den foreliggende oppfinnelsen. Det er foretrukket at denne hindringen
induserer en kjemisk modifisering, sa som alkylering av det frie legemidlet, for &
gke dets totale stabilitet, hvilket muliggjgr at legemidlet ikke bare induserer
celledgd eller kontinuerlig cellesyklusstans hos CD138-uttrykkende tumorceller,
men eventuelt ogsa pavirker hjelpeceller som f.eks. stgtter eller beskytter
tumoren mot legemidler, spesielt celler i tumor stroma og tumor vasculature, og
som generelt ikke uttrykker CD138, slik at de minsker eller mister sin stgttende

eller beskyttende funksjon.

DNA-alkylerende midler er ogsd spesielt foretrukket som effektormolekyler og
omfatter, men er ikke begrenset til, CC-1065-analoger eller -derivater. CC-1065
er et potent antitumor-antibiotikum som blir isolert fra kulturer av Streptomyces
zelensis og som er vist & vaere eksepsjonelt cytotoksisk in vitro (US-patent
4,169,888). Den foreliggende oppfinnelsen omfatter for eksempel CC-1065-
analogene eller -derivatene som er beskrevet i US-patentene 5,475,092,
5,585,499 og 5,739,350. Som fagkyndige lett il forstd, omfatter den
foreliggende oppfinnelsen ogsa modifiserte CC-1065-analoger eller -derivater
som beskrevet i US-patent 5,846,545 og prodrugs av CC-1065-analoger eller
derivater som beskrevet for eksempel i US-patent 6,756,397. 1 visse
utfgrelsesformer av oppfinnelsen kan CC-1065-analoger eller -derivater veere

syntetisert for eksempel som beskrevet i US-patent 6,534,660.
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En annen gruppe av forbindelser som utgjgr foretrukne effektormolekyler, er
taxaner, spesielt de sveaert potente og de som inneholder tiol- eller
disulfidgrupper. Taxaner er mitosespindel-gifter som hemmer
depolymeriseringen av tubulin, forer til gkt hastighet av
mikrotubulisammenstilling og celledgd. Taxaner som omfattes av den
foreliggende oppfinnelsen, er for eksempel beskrevet i US-patentene 6,436,931;
6,340,701; 6,706,708 og US-patentsgknadene 20040087649; 20040024049 og
20030004210. Andre taxaner er beskrevet for eksempel i US-patent 6,002,023,
US-patent 5,998,656, US-patent 5,892,063, US-patent 5,763,477, US-patent
5,705,508, US-patent 5,703,247 og US-patent 5,367,086. Som fagkyndige vil
forstd, omfatter den foreliggende oppfinnelsen ogsa PEGylerte taxaner, sa som
de som er beskrevet i US-patent 6,596,757.

Kalikeamicin-effektormolekyler ifglge den foreliggende oppfinnelsen omfatter
gamma 1I, N-acetyl-kalikeamicin og andre derivater av kalikeamicin.
Kalikeamicin bindes p@ en sekvensspesifikk mate til mindre groper i DNA,
gjennomgar omarrangering og eksponerer frie radikaler, noe som fgrer til brudd
i dobbelttradet DNA og resulterer i celleapoptose og celledgd. Ett eksempel pa et
kalikeamicin-effektormolekyl som kan anvendes i sammenheng med den

foreliggende oppfinnelsen, er beskrevet i US-patent 5,053,394.

Et immunkonjugat ifglge den foreliggende oppfinnelsen omfatter et konstruert,
malrettet antistoff og et effektormolekyl. Immunkonjugatet kan videre omfatte
molekyler for eksempel for stabilisering. For immunkonjugater blir betegnelsen
"konjugat" generelt brukt for & definere den operative forbindelse mellom det
malrettede middelet og ett eller flere effektormolekyler, og er ikke ment 3 vise
bare til en hvilken som helst type operativ forbindelse, og er spesielt ikke
begrenset til kjemisk "konjugering". S8 lenge det malrettede middelet er i stand
tii & bindes til malstedet og den tilkoblede effektorfunksjon fungerer
tilfredsstillende slik det er tilsiktet, spesielt nar det avleveres til malstedet, kan
en hvilken som helst festemate vaere egnet. Konjugeringsmater omfatter, men
er ikke begrenset til, direkte festing av effektormolekylet til det malrettede
antistoffet, med eller uten foregdende modifisering av effektormolekylet og/eller
det malrettede antistoffet, eller festing via koblere. Koblere kan vaere
kategorisert funksjonelt i for eksempel syrelabile, fotolabile koblere,
enzymspaltbare koblere, s3 som koblere som kan spaltes av peptidaser.

Spaltbare koblere er foretrukket i mange utfgrelsesformer av oppfinnelsen. Slike
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spaltbare koblere kan spaltes under betingelser som foreligger i cellenes miljg,
spesielt et intracellulzert miljg, som ikke har noen skadelig effekt pa
legemiddelet som blir frisatt ved spalting. Lave pH-verdier som pH 4 til 5, som
foreligger i visse intracelluleere omrader, vil spalte syrelabile koblere, mens
fotolabile koblere kan spaltes med f.eks. infrargdt lys. Koblere som blir spaltet
ved/under fysiologiske betingelser som foreligger i de fleste celler, er imidlertid
foretrukne og kalles her fysiologisk spaltbare koblere. I samsvar med dette
er disulfidkoblere foretrukket i mange utfgrelsesformer av oppfinnelsen. Disse
koblerne er spaltbare gjennom disulfidutveksling, som kan forekomme under
fysiologiske betingelser. Foretrukne heterobifunksjonelle disulfidkoblere
omfatter, men er ikke begrenset til, N-succinimidyl-3-(2-pyridylditio)propionat
(SPDP) (se f.eks. Carlsson et al.(1978)), N-succinimidyl-4-(2-
pyridylditio)butanoat (SPDB) (se f.eks. US-patent nr. 4,563,304), N-
succinimidyl-4-(2-pyridylditio)pentanoat (SPP) (se f.eks. CAS-reg.nr. 341498-
08-6), N-succinimidyl-4-(N-maleimidometyl)cykloheksan--1-karboksylat (SMCC)
(se f.eks. Yoshitake et al., (1979)), og N-succinimidyl-4-metyl-4-[2-(5-nitro-
pyridyl)-ditio]pentanoat (SMNP) (se f.eks. US-patent nr. 4,563,304). De mest
foretrukne koblermolekyler for anvendelse i sammensetningen ifglge
oppfinnelsen, er SPP, SMCC og SPDB.

Andre egnede koblere kan omfatte "ikke-spaltbare" bindinger, s& som, men ikke
begrenset til, sulfosuccinimidyl-maleimidometyl-cykloheksankarboksylat (SMCC),
som er en heterobifunksjonell kobler som er i stand til 8 koble forbindelser med
SH-holdige forbindelser. Bifunksjonelle og heterobifunksjonelle koblermolekyler,
s som karbohydratrettede heterobifunksjonelle koblermolekyler, som S-(2-
tiopyridyl)-L-cysteinhydrazid (TPCH), omfattes ogsd av den foreliggende
oppfinnelsen (Vogel, 2004). Effektormolekylet, s& som et maytansinoid, kan
veere konjugert til det malrettede antistoffet via en to-trinns reaksjonsprosess,
inkludert som et fgrste trinn modifisering av det malrettede antistoffet med et
kryssbindende reagens som N-succinimidyl-pyridylditiopropionat (SPDP) for a
innfore ditiopyridylgrupper i det malrettede antistoffet. I et andre trinn kan et
reaktivt maytansinoid som har en tiolgruppe, som DM1, settes til det modifiserte
antistoffet, hvilket fgrer til fortrengning av tiopyridylgruppene i det modifiserte
antistoffet, og produksjon av disulfidkoblet, cytotoksisk maytansinoid/antistoff-
konjugat (US-patent 5,208,020). Ett-trinns konjugeringsprosesser, sa som den
som er beskrevet i US-patentsgknad 20030055226 til Chari et al., omfattes

imidlertid ogsa av den foreliggende oppfinnelsen. I én utfgrelsesform av den
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foreliggende oppfinnelsen er flere effektormolekyler av samme eller forskjellig

type koblet til et malrettet antistoff.

CC-1065-analoger eller -derivater kan vare konjugert til det malrettede midlet

via for eksempel PEG-koblende grupper, som beskrevet i US-patent 6,716,821.

Kalikeamiciner kan vaere konjugert til de malrettede antistoffer via koblere (US-
patent 5,877,296 og US-patent 5,773,001) eller i henhold til
konjugeringsfremgangsmatene som er beskrevet i US-patent 5,712,374 og US-
patent 5,714,586. En annen foretrukket fremgangsmate for fremstilling av
kalikeamicin-konjugater, er beskrevet i US-patentsgknad 20040082764.
Immunkonjugatene ifglge den foreliggende oppfinnelsen kan ta form av

rekombinante fusjonsproteiner.

Betegnelsen sekvensidentitet viser til et mal for identiteten av
nukleotidsekvenser eller aminosyresekvenser. Generelt er sekvensene
sammenstilt slik at beste match (hgyeste orden) oppnas. "Identitet" har i og for
seg en anerkjent betydning innen faget og kan beregnes ved bruk av publiserte
teknikker. (Se f.eks.: Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., red., Oxford
University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D. W., red., Academic Press, New York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M. og Griffin, H. G., red., Humana
Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje,
G., Academic Press, 1987; og Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. og
Devereux, J., red., M Stockton Press, New York, 1991). Det finnes en rekke
fremgangsmater for & male identiteten mellom to polynukleotid- eller polypeptid-
sekvenser, men betegnelsen "identitet" er velkjent for fagkyndige (Carillo, H. &
Lipton, D., SIAM J pafgres Math 48:1073 (1988)).

Hvorvidt et spesielt nukleinsyremolekyl er minst 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % eller 99 % identisk med for eksempel
nBT062-nukleinsyresekvensen, eller en del derav, kan bestemmes konvensjonelt
ved bruk av kjente dataprogrammer som DNAsis software (Hitachi Software, San
Bruno, Calif.) for sammenstilling av innledende sekvens, fulgt av ESEE versjon
3.0 DNA/protein sequence software (cabot@trog.mbb.sfu.ca) for sammenstilling

av multiple sekvenser.
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Hvorvidt aminosyresekvensen er minst 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % eller 99 % identisk med for eksempel SEQ ID
NO:1 eller SEQ ID NO:2, eller en del derav, kan bestemmes konvensjonelt ved
bruk av kjente dataprogrammer, sa som programmet BESTFIT (Wisconsin
Sequence Analysis Package, versjon 8 for Unix, Genetics Computer Group,
University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711). BESTFIT
bruker den lokale homologialgoritmen til Smith og Waterman, Advances in
Applied Mathematics 2:482-489 (1981), for & finne det mest homologe

segmentet mellom to sekvenser.

N&r man bruker DNAsis, ESEE, BESTFIT eller et hvilket som helst annet program
for sekvenssammenstilling for 8 bestemme hvorvidt en spesiell sekvens er for
eksempel 95 % identisk med en referansesekvens ifglge den foreliggende
oppfinnelsen, er parameterne satt slik at den prosentvise identitet er beregnet
for referanse-nukleinsyrens eller aminosyresekvensens fulle lengde, og et gap i
homologi pa opptil 5 % av det totale antallet nukleotider i referansesekvensen er
tillatt.

Dersom det i sammenheng med den foreliggende oppfinnelsen vises til en
bestemt sekvensidentitet med en kombinasjon av rester fra en spesiell sekvens,

viser denne sekvensidentiteten til summen av alle de spesifiserte rester.

Det grunnleggende antistoffmolekylet er en bifunksjonell struktur hvori de
variable regioner binder antigen, mens de resterende konstante regioner kan
fremkalle antigenuavhengige responser. De stgrste antistoffklassene, IgA, IgD,
IgE, IgG og IgM, bestemmes ved sine konstante regioner. Disse klassene kan
inndeles videre i underklasser (isotyper). For eksempel har IgG-klassen fire
isotyper, naermere bestemt 1gG1, 1gG2, IgG3 og IgG4, som bestemmes ved de
konstante regioner. Av de forskjellige humane antistoffklasser er bare humane
IgGl, IgG2, 1IgG3 og IgM kjent for effektiv  aktivering av
komplementeersystemet. De konstante regioner danner ikke antigenbindende
steder, men arrangeringen av de konstante regioner og hengselregion kan tilfgre
segmentfleksibilitet for molekylet, hvilket gjgr binding mellom det og antigenet

mulig.

Forskjellige IgG-isotyper kan bindes til Fc-reseptorer pa celler som monocytter,

B-celler og NK-celler, og derved aktivere cellene slik at de frigir cytokiner.
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Forskjellige isotyper kan ogsa aktivere komplement, hvilket resulterer i lokal
eller systemisk inflammasjon. Spesielt kan de forskjellige IgG-isotyper binde
FcyR i varierende grad. FcyR er en gruppe overflate-glykoproteiner som tilhgrer
overfamilien Ig og uttrykkes for det meste pa leukocytter. FcyR-glykoproteinene
er inndelt i tre klasser som kalles FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) og FcyRIII
(CD16). IgG1, IgG2 og IgG3 bindes sterkt til flere av disse klassene av FcyR-
glykoproteinene, mens IgG4 oppviser mye svakere binding. IgG4 er spesielt en
intermediat-binder av FcyRI, hvilket resultater i relativt lav eller til og med
fullstendig mangel pa ADCC (antistoffavhengig cellulzer cytotoksisitet), og bindes
ikke til FcyRIIIA eller FcyRIIA. IgG4 er ogsa en svak binder av FcyRIIB, som er
en hemmende reseptor. Videre medierer I1gG4 kun svak eller ingen
komplementfiksering og svak eller ingen komplementavhengig cytotoksisitet
(CDC). IgG4 kan anvendes spesielt for 8 hindre Fc-mediert malretting av
hepatisk FcR siden det ikke oppviser noen interaksjon med FcRyIl pd LSECs
(liver sinusoidal endothelial cells), ingen eller svak interaksjon med FcRyl-III pa
Kupffer-celler (makrofager) og ingen interaksjon med FcRyIII pa hepatiske NK-
celler. Visse mutasjoner som ytterligere reduserer en eventuell CDC, er ogsa en
del av den foreliggende oppfinnelsen. For eksempel er det vist at IgG4-restene
ved stillingene 327, 330 og 331, reduserer ADCC (antistoffavhengig celluleer
cytotoksisitet) og CDC (Amour, 1999; Shields, 2001). En eller flere mutasjoner
som stabiliserer antistoffet, er ogsa en del av den foreliggende oppfinnelsen (
her kalles det ogsa "stabiliserende mutasjoner"). Disse mutasjonene omfatter
spesielt leucin-til-glutaminsyre-mutasjoner i CH2-regionen av 1gG4, og serin-til-
prolin-endringer i hengselkjernen til IgG4. 1 visse utfgrelsesformer av
oppfinnelsen reduserer disse mutasjonene mengden av halv-molekyler til mindre
enn 10 %, mindre enn 5 % og fortrinnsvis mindre enn 2 % eller 1 %. Videre kan
in vivo halveringstid til sddant stabiliserte antistoffer veere gkt med flere dager,

inkludert 1, 2, 3, 4 eller flere enn 5 dager (Schuurman, 1999).

M3lrettede midler, inkludert malrettede antistoffer, spesielt konstruerte,
malrettede antistoffer, som er beskrevet her, kan ogs% vaere beskrevet eller
spesifisert pa bakgrunn av deres bindingsaffinitet til antigen, spesielt til
CD138. Foretrukne bindingsaffiniteter til malrettede midler, sa som malrettede
antistoffer, spesielt konstruerte, malrettede antistoffer, er karakterisert ved
dissosiasjonskonstanter K, (nM) pa mindre enn 1,6, mindre enn 1,5 eller pd
omtrent eller mindre enn 1,4. For immunkonjugater som omfatter de malrettede

midlene, sa som malrettede antistoffer, er det foretrukket med
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dissosiasjonskonstanter Ky (nM) pa mindre enn 1,6, mindre enn 1,5 eller mindre
enn 2,5, mindre enn 2,4, mindre enn 2,3, mindre enn 2,2, mindre enn 2,1,

mindre enn 2,0, mindre enn eller omtrent 1,9.

En antigenbindende region (ABR) ifglge den foreliggende beskrivelsen, vil
variere basert pd hvilken type av malrettet antistoff eller konstruert, malrettet
antistoff som anvendes. I et naturlig forekommende antistoff og i de fleste
kimaere og humaniserte antistoffer, blir den antigenbindende regionen fremstilt
av en lettkjede og de fgrste to domener av en tungkjede. I et antistoff med
tungkjede og uten lettkjeder, vil imidlertid den antigenbindende region utgjgre
f.eks. de fgrste to domener av bare tungkjeden, mens enkeltkjedede antistoffer
(ScFv), hvor de variable domener av den lette og tunge kjede av et
antistoffmolekyl, er kombinert i en enkelt polypeptidkjede, er ABR tilveiebrakt
med kun ett polypeptidmolekyl. FAB-fragmenter blir vanligvis oppnddd ved
papainspalting og har én lettkjede og en del av en tungkjede og omfatter fglgelig
en ABR med kun ett antigenkombinerende sted. P& den annen side er diastoffer
sma antistoff-fragmenter med to antigenbindende regioner. I sammenheng med
den foreliggende beskrivelsen er imidlertid en antigenbindende region av et
malrettet antistoff eller konstruert, malrettet antistoff, en hvilken som helst
region som hovedsakelig bestemmer bindingspesifisiteten til det malrettede

antistoffet eller det konstruerte, malrettede antistoffet.

Dersom en ABR eller en annen malrettet antistoffregion er nevnt & veere "av et
bestemt antistoff", f.eks. et humant eller ikke-humant antistoff, betyr dette i
sammenheng med den foreliggende beskrivelsen at den antistoffbindende
regionen er enten identisk med en tilsvarende naturlig forekommende ABR, eller
er basert pa en slik. En ABR er basert pa en naturlig forekommende ABR dersom
den har bindingsspesifisiteten til den naturlig forekommende ABR. En slik ABR
kan imidlertid omfatte f.eks. punktmutasjoner, addisjoner, delesjoner eller
modifisering etter translasjon, s& som glykosylering. En slik ABR kan spesielt ha
mer enn 70 %, mer enn 80 %, mer enn 90 %, fortrinnsvis mer enn 95 %, mer
enn 98 % eller mer enn 99 % sekvensidentitet med sekvensen i den naturlig

forekommende ABR.

Homogen malretting av et malrettet middel, s8 som et malrettet antistoff,
men spesielt et immunkonjugat som omfatter dette, er i sammenheng med den

foreliggende beskrivelsen et mal for variansen relatert til oppndelsen av det
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gnskede resultat for malrettingen av det malrettede midlet. I visse
utfgrelsesformer blir det gnskede resultat oppnadd ved enkel binding til malet.
Dette gjelder for eksempel for utfgrelsesformer der et bestemt malrettet middel
tilveiebringer en beskyttelse mot pafglgende binding. Det er imidlertid enkelt &
evaluere homogeniteten til et malrettet middel, f.eks. gjennom effekten av et
immunkonjugat som omfatter det malrettede middelet. Effekten av
immunkonjugatet mot et tumorantigen, sa som CD138, som omfatter en effektor
som skal gdelegge tumorceller og/eller stanse veksten av en tumor, kan
bestemmes for eksempel ved graden av vekstsuppresjon av en tumor som
omfatter celler som uttrykker CD138-antigenet. Et slikt immunkonjugat kan
oppvise meget variabel effekt. Det kan for eksempel noen ganger veere meget
effektivt i @ stanse tumorvekst, mens det andre ganger har en effekt som knapt
overskrider kontrollens. En lav varians i et immunkonjugats effekt viser pd den
annen side at henholdsvis immunkonjugatet og/eller det malrettede middelet gir
det onskede resultat konsekvent. En mate & kvantifisere homogeniteten av
malretting er 8 beregne variasjonen av malrettingen. I sammenheng med
tumorvekststans ved bruk av et immunkonjugat som omfatter et bestemt
malrettet middel, kan variasjonen i malretting beregnes ved fgrst 8 bestemme
tiden til en tumor ndr et forhandsbestemt volum, f.eks. 300 mm?3. Det
forhdndsbestemte volum er fortrinnsvis valgt slik at en eventuell tumorvekst fgr
og etter at det forhdndsbestemte volumet er oppnadd, gker jevnt i omtrent
samme hastighet. Etter at denne tidsperioden er bestemt for en pasientgruppe,
blir gjennomsnittet av disse tidsperiodene beregnet (T,,) for pasientgruppen
(f.eks. SCID-mus eller en annen egnet modell som viser homogen tumorvekst).
T, blir deretter korrelert med observasjonene som er gjort hos pasienten i
gruppen som oppviser minst effektiv malretting og som derved er assosiert med
tumorer som trenger minst tid (T¢) for & nd det forhdndsbestemte volumet, og pa
den annen side, pasienten i gruppen som oppviste mest effektiv malretting og
derved er assosiert med tumorer som trenger mest tid (T.) til 8 nd det
forhandsbestemte volumet, ved & beregne variasjonen i malretting ved bruk av

fglgende formel:

TARGETING VARIATION [%] =
Ts-TfTm x 100

I en foretrukket utfgrelsesform er variasjonen i malretting av det konstruerte,

malrettede antistoff mindre enn 150 %, mindre enn 140 %, mindre enn 130 %,
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mindre enn 120 %, mindre enn 110 %, mindre enn 100 %, mindre enn 90 %,
mindre enn 80 %, mindre enn 70 %, mindre enn 60 %, eller mindre enn 50 %,
og i visse utfgrelsesformer til og med mindre enn 45 %. Variasjonen i malretting
er fortrinnsvis mellom ca. 10 % og ca. 150 %, fortrinnsvis mellom ca. 10 % og
ca. 100 %, ca. 10 % og ca. 80 %, ca. 10 % og ca. 70 %, ca. 10 % og ca. 60 %,
ca. 10 % og ca. 50 %.

Homogeniteten av malrettingen (kalles her ogs@ homogeniteten av binding til et
spesielt antigen) kan ogsa kvantifiseres ved andre fremgangsmater, sa som
bestemmelse av forsinket tumorvekst. Fagkyndige vil ogsa enkelt forsta at
tumorvolum av en viss stgrrelse er bare én av parametrene som variasjonen i
malretting kan baseres pa. Avhengig av det gnskede resultat, kan det anvendes
andre parametre, inkludert tid (for f.eks. maling av forsinket tumorvekst) eller

prosentvis binding. Fagkyndige kan enkelt bestemme slike andre parametre.

nBT062 (se ogsa FIG. 1) er en murin/ human-kimar IgG4 mAb, en kimerisert
versjon av B-B4. Denne kimeriserte versjonen av B-B4 ble skapt for a8 redusere
HAMA-responsen (Human Anti-Mouse Antibody), men samtidig beholde
funksjonaliteten til den antistoffbindende regionen av B-B4 for CD138. Det ble
overraskende funnet at dette kimezere antistoffet oppviser bedre
bindingsaffiniteter enn B-B4. Det kimazere antistoffet har, ganske overraskende,
0gsa veert assosiert med homogen malretting, hvilket reduserer variansen i
resultater som blir oppnadd ved bruk av antistoffet eller immunkonjugatet som
omfatter dette. Protokollen for fremstilling av nBT062 er spesifisert nedenfor. 11.
desember 2007 ble eggceller fra kinesisk hamster, som uttrykker nBT062,
deponert hos DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Mascheroder Weg 1, D-38124 Braunschweig. Identifikasjonsnummeret er
DSM ACC2875. Et CD138-spesifikt, kimaert antistoff basert pa B-B4, er her
generisk kalt c-B-B4.

Aminosyresekvensen for bade de tunge og lette kjedene har veert predikert ut
ifra translasjonen av nukleotidsekvensen for nBT062. Aminosyresekvensene som
er predikert for tungkjeden og lettkjeden, er oppgitt i Tabell 1. Predikerte

variable regioner er i fet skrift, mens predikerte CDRs er understreket.
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Tabell 1. Predikert aminosyresekvens for nBT062

NO/EP2238168

- nBT062 tungkjede-predikert sekvens (SEQ ID NO:1):

1 QVOLOQSGSE LMMPGASVEKI SCKATGYTFS NYWIEWVKQR PGHGLEWIGE
51 ILPGTGRTIY NEKFKGKATF TADISSNTIVQ MOLSSLTSED SAVYIYCARRD
101 YYGNFYYAMD YWGQGTSVTV SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL
151 VEKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLO SSGLYSLSSV VIVPSSSLGT
201 KTYTCNVDHK PSNTKVDKRV ESKYGPPCPS CPAPEFLGGP SVFLFPPKPK
251 DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ EDPEVOFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQFENS
301 TYRVVSVLTV LHODWLNGKE YKCKVSNKGL PSSIEKTISK AKGQOPREPQOV
351 YTLPPSQEEM TENQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL
401 DSDGSFFLYS RLTVDKSRWQ EGNVESCSVM HEALHNHYTQKSLSLSLG (K)

Det C-terminale lysinet er utsatt for klipping og kan foreligge pd grunn av

ufullstendi

g klipping til en viss grad og er ikke en del av SEQ ID NO: 1.

- nBT062 |

ettkjede-predikert sekvens (SEQ ID NO:2):

1
51
101
151
201

DIQMIQSTSS LSASLGDRVT ISCSASQGIN NYLNWYQQORE DGTVELLIYY
TSTLQSGVPS RFSGSGSGTD YSLTISNLEP EDIGTYYCQQ YSKLPRTFGG
GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

Tabell 2. viser en sammenligning av de generelle CDR-definisjoner av Krabat og
Chothia og de predikerte CDR-ene for BT062

Kabats CDR-definisjon nBT062

Lettkjede CDR1: restene 24-34 CDR1: restene 24-34
CDR2: restene 50-56 CDR2: restene 50-56
CDR3: restene 89-97 CDR3: restene 89-97

Tungkjede CDR1: restene 31-35 CDR1: restene 31-35
CDR2: restene 50-56 CDR2: restene 51-68
CDR3: restene 95-102 CDR3: restene 99-111

Chothias CDR-definisjon nBT062

Lettkjede

CDR1: restene 26-32 CDR1: restene 24-34

CDR2: restene 50-52 CDR2: restene 50-56
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Kabats CDR-definisjon nBT062
CDR3: restene 91-96 CDR3: restene 89-97
Tungkjede CDR1: restene 26-32 CDR1: restene 31-35
CDR2: restene 52-56 CDR2: restene 51-68
CDR3: restene 96-101 CDR3: restene 99-111

BT062 er et immunkonjugat som omfatter det CD138-malrettede, kimaere
antistoff nBT062, som er festet via en kobler, her SPDB, til det cytostatiske
maytansinoid-derivatet DM4. En kjemisk fremstilling av BT062 er gitt i FIG. 1 og
2. Immunkonjugater som omfatter nBT062 og et maytansinoid-effektormolekyl,
er ofte karakterisert ved sin kobler og maytansinoid-effektor, f.eks. er nBT062-
SMCC-DM1 et immunkonjugat som omfatter nBT062, SMCC (en "ikke-spaltbar™"
kobler som inneholder en tioesterbinding) og DM1 som en effektor. Mer generisk
kan et immunkonjugat som inneholder nBT062 og et effektormolekyl, ogsa
beskrives som nBT062-kobler-effektor eller bare som nBT062-effektor

(nBTO62N, hvori N er en hvilken som helst effektor som er beskrevet her.

Det henvises her til et uhindret motstykke (UI: uhindret immunkonjugat) av
et immunkonjugat som omfatter et konstruert, malrettet antistoff mot CD138,
som er festet til et effektormolekyl via en spaltbar kobler (CL) og er beskrevet
her som UICL, i motsetning til et immunkonjugat hvor effektormolekylet er
sterisk hindret, men inneholder en spaltbar kobler (HICL). UICL er et
immunkonjugat tilsvarer en HICL som omfatter et konstruert, malrettet antistoff
hvor effektormolekylet imidlertid ikke er sterisk hindret. Eksempler pa et par av
HICL/UICL er BT062 og nBT062-SPP-DM1. Et uhindret motstykke til et slikt
immunkonjugat som omfatter en ikke-spaltbar kobler (UINCL) viser til det
ekvivalente immunkonjugat som omfatter et konstruert, malrettet antistoff hvor
effektormolekylet ikke er sterisk hindret og omfatter en ikke-spaltbar kobler. For
BT062 utgjer nBT062-SMCC-DM1 et eksempel pa et slikt uhindret motstykke

som omfatter en ikke-spaltbar kobler.

En gkning av en tumorhemmende aktivitet (=tumorveksthemmende aktivitet) av
et immunkonjugat, er et relativt mal. Det beskriver den tumorveksthemmende

aktivitet av et konjugat i forhold til aktiviteten til immunkonjugatet med best
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effekt, som har en aktivitet satt til 100 %. Dersom for eksempel aktiviteten til
immunkonjugatet med best effekt, la oss si BT062, som forarsaker en
tumorvekstforsinkelse (TGD) pa 32 dggn, er satt til 100 %, blir aktiviteten til
f.eks. nBT062-DM1, som oppviser en tumorvekstforsinkelse (TGD) pa 18 dggn,

beregnet pa fglgende mate:
Tumor Growth Inhibiting Activity=

100x (TGDrerosz-om1/ TGDeres2},

mer generisk:
Tumor Growth Inhibiting Activity=

100x (TGDSampIe!TGDReference)-

Tabell 3 tilveiebringer egnede eksempler fra resultatene som er skissert i Fig.
11B:

TGD* (dogn) % aktivitet**
PBS 0 0
nBT062-SMCC-DM1 18 56

BT062 32 100
nBT062-SPP-DM1 13 40

Tabell 3:Tumorvekstforsinkelse (TGD) og % aktivitet av nBT062-DMx mot
MOLP-8-tumor-xenografter hos i SCID-mus, basert pa behandlingsgrupper som
far en dose pa 450 pg/kg.

(*) Tumorvekstforsinkelse i dggn (TGD) som gjennomsnittlig tid i dggn til
behandlingsgruppen nar en forhandsbestemt stgrrelse (160 mm?3), minus
gjennomsnittlig tid til kontrollgruppen ndr denne forhandsbestemte stgrrelsen.
(**)Tumorveksthemmende aktivitet=100x(TGDprsve/ TGDgros2).  Aktiviteten til
BT062 er definert som 100 %.

I eksemplet som er gitt i Tabell 2, tilveiebringer BT062 en gkning av en
tumorhemmende aktivitet som overskrider gkningen med dets uhindrede
motstykke (nBT062-SPP-DM1) med 60 %, og en gkning av en tumorhemmende
aktivitet som overskrider gkningen med dets uhindrede motstykke-
immunkonjugat som omfatter en ikke-spaltbar kobler (nBT062-SMCC-DM1)
med, 44 %.
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Det er tidligere rapportert at en spaltbar kobler i et immunkonjugat,
tilveiebringer en sakalt "bystander"-effekt. Goldmahker et al. (US-patentsgknad
2006/0233814) beskriver ogsa at "bystander"-effekten er seerlig uttalt nar
effektormolekylet blir utsatt for ytterligere modifisering, spesielt alkylering, ved
spalting fra det malrettede midlet. Goldmahker et al. viste ogsa at UICL oppviste
bedre TGD enn den respektive UINCL, et faktum som ogsa tilskrives det som blir
kalt "bystander"-effekten (se f.eks. Fig. 6 i US-patentsgknad 2006/0233814).
Her ble det overraskende funnet at en UICL i et regime med en hgy enkeltdose
(250 pg/kg) faktisk ikke ga bedre resultater enn UINCL. Den TGD i dggn som ble
observert for en UICL i et slikt regime, var faktisk lavere enn for UINCL. Denne
observasjonen ble tydeligere med gkende dose (450 ug/kg). Totalt sett var HICL
bedre enn UICL i enkeltdose-forsgk, i uventet grad. Dessuten var UINCL uventet

bedre enn UICL ved hgyere doser.

De malrettede midlene, spesielt malrettede antistoffer og/eller immunkonjugater
som er beskrevet her, kan administreres pa en hvilken som helst mate, inkludert
intravengst, parenteralt, oralt, intramuskulaert, intratekalt eller som en aerosol.
Avleveringsmaten avhenger av den gnskede effekten. En fagkyndig vil enkelt
vite den beste administreringsmaten for en spesiell behandling, i samsvar med
den foreliggende oppfinnelsen. Den hensiktsmessige dosen avhenger av
administreringsmaten og den indiserte behandling og kan enkelt bestemmes av

en fagkyndig i lys av dagens behandlingsprotokoller.

Farmasgytiske sammensetninger som inneholder et ukonjugert, malrettet middel
som et virkestoff, og farmasgytiske sammensetninger som omfatter
immunkonjugatet ifglge den foreliggende oppfinnelsen som et virkestoff, kan
fremstilles i henhold til konvensjonelle farmasgytiske synteseteknikker. Se for
eksempel Remington's Pharmaceutical Sciences, 17. utgave. (1985, Mack
Publishing Co., Easton, Pa.). Det er typisk at effektive mengder av virkestoffer
blir blandet med en farmasgytisk akseptabel bzerer. Bareren kan ha en rekke
former avhengig av hvilken preparatform man gnsker & administrere, for

eksempel intravengs, oral, parenteral, intratekal, transdermal eller som aerosol.

For oral administrering kan det malrettede midlet og/eller immunkonjugatet
veere formulert som faste eller flytende preparater som kapsler, piller, tabletter,
sugetabletter, smeltepreparater, pulvere, suspensjoner eller emulsjoner. Ved

fremstilling av sammensetningene i oral doseform kan det anvendes hvilke som
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helst av de vanlige farmasgytiske media, for eksempel vann, glykoler, oljer,
alkoholer, smakstoffer, konserveringsmidler, fargestoffer, oppslemmingsmidler
og lignende for orale flytende preparater (som for eksempel suspensjoner,
miksturer og opplgsninger); eller beerere som stivelse, sukkere,
fortynningsmidler, granuleringsmidler, fuktemidler, bindemidler,
desintegreringsmidler og lignende for orale, faste preparater (som for eksempel
pulvere, kapsler og tabletter). Siden de er enkle & administrere, representerer
tabletter og kapsler den mest fordelaktige orale enhetsdoseformen, der det
selvfglgelig anvendes faste farmasgytiske beerere. Dersom det er gnskelig, kan
tabletter sukkerdrasjeres eller enterobelegges ved standard fremgangsmater.
Det aktive midlet ma vaere stabilt nok til a8 passere gjennom
gastrointestinalkanalen. Om ngdvendig kan det anvendes egnede midler for
stabil passasje, som kan omfatte fosfolipider eller lecitinderivater som er
beskrevet i litteraturen, sd@ vel som liposomer, mikropartikler (inkludert

mikrokuler og makrokuler).

For parenteral administrering kan det malrettede midlet og/eller
immunkonjugatet opplgses i en farmasgytisk beerer og administreres som enten
en opplgsning eller en suspensjon. Eksempler pd@ egnede baerere er vann,
saltlgsning, fosfatbufferlgsning (PBS), dekstroselgsninger, fruktoselgsninger,
etanol eller oljer som er plantebasert eller av animalsk eller syntetisk
opprinnelse. Bzereren kan ogsa inneholde andre ingredienser, for eksempel
konserveringsmidler, oppslemmingsmidler, solubiliseringsmidler, buffere og
lignende. Nar det ukonjugerte, malrettede midlet og/eller immunkonjugatet blir
administrert intracerebroventrikulzert eller intratekalt, kan det ogsd opplgses i

cerebrospinalveaeske.

Doser som blir administrert til en pasient (som omfatter mennesker sd vel som
ikke-humane dyr), kan spesifiseres som mengde basert pa pasientens
overflateareal. Dosen kan administreres til en slik pasient i mengder pa
fortrinnsvis, men ikke utelukkende, fra ca. 5 mg/m2 til ca. 300 mg/mz, inkludert
ca. 20 mg/m?, ca. 50 mg/m?, ca. 100 mg/m?, ca. 150 mg/m?, ca. 200 mg/m? og
ca. 250 mg/m? Det er hensiktsmessig & administrere de malrettede
midlene/immunkonjugatene pa én gang eller som en serie av behandlinger. I et
flerdoseregime kan disse mengdene administreres én gang per dag, én gang per
uke, én gang annenhver uke, én gang hver tredje uke, én gang hver fjerde uke,

én gang hver femte uke eller én gang hver sjette uke. Startdoser i form av en
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enkelt hgy dose eller alternativt lavere doser som blir administrert rett etter
hverandre, fulgt av doser med lengre intervaller, utgjgr en foretrukket
utfgrelsesform av den foreliggende oppfinnelsen. I en foretrukket utfgrelsesform
er tidspunktene for dosering til en pasient justert slik at det har gatt lang nok tid
til en andre og/eller en eventuell pafslgende behandling, til at den forrige dosen
er blitt vesentlig metabolisert, men slik at mengden av immunkonjugat som
foreligger i pasientens system, likevel hemmer, forsinker og/eller hindrer
veksten av en tumor. Et eksempel pd et regime med "gjentatte enkeltdoser"
omfatter administrering av en startdose av immunkonjugat pa ca. 200 mg/m? én
gang hver tredje uke. Alternativt kan en hgy startdose vaere fulgt av en
vedlikeholdsdose pa ca. 150 pg/m2. Andre doseringsregimer kan imidlertid veere
anvendelige. Progresjonen av denne terapien kan lett folges med kjente
fremgangsmater og analyser. Dosen kan variere avhengig av om den blir
administrert med forebyggende eller terapeutisk formal, forlgpet av eventuell
tidligere behandling, pasientens kliniske historie og responsen pd det malrettede

midlet/immunkonjugatet, samt den behandlende leges skjgnn.

I samsvar med den foreliggende beskrivelsen blir MM behandlet som fglger, med
anvendelse av nBT062 og BT062 som et eksempel. Dette eksemplet er ikke
ment & begrense den foreliggende beskrivelsen p@ noen som helst mate, og en
fagkyndig kan enkelt finne andre immunkonjugat- og nBT062-baserte systemer
og andre behandlingsregimer som kan benyttes for behandling av sykdommer

som MM.

P& grunn av den selektive ekspresjon av CD138 pa pasientens MM-celler pa
celler som er tilgjengelige via blodstrammen, spesifisiteten for nBT062 og
stabiliteten av BT062 i blodstremmen, fjerner BT062 den systemiske toksisitet
av DM4 og tilveiebringer en mulighet til 8 malrette avleveringen av DM4-
effektormolekylet/ene. Administrering av doser av nBT062 er fordelaktig for &
beskytte lavt-uttrykkende CD138 positive, ikke-tumorceller mot BT062-binding
av de cellene og fortrinnsvis mot gdeleggelse, mens immunkonjugatene
tilveiebringer en mate for effektiv administrering av effektormolekylene til
cellesteder hvor effektormolekylene kan frisettes fra immunkonjugatene. Denne
malrettede avleveringen og frisettingen tilveiebringer et signifikant fremskritt i
behandling av flere myelomtyper, da dagens kjemoterapifremgangsmater noen

ganger gir ufullstendig remisjon.
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Den foreliggende oppfinnelsen er naermere beskrevet i de fglgende eksempler,
som kun er gitt som en illustrasjon. Det er benyttet standardteknikker som er

velkjente innen faget, eller teknikkene som er spesifikt beskrevet nedenfor.

Materialer og fremgangsmater

Konstruksjon av kimaert antistoff (cB-B4: nBT062)

B-B4

Murint antistoff B-B4 som tidligere karakterisert (Wijdenes et al., Br J Haematol.,
94 (1996), 318), ble brukt i disse eksperimentene.

Kloning og ekspresjon av B-B4 og cB-B4 / nBT062

Standard rekombinante DNA-teknikker ble utfgrt som beskrevet naermere i
laerebgker, for eksempel i J. Sambrook; Molecular Cloning, An Laboratory
Manual; 2. utgave. (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA, eller ndr
sett blir benyttet, som anbefalt i produsentens instruksjoner. PCR-kloning og
modifisering av variable regioner hos mus er utfgrt ved bruk av standard PCR-
metodologi. Primere som er angitt i det respektive resultatavsnittet, er blitt

anvendt.

Ekspresjon av cB-B4 / nBT062

Eksponensielt voksende COS-celler, dyrket i DMEM supplert med 10 % FCS, 580
pg/ml L-glutamin, 50 enheter/ml penicillin og 50 ug/ml streptomycin ble hgstet
ved trypsinering og sentrifugering og ble vasket i PBS. Cellene ble oppslemmet i
PBS til en endelig konsentrasjon pa 1x10’ celler/ml. 700 ul av COS-
cellesuspensjonen ble overfgrt til en Gene Pulser-kyvette og blandet med tung-
og kappa-lettkjede ekspresjonsvektor-DNA (10 pg av hver eller 13 pg av
Supervector). Cellene ble elektroporert ved 1900 V, 25 uF ved bruk av en Bio-
Rad Gene Pulser. Transformerte celler ble dyrket i DMEM supplert med 10 %
gamma-globulin-fri FBS, 580 pg/ml L-glutamin, 50 enheter/ml penicillin og 50
pg/ml  streptomycin i 72 timer, f@gr antistoffholdige supernatanter fra
cellekulturen ble hgstet.
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Capture ELISA for 4 mdle ekspresjonsnivdet av cB-B4 /| nBT062

96-brgnners plater ble dekket med 100 pl prgver av 0,4 ug/ml geit/anti-human
IgG-antistoff fortynnet i PBS (4 °C, natten over). Platene ble vasket tre ganger
med 200 ul/brgnn av vaskebuffer (PBS+0,1 % Tween-20). Brgnnene ble
blokkert med 0,2 % BSA, 0,02 % Tween-20 i PBS, fgr tilsetning av 200 pl
cellekultur-supernatanter som inneholdt det utskilte antistoff (inkubering ved
37°C i én time). Brgnnene ble vasket seks ganger med vaskebuffer, far
deteksjon av bundet antistoff med geit anti-human kappa-lettkjede peroksidase-

konjugat.

Rensing av cB-B4 [/ nBT062 fra cellekultur-supernatanter

cB-B4-antistoffet ble renset fra supernatanter av transformerte COS 7-celler ved
bruk av Protein A ImmunoPure Plus Kit (Pierce, Rockford, IL), i henhold til

produsentens anbefalinger.

cB-B4 bindings- og konkurranseanalyse

Analyse av bindingsaktiviteten til B-B4 og cB-B4 overfor CD138 ble utfgrt ved
bruk av Diaclone (Besancon, France) sCD138 Kit i henhold til produsentens

anbefalinger, tatt i betraktning endringene som er beskrevet i resultatavsnittet.

RNA-fremstilling og cDNA-syntese

Hybridom B-B4-celler ble dyrket og prosessert ved bruk av Qiagen Midi Kit
(Hilden, Germany) for & isolere RNA i henhold til produsentens protokoll. Ca. 5
ug B-B4 RNA ble underkastet revers transkripsjon for @ produsere B-B4 cDNA
ved bruk av Amersham Biosciences (Piscataway, NJ) 1 st strand synthesis kit i

henhold til produsentens protokoll.

Kloning av B-B4-immunglobulin-cDNA

Immunglobulin-tungkjede-(IgH)-cDNA ble amplifisert ved PCR ved bruk av IgH-
primeren MHV7 (5'-ATGGGCATCAAGATGGAGTCACAGACCCAGG-3") [SEQ ID
NO:3] og IgG1 konstant region-primer MHCG1 (5'-
CAGTGGATAGACAGATGGGGG-3') [SEQ ID NO:4]. P3 lignende mate ble
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immunglobulin-lettkjede-(IgL) amplifisert ved bruk av de tre forskjellige Igk-
primerne MKV2 (5'-ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTG-3') [SEQ 1ID
NO:5], MKV4 (5'-ATGAGGGCCCCTGCTCAGTTTTTTGGCTTCTTG-3') [SEQ ID
NO:6] og MKV9 (5'-ATGGTATCCACACCTCAGTTCCTTG-3") [SEQ ID NO:7], hver
i kombinasjon med primer MKC (5'-ACTGGATGGTGGGAAGATGG-3') [SEQ ID
NO:8]. Alle amplifiseringsprodukter ble direkte ligert med pCR2.1-TOPO-
vektoren ved bruk av TOPO-TA cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) i henhold

til produsentens instruksjoner.

E. coli TOP10-bakterier (Invitrogen) transformert med de ligerte pCR2.1
vektorkonstruksjoner ble utvalgt pd LB-ampicillin-Xgal agarplater. Smaskala-
kulturer ble inokulert med enkeltvise, hvite kolonier og ble dyrket natten over,
og plasmider ble isolert ved bruk av QIAprep Spin Miniprep kit i henhold til

produsentens instruksjoner.

cDNA-sekvensbestemmelse

Plasmider ble sekvensert ved bruk av BigDye Termination v3.0 Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (ABI, Foster City, CA). Hvert utvalgte plasmid ble sekvensert
i begge retninger ved bruk av 1210 og 1233 primere cyklisert pd en
GeneAmp9600 PCR-maskin. Den elektroforetiske sekvensanalysen ble utfgrt pd

en ABI kapilleersekvenser.

Den komplette syklus av RT-PCR, kloning og DNA-sekvensanalyse ble gjentatt
for & oppna tre fullstendig uavhengige sett med sekvensinformasjon for hver

immunglobulinkjede.

B-B4 Vx DNA-sekvens

Forste trad-syntese ble utfgrt i tre uavhengige reaksjoner. PCR-produktene som
ble generert ved bruk av primerne MKC og MKV2 (sekvenser oppgitt ovenfor),
ble ligert inn i pCR2.1-TOPO-vektorer i henhold til produsentens instruksjoner.
Kloner fra hvert uavhengige sett av RT-PCR-reaksjoner ble sekvensert i begge
retninger. MKV2-primet produktsekvens var sveert lik sterile kappa-transkripter
med opprinnelse fra myelom-fusjonspartneren, som MOPC-21, SP2 og Ag8
(Carroll et al., Mol Immunol., 25 (1988), 991; Cabilly et al., Gene, 40 (1985);
157) og ble derfor sett bort fra.
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PCR-produktene ved bruk av MKC med MKV4- og MKV9-, primere lignet
hverandre og avvek bare ved wobble-posisjonene innenfor ledersekvens-

primeren.

B-B4 VH DNA-sekvens

Syntese av fgrste trad ble utfgrt i tre uavhengige reaksjoner, og PCR-produktene
ble klonet og sekvensert fra hvert fgrste trad-produkt. Fem kloner ble sekvensert

fra hver fgrste trad.

Konstruksjon av kimzere cB-B4-ekspresjonsvektorer

Konstruksjonen av de kimaere ekspresjonsvektorene innebaerer addisjon av en
egnet ledersekvens til VH og V, fortsatt med et BamHI-restriksjonssted og en
Kozak-sekvens. Kozak konsensussekvens er avgjgrende for effektiv translasjon
av en variabel region-sekvens. Det definerer det korrekte AUG-kodon der et
ribosom kan starte translasjon, og den aller viktigste basen er adeninet (eller
mindre foretrukket et guanin) ved posisjon -3, oppstrgms for AUG-starten.
Ledersekvensen blir utvalgt som den mest like sekvens i Kabat-databasen
(Kabat et al., NIH National Technical Information Service, 1991). Disse
addisjonene blir kodet i foroverprimerne (For-primerne) (begge har sekvensen
5'-AGAGAAGCTTGCCGCCACCATGATT-GCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCC-3" [SEQ
ID NO:9]; restriksjonssted er understreket; Kozak-sekvens er i fete typer).
Konstruksjonen av kimare ekspresjonsvektorer omfatter innfgring av et 5'-
fragment av den humane gammal konstante regionen, opptil et naturlig Apal
restriksjonssted, tilgrensende til 3'-enden av J-regionen av B-B4 og, for
lettkjeden, tilfgye et splice donor-sted og HindllIl-sted. Splice donor-sekvensen
er viktig for korrekt binding, i leseramme, av den variable regionen til dens
passende konstante region, og fglgelig splicing av V:C-intronet. Kappa-intronet
+ CK blir kodet i ekspresjonskonstruktet nedstrgms for B-B4 Vi-sekvensen.
Tilsvarende er gamma-4 CH kodet i ekspresjonskonstruktet nedstrgms for B-B4

VH-sekvensen.

B-B4 VH- og Vk-gener ble fgrst ngye analysert for & identifisere eventuelle
ugnskede splice donor-steder, splice akseptor-steder, Kozak-sekvenser og
eventuell forekomst av ekstra subkloning restriksjonsteder som senere ville
interferere med subkloning og/eller ekspresjon av funksjonelt intakt antistoff. Et

ugnsket HindlIlI-sted ble funnet i V¢-sekvensen og matte fjernes ved stedsrettet
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mutagenese via PCR uten endring av aminosyresekvensen. For disse
reaksjonene ble det brukt oligonukleotid-primere BTO3 (5'-
CAACAGTATAGTAAGCTCCCTCGGACGTTCGGTGG-3") [SEQ ID NO:10] og BT04
(5'-CCACCGAACGTCCGAGGGAGCTTACTATACTGTTG-3") [SEQ ID NO:11], og
mutagenese ble gjennomfgrt i henhold til protokollen til Stratagene (La Jolla, CA)

Quickchange Mutagenesis Kit.

Kappa -kjede kimeriseringsprimere

Den ikke-flertydige B-B4 Vi-ledersekvensen, uavhengig av PCR
primersekvensen, ble sammenstilt med murine ledersekvenser i Kabat-
databasen. Den naermeste match for B-B4 VH-lederen var VK-10 ARS-A (Sanz et
al., PNAS, 84 (1987), 1085). Denne ledersekvensen er predikert 8 bli kuttet
korrekt av SignalP-algoritmen (Nielsen et al., Protein Eng, 10 (1997); 1).
Primerne CBB4Kfor (se ovenfor) og g2258 (5'-
CGCGGGATCCACTCACGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCCTCC-3'[SEQ ID NO:12j;
Restriksjonssted er understreket) ble utformet for & generere et PCR-produkt
som inneholder denne komplette lederen, B-B4 V¢-regionen og HindIII og BamHI
terminale restriksjonssteder, for kloning inn i pKN100 ekspresjonsvektor.
Foroverprimeren, CBB4K innfgrer et HindlIl restriksjonssted, et Kozak-sted for
translasjonsinitiering og VK-1 0 ARS-A-ledersekvensen. Reversprimeren g2258
innfgrer et splice donor-sted og et BamHI-restriksjonssted. Det resulterende
fragment ble klonet inn i HindIIIl/BamHI-restriksjonsstedene i pKN100.

Kimeriseringsprimere for tungkjede

Den ikke-tvetydige B-B4 VH ledersekvensen, uavhengig av PCR-
primersekvensen, ble sammenstilt med murine ledersekvenser i Kabat-
databasen. Den narmeste match for B-B4 VK-lederen var VH17-1A (Sun et al.,
PNAS, 84 (1987), 214). Denne ledersekvensen er predikert 8 bli kuttet korrekt
av SignalP-algoritmen. Primerne cBB4Hfor (se ovenfor) og g22949 (5'-
CGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGA-GACGGTGACTGAGGTTCC-3' [SEQ ID
NO:13]; Restriksjonssted er understreket) ble utformet for & generere et PCR-
produkt som inneholder VH17-1A-leder, B-B4 VH-regionen og terminal HindIII
og Apal restriksjonssteder, for kloning inn i pG4D200 ekspresjonsvektoren.
Foroverprimeren cBBHFor innfgrer et HindIll-restriksjonssted, et Kozak-sted for
translasjonsinitiering og VH17-1A-ledersekvensen. Reversprimeren g22949

innfgrer 5'-enden av gamma4 C-regionen og et naturlig Apal restriksjonssted.



10

15

20

25

30

NO/EP2238168

39

Det resulterende fragment ble klonet inn i Hindlll/Apal restriksjonsstedene i
pG4D200, hvilket resulterte i vektor pG4D200cBB4.

Produksjon av cBB4-antistoff

En ampulle med COS 7-celler ble tint og dyrket i DMEM supplert med 10 % Fetal
clone I serum med antibiotika. En uke senere ble cellene (0,7 ml med en
konsentrasjon pa& 107 celler/ml) elektroporert med pG4D200cBB4 pluss
pKN100cBB4 (10 upg DNA hver) eller ingen DNA. Cellene ble platet i 8 ml

vekstmedium i 4 dggn. Elektroporeringen ble gjentatt syv ganger.

Deteksjon av kimeert antistoff

En sandwich ELISA ble brukt for & male antistoffkonsentrasjoner i COS 7-
supernatanter. Transient transformerte COS 7-celler utskilte ca. 6956 ng/ml
antistoff (data ikke vist).

Bindingsaktivitet til cB-B4

For 8 analysere bindingsaktiviteten til cB-B4 i COS 7-kultur-supernatanter, er
Diaclone sCD138 kit blitt brukt, en sandwich ELISA med fast fase. Et
monoklonalt antistoff som er spesifikt for sCD138, har fatt dekke brgnnen i de
tilveiebrakte mikrotiter-strips. Under fgrste inkubering blir sCD138 og biotinylert
B-B4 (bio-B-B4) antistoff inkubert samtidig og sammen med en fortynningsserie
av umerket test-antistoff (B-B4 eller cB-B4).

Konsentrasjonen av bio-B-B4 i denne analysen er blitt redusert for & oppnd
konkurranse med lave konsentrasjoner av umerket antistoff (konsentrasjonen av
cB-B4 i COS 7-cellekultur-supernatanter var ellers for lav til 8 oppna tilstrekkelig
konkurranse). Resultater fra denne analysen viser at begge antistoffer har
samme spesifisitet for CD138 (data ikke vist).

Rensing av cB-B4

Kimart B-B4 ble renset fra COS 7-celle-supernatanter ved bruk av Protein A
ImmunoPure Plus kit (Pierce), i henhold til produsentens anbefalinger (data ikke

vist).

Kp-bestemmelse: Sammenligning nBT062/ BB4
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Rensing av Igselig CD 138

Lgselig CD138-antigen fra U-266-cellekultur-supernatant ble renset med FPLC
ved bruk av en 1 ml "HiTrap NHS-activated HP "-kolonne koblet med B-B4.
Cellekultur-supernatant ble hatt i PBS-buffer pH 7,4 pa kolonnen, og senere ble
CD138-antigen eluert med 50 mM tri-etylamin pH 11 i 2 ml fraksjoner. Eluert
CD138 ble umiddelbart ngytralisert med 375 pl 1 M Tris-HCI, pH 3, for & hindre

strukturelle og/eller funksjonelle skader.

Biotinylering av CD 138

Sulfo-NHS-LC (Pierce) ble brukt for & merke CD138. NHS-aktiverte biotiner
reagerer effektivt med primaere aminogrupper som lysinrestene, i buffere med
pH 7-9 og danner stabile amidbindinger.

For biotinylering av CD138 ble 50 pl CD138 avsaltet ("desalted") ved bruk av
proteinavsaltende ("protein desalting") spinnkolonner (Pierce).
Biotinyleringsreagenset (EZ-Link Sulfo NHS-LC-Biotin, Pierce) ble opplgst i
isavkjglt, deionisert H,O til en endelig konsentrasjon pa 0,5 mg/ml.
Biotinyleringsreagens og capture-reagenslgsning ble blandet og hadde 12 ganger
molart overskudd av biotinyleringsreagens i forhold til capture-reagens (50 pmol
CD138 til 600 pmol biotinyleringsreagens) og ble inkubert i 1 time ved
romtemperatur mens ampullen ble rystet forsiktig. Ubundet

biotinyleringsreagens ble fjernet ved bruk av proteinavsaltende kolonner.

Immobilisering av bCD138

Sensorchippen (SENSOR CHIP SA, BIACORE AB) som ble brukt i BIACORE-
analysen, er utformet for & binde biotinylerte molekyler for interaksjonsanalyse i
BIACORE-systemer. Overflaten bestdr av en karboksymetylert dekstranmatriks
som pa forhdnd er immobilisert med streptavidin og er klar for hgyaffinitets
capture av biotinylerte ligander. Immobilisering av bCD138 ble utfgrt p8 SENSOR
CHIP SA ved bruk av en strgmningshastighet p@ 10 pl/min ved manuell
injeksjon. Chip-overflaten ble behandlet med tre pafglgende 1-minutters
injeksjoner med 1 M NaCl i 50 mM NaOH. Deretter ble biotinylert CD138 injisert i

1 minutt.
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Kp-bestemmelse for forskjellige antistoffer ved bruk av BIACORE

Programvaren BIACORE C bruker forhandsdefinerte masker, sdkalte veivisere
("wizards"), for forskjellige forsgk hvor kun visse innstillinger kan endres. Siden
BIACORE C opprinnelig ble utviklet for 8 male konsentrasjoner, er det ingen
veiviser som er utformet for & utfsre affinitetsmalinger. Med adekvate
innstillinger kan imidlertid veiviseren for "ikke-spesifikk binding" brukes for &
male affinitetshastighetskonstantene og ble derfor brukt for Kp-bestemmelse.
Med denne veiviseren ble to stremningsceller ("flow cells") malt, og
dissosiasjonsfasen ble innstilt p& 90 s ved & utfgre "Regenerering 1" med
BIACORE kjgringsbuffer. "Regenerering 2", som tilsvarer den reelle regenerering,
ble utfgrt med 10 mM glysin-HCI pH 2,5. Etter dette trinnet var liganden CD138 i
sin bindingskompetente tilstand igjen. Under hele prosedyren ble HBS-EP brukt
som kjgrings- og fortynningsbuffer. For & bestemme binding av de forskjellige
antistoffer (~150 kDa) til CD138, ble assosiasjon og dissosiasjon analysert ved
forskjellige konsentrasjoner (100, 50, 25, 12.5, 6.25 og 3.13 nM).
Dissosiasjonslikevekt-konstantene ble bestemt ved beregning av
hastighetskonstantene ka og kd. Etterpd ble Kp-verdien for analyttene beregnet
ved kvotienten av kd og ka med programvaren BlIAevaluation. Resultatene er
vist i Tabell 4.

Tabell 4: Komparativ analyse av Kp verdier for nBT062 og B-B4. Standardavvik

er oppgitt for gjennomsnittlige Kp-verdier.

Affinitet

Antistoff
Kp (nM) gjennomsnittlig Kp (nM)

1.4

nBT062 1.4 1.4 +/- 0.06

1.5

1.7

B-B4 1.7 1.6 +/- 0.06

1.6

1.9
nBT062-SPDB-DM4 1.9 +/- 0.00
1.9
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Affinitet
Antistoff
Kp (nM) gjennomsnittlig Kp (nM)
1.9
2.6
B-B4-SPP-DM1 2.7 2.6 +/- 0.06
2.6
Drofting

Gjennomsnittlige Kp-verdier for hvert antistoff ble beregnet for tre uavhengige
forsgk. Resultatene viser at i alle malinger oppviser nBT062 svakt reduserte Kp-
verdier sammenlignet med B-B4 (gjennomsnittlige Kp-verdier var henholdsvis
1,409 1,6 nM).

Fremstilling av immunkonjugater

nBT062-DM1 og huC242-DM1

Det tiolholdige maytansinoidet DM1 ble syntetisert fra det mikrobielle
fermenteringsproduktet ansamitocin P-3, som tidligere beskrevet av Chari (Chari
et al., Cancer Res. 1 (1992), 127). Fremstilling av humanisert C242 (huC242)
(Roguska et al., PNAS, 91 (1994), 969) er beskrevet tidligere.
Antistoff/legemiddel-konjugater ble fremstilt som beskrevet tidligere (Liu et al.,
PNAS, 93 (1996), 8618). Et gjennomsnitt pa 3,5 DM1-molekyler ble koblet per

antistoffmolekyl.

nBT062-DM4

BT062 er et antistoff/legemiddel-konjugat som er sammensatt av det
cytotoksiske maytansinoid-legemidlet DM4, koblet med disulfidbindinger via en
kobler til det kimeriserte, monoklonale nBT062-antistoff. Maytansinoider er anti-
mitotika som hemmer tubulinpolymerisering og mikrotubulisammenstilling
(Remillard et al., Science 189 (1977), 1002). Kjemisk og skjematisk fremstilling
av BT062 (nBT062-DM4) er vist i FIG. 1 og 2.
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Syntese av DM4

DM4 blir fremstilt fra det velkjente derivatet maytansinol (Kupchan et al., J.
Med. Chem., 21 (1978), 31). Maytansinol blir fremstilt ved reduktiv spalting av
estergruppen i det mikrobielle fermenteringsproduktet, ansamitocin P3, med

litiumtrimetoksyaluminum-hydrid (se FIG. 3).

DM4 blir syntetisert ved acylering av maytansinol med N-metyl-N-(4-
metyditiopentanoyl)-L-alanin (DM4-sidekjede) i neervaer av
dicykloheksylkarbodiimid (DCC) og sinkklorid, hvilket gir det disulfidholdige
maytansinoidet DM4-SMe. DM4-SMe blir redusert med ditiotreitol (DTT) til det
gnskede tiolholdige maytansinoid DM4 (se FIG. 4 for prosessflytdiagrammet for
DM4).

Immunkonjugat BT062

Prosedyren for fremstilling av nBT062-DM4 er skissert i FIG. 5. nBT062-
antistoffet blir modifisert med N-succinimidyl-4-(2-pyridylditio)butyrat (SPDB-
kobler) for & innfere ditiopyridylgrupper. DM4 blir blandet med det modifiserte
antistoffet i en konsentrasjon som gir overskudd av ekvivalenter av
ditiopyridylgrupper. BT062-konjugatet dannes ved en disulfiutvekslingsreaksjon
mellom tiolgruppen i DM4 og ditiopyridylgruppene som ble innfgrt i antistoffet
via kobleren. Rensing med kromatografi og diafiltrering fjerner de lavmolekylaere
reaktantene (DM4) og reaksjonsproduktene (tiopyridin), sd8 vel som aggregater

av konjugert antistoff, hvilket gir partiet med legemiddelsubstans.

FACS-analyse og WST cytotoksisitetsanalyse

FACS-analyse

OPM-2-celler er plasmacelle leukemicellelinjer med hgy ekspresjon av CD138.
OPM-2-celler ble inkubert med nBT062, nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1
eller nBT062-SMCC-DM1 i forskjellige konsentrasjoner (indikert i FIG. 6). Cellene
ble vasket, og CD138-bundet antistoff eller konjugater ble pavist ved bruk av et
fluorescens-merket, sekundaert antistoff i FACS-analyse. Gjennomsnittlig

fluorescens malt i disse forsgkene, ble plottet mot antistoffkonsentrasjonen.
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Analyse av cellenes levedyktighet

CD138% MOLP-8-celler var podet i flatbunnede plater i en konsentrasjon pa 3000
celler/brgnn. CD138  BJAB kontrollceller ble podet i en konsentrasjon p& 1000
celler/brgnn. Cellene ble behandlet med nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1
eller nBT062-SMCC-DM1 i forskjellige konsentrasjoner (indikert i FIG. 7) i fem
degn. WST-reagens (vannlgselig tetrazoliumsalt, ROCHE) ble tilsatt for & male
cellenes levedyktighet i henhold til produsentens instruksjoner (ROCHE).
Reagenset ble inkubert i 7,5 timer p& MOLP-8-celler og i 2 timer pa BJAB-celler.
Fraksjonen av overlevende celler ble beregnet basert pa de optiske tettheter

malt i en mikroplateleser ved bruk av standard prosedyrer.

Drofting

Binding av nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1, nBT062-SMCC-DM1 eller
nBT062 ble analysert med FACS. CD138% OPM-2 som malceller ble inkubert med
nBT062 eller immunkonjugater, og cellebundne molekyler ble pavist ved bruk av
et fluorescens-merket, sekundzert antistoff. I FIG. 6 er gjennomsnittlig
fluorescens som et mal pd mengden av cellebundet antistoff, plottet mot
forskjellige antistoff- eller konjugatkonsentrasjoner. Resultatene viser at
nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1 og nBT062-SMCC-DM1 oppviser sveert
like bindingsegenskaper. Dessuten gir resultatene en sterk indikasjon pa at
bindingsegenskapene til det ukonjugerte antistoffet, ikke blir pavirket av de

konjugerte toksiner.

I analysen av cellenes levedyktighet analyserte man antistoffets cytotoksiske
virkning mot CD138* MOLP-8 malceller og mot CD138  BJAB B-lymfoblastom-
kontrollceller. Begge cellelinjer ble podet i flatbunnede plater og inkubert med
gkende konsentrasjoner av immunkonjugatene. Ukonjugert antistoff ble brukt
som en kontroll. Den cytotoksiske virkning ble analysert fem dager etter
tilsetning av immunkonjugatene, ved bruk av WST-reagens for a8 male cellenes
levedyktighet. I FIG. 7(A)-(C) er fraksjonen av overlevende celler i forhold til
kontrollceller behandlet med beererkontroll, plottet mot gkende konsentrasjoner
av immunkonjugat. Resultatene viser at den cytotoksiske virkning av nBT062-
SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1 og nBT062-SMCC-DM1 mot MOLP-8-celler er
svaert lik. Som forventet ble CD138 BJAB kontrollceller ikke drept av

immunkonjugatene, hvilket indikerer at alle immunkonjugater virker via
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cellespesifikk binding til CD138. I kompetitive forsgk ble MOLP-8-celler
preinkubert med et molart overskudd av ukonjugert nBT062. Preinkubering ga
vesentlig blokkering av cytotoksisiteten til nBT062-SPDB-DM4, hvilket ga
ytterligere evidens for at immunkonjugatene dreper cellene via spesifikk binding
til CD138 pa celleoverflaten (FIG. 7 (D)).

Forsgk med xenografter pa mus

For 8 evaluere betydningen av CD138-mélretting for anti-tumor-aktiviteten til
antistoff/maytansinoid-konjugater av en human kimaer versjon av B-B4-
antistoffet, nBT062, ble det utfgrt forssk med xenografter pd mus. Det ble
fremstilt to versjoner av nBT062/maytansinoid-konjugater som kan ha forskjellig
disulfidkoblinger med ulik stabilitet (nBT062-SPP-DM1 og nBT062-SPDB-DM4).
Anti-tumoraktiviteten til disse antistoff/legemiddel-konjugatene ble
sammenlignet med aktiviteten til B-B4-SPP-DM1-konjugatet (som omfatter det
murine opprinnelige antistoff), s& vel som ukonjugert fritt maytansinoid (DM4),
opprinnelig umodifisert nBT062-antistoff, og et ikke-malrettet (irrelevant)
IgG1l/maytansinoid-konjugat. Konjugatene ble evaluert i en CD138-positiv
xenograftmodell (MOLP-8) for humant multippelt myelom hos SCID-mus (severe

combined immunodeficient).

Hos disse musene ble det etablert subkutane tumorer (CB.17 SCID hunnmus)
ved inokulering med MOLP-8-cellesuspensjoner. Behandling med en enkelt
intravengs bolusinjeksjon ble utfgrt ndr tumorvolumene hadde nadd et
gjennomsnitt p& 113 mm?>. Endringer i tumorvolum og kroppsvekt ble undersgkt

to ganger per uke. Forsgkene ble utfgrt i 68 dager etter tumorcelleinokulering.

Forspk A med xenograft-mus

Mus

CB.17 SCID hunnmus, fem uker gamle, ble anskaffet fra Charles River

Laboratories.

Humane tumorcellelinjer
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MOLP-8, en human multippelt myelom-cellelinje, ble anskaffet fra ATCC. MOLP-
8-celler, som utrykker CD138-antigenet pa celleoverflaten og utvikler xenograft-
tumorer hos SCID-mus, ble vedlikeholdt i RPMI-1640-medium supplert med 4
mM L-glutamin (Biowhittaker, Walkersville, MD), 10 % fgtalt bovinserum
(Hyclone, Logan, Utah) og 1 % streptomycin/penicillin, ved 37 °C i en fuktig
atmosfaere som inneholdt 5 % CO,.

DEL I

Tumorvekst hos mus

Hver mus ble inokulert med 1x10” MOLP-8-celler subkutant i omradet area hgyre
skulder. Det totale volum per mus var 0,2 ml, hvor forholdet mellom serumfritt
medium og matrigel (BD Bioscience, Bedford, MA) var 1/1 (volum/volum). Far
behandling ble xenograft-tumorene overvaket daglig og fikk bli etablert.

Tumorvolumet nadde omtrent 113 mm?3

ca. 11 dager etter
tumorcelleinokulering. Graden av tumoretablering ("tumor take rate") hos CB.17

SCID-mus var 100 %.

Elleve dager etter tumorcelle-inokulering ble 42 mus utvalgt pa bakgrunn av
tumorvolum og kroppsvekt. Tumorvolumet var innenfor et omradde pa 68,2 til
135,9 mm?3. De fgrtito musene ble randomisert i syv grupper (A-G) pa seks dyr

hver, basert p& tumorvolum.

Hver av de seks musene i Gruppe A fikk 200 pl PBS som beererkontroll. Hver
mus i gruppe B fikk 13,8 mg/kg nakent nBT062-antistoff. Denne dosen tilsvarer
mengden av nBT062-antistoff-komponent i 250 pg/kg av koblet maytansinoid.
Forholdet mellom molekylvektene til maytansinoider og nBT062-antistoff i et
konjugatmolekyl, er omtrent 1/55. Hver mus i Gruppe C fikk 250 ug/kg av DM4.
Hver mus i Gruppe D fikk 250 pg/kg av huC242-DM4. Hver mus i Gruppe E, F og
G fikk 250 pg/kg av henholdsvis nBT062-SPDB-DM4, B-B4-SPP-DM1 og nBT062-
SPP-DM1.

Alle midler ble administrert intravengst som en enkelt bolusinjeksjon i en lateral
halevene ved bruk av en 1 ml sprgyte med en kanyle pd 27 gauge, > tomme.
Fgr administrering ble stamlgsninger av nBT062-antistoff, nBT062-SPDB-DM4 og
nBT062-SPP-DM1 fortynnet med steril PBS til en konsentrasjon p& henholdsvis 2
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mg/ml, 28,1 pg/ml og 28,1 pg/ml, slik at det injiserte volum for hver mus var
mellom 120-220 pl.

DEL II

I et annet forsgkssett ble MOLP-8-celler (1,5x10” celler per mus) oppslemmet i
en 50:50-blanding av serumfritt media og matrigel, injisert subkutant, i et volum
pa 100 pl, i omradet under hgyre skulder. Tumorvolumene nadde ca. 80 mm?
ved dag 11, og gjennomsnittet for kontrollene var ca. 750 mm? ved dag 25,
etter celleinokulering. Tiden til doblet tumorvolum ble estimert til 4,58 dager.
Hver mus i kontrollgruppen (n=6) fikk 0,2 ml steril PBS administrert i den
laterale halevenen (i.v.) som en bolusinjeksjon. Alle behandlingsdoser var basert
pd konjugert maytansinoid. Ni grupper (n=6) ble behandlet med en enkelt
intravengs injeksjon av nBT062-SMCC-DM1, nBT062-SPDB-DM4 eller nBT062-
SPP-DM1 i doser pd@ henholdsvis 450, 250 og 100 pg/kg. En ytterligere gruppe
(n=6) fikk gjentatte doser pd 250 pg/kg av nBT062-SMCC-DM1 (ukentlig i fem
uker). Musene ble randomisert i elleve grupper (n=6) etter tumorvolum, ved
bruk av programmet LabCat. Tumorvolumene ble rangert fra 40,0 til 152,5 mm?>.

Dosene til musene var basert pd individuell kroppsvekt.

Tumorstgrrelsen ble malt i tre dimensjoner to ganger per uke ved bruk av
LabCat System (Tumor Measurement and Tracking, Innovative Programming
Associated, Inc., Princeton, NJ). Tumorvolumet i mm? ble beregnet ved bruk av
metodologien som er beskrevet i Tomayko et al., Cancer Chemother. Pharmacol,
24 (1989), 148:

Volume=Length x Width x Height x '2

Log,, for celledrap ble beregnet med formelen som er beskrevet i Bissery et al.,

Cancer Res., 51 (1991), 4845:
Log.o cell kill = (T-C) / Ty x 3.32

hvor (T-C) eller tumorvekstforsinkelse er median tid i dagn som er ngdvendig far
tumorer i behandlingsgruppen (T) og kontrollgruppen (C) ndr en

forhdndsbestemt stgrrelse (600 mm?). T4 er tiden til dobling av tumoren, basert
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pa median for tumorvolum hos kontrolimusene, og 3,32 er antall celledoblinger

per log for cellevekst.

Resultater

Tumorveksten hos individuelle mus er vist i FIG. 8 og 9. Gjennomsnittlig (+/-

SD) tumorvekst for hver gruppe er vist i FIG. 10.

Sammenlignet med tumorvekst hos dyr forhdndbehandlet med PBS, forarsaket
behandling med nBT062-antistoff, ukonjugert fritt DM4 eller det irrelevante ikke-

malrettede konjugat huC242-DM4 ikke noen signifikant hemming av tumorvekst.

Alle tre CD138-malrettede konjugater, nBT062-SPDB-DM4, B-B4-SPP-DM1 og
nBT062-SPP-DM1, i en dose pa 250 ug/kg, fordrsaket markert forsinket
tumorvekst. Basert pd de gjennomsnittlige tumorvolum som ble malt for
behandlingsgruppene, var DM4-konjugatet nBT062-SPDB-DM4 det mest aktive,
mens nBT062-SPP-DM1-konjugatet viste svakt gkt aktivitet sammenlignet med
dets murine motstykke B-B4-SPP-DM1 (FIG. 10). Resultatene som ble oppnadd
for individuelle mus viser dessuten at anti-tumoraktiviteten som ble oppnadd
med B-B4-SPP-DM1, er mer heterogen og derfor mindre forutsigbar enn hos mus
behandlet med nBT062-SPP-DM1. N&r det gjelder homogenitet av anti-
tumoraktivitet, hadde, ved bruk av det andre konjugatet, der nBT062 er
malrettet antistoff, nBT062-SPDB-DM4 lignende egenskaper som nBT062-SPP-
DM1.

Ingen reduksjon av kroppsvekt ble observert i noen av behandlingsgruppene,

hvilket tyder pa at behandlingen ble godt tolerert.

Drgfting

Resultatet fra analysen av tre CD138-malrettede konjugater i dyreforsgk, viste
betydningen av malrettet avlevering for anti-tumor-aktiviteten. Mens
maytansinoid-konjugater av humant kimaert nBT062 og murine B-B4-antistoffer,
viste signifikant aktivitet, malt som loggcelledrap, var det ingen signifikant
innvirkning pa tumorvekst ved behandling med ukonjugert DM4, umodifisert
opprinnelig huBT062-antistoff eller et ikke-malrettet kontrollkonjugat (huC242-
DM4).
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Immunkonjugatet som ble fremstilt fra humant kimaert antistoff, nBT062-SPP-
DM1, gav svakt hgyere anti-tumoraktivitet enn konjugatet som ble fremstilt fra
dets murine motstykke, B-B4-SPP-DM1. Dessuten resulterte behandling med
nBT062-SPP-DM1 og nBT062-SPDB-DM4 i mer homogene responser hos
individuelle mus enn behandling med B-B4-SPP-DM1. Den hgye
bindingsvariasjonen for B-B4-SPP-DM1 forklarte hvorfor malingen av median for
tumorvolum (+4/- SD) av MOLP-8 humant multippelt myelom-xenografter hos
CB.17 SCID-mus over tid (dggn) etter inokulering, faktisk ga relativt bedre
resultater for B-B4-SPP-DM1 enn for nBT062-SPP-DM1 (data ikke vist). Dette
trekket ved immunkonjugater der nBT062 brukes som et malrettet antistoff,
synes a veere fordelaktig, spesielt med tanke pa terapeutisk bruk av

konjugatene.

Det mest potente av maytansinoid-konjugatene, etter en enkelt i.v.
administrering i MOLP-8 xenograft-modellene med SCID-mus, var nBT062-
SPDB-DM4.

Forsok B medxenograft-mus

I dette forsgkssettet ble attifem mus inokulert med MOLP-8-celler (1,5x10’
celler/mus) subkutant i hgyre skulder. Graden av tumoretablering var 100 %.
Sekstiseks SCID-mus som hadde store MOLP-8-tumorer med et gjennomsnittlig
tumorvolum pd ca. 80 mm?, ble randomisert til elleve behandlingsgrupper
(n=6). Musene ble behandlet med en enkeltdose av ett av tre konjugater
(nBT062-SMCC-DM1, nBT062-SPDB-DM4 eller nBT062-SPP-DM1). En ytterligere
gruppe fikk fem ukentlige doser av nBT062-SMCC-DM1, og en kontrollgruppe
fikk en enkeltdose av PBS. Gjennomsnittlige tumorvolumer er vist i FIG. 11A.
En doserespons ble fastsldtt for hvert konjugat. En median for tumorvolum pa
750 mm?® hos de PBS-behandlede dyrene, ble nddd pa dag 25. Tid til
tumordobling, bestemt ved den best tilpassede linesere regresjonskurven
tilpasset et log-linezert plott av kontroll-tumorvekst, var 4,58 dager. Dyr
behandlet med nBT062-SPDB-DM4 i en dose pa 450 ug/kg, hadde hgyeste
loggcelledrap (LCK=2,89), fulgt av dyr behandlet med nBT062-SMCC-DM1 med
en ukentlig dose pd 250 pg/kg (LCK=2,1; se Tabell 5). Sammenligning av kurver
for gjennomsnittlig tumorvekst hos behandlingsgruppene ved gjentatt maling av
ANOVA ved utfgrelse av Dunnett's Multiple Comparison Test, viste en signifikant
forskjell mellom PBS-kontrollgruppen og 450 ug/kg nBT062-SPDB-DM4
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(p<0,01), 250 pg/kg nBT062-SPDB-DM4 (p<0,05) og fem ukentlige doser av
250 pg/kg nBT062-SMCC-DM1 (p<0,05). Delvis eller fullstendig tumorregresjon
forekom ikke i noen av behandlingsgruppene, bortsett fra hos ett dyr som fikk
450 ug/kg nBT062-SPDB-DM4 og som hadde delvis regresjon av tumoren inntil
dag 85 etter inokulering.

Tabell 5. LCK-verdier ("log cell kill"), malt som anti-tumoraktivitet av
forskjellige nBT062-DMx-konjugater i forskjellige doseringsskjemaer. Det
henvises til avsnittet Materialer og fremgangsmater for informasjon om

beregning av LCK-verdier.

Testmateriale Dose (ug/kg) LCK Dosering
PBS enkeltdose
nBT062-SMCC-DM1 450 0.85 |enkeltdose
nBT062-SMCC-DM1 250 0.53 |enkeltdose
nBT062-SMCC-DM1 100 0 enkeltdose
nBT062-SPDB-DM4 450 2.89 |enkeltdose
nBT062-SPDB-DM4 250 1.05 |enkeltdose
nBT062-SPDB-DM4 100 0.39 |enkeltdose
nBT062-SPP-DM1 450 0.8 enkeltdose
nBT062-SPP-DM1 250 0.39 |enkeltdose
nBT062-SPP-DM1 100 0.2 enkeltdose
nBT062-SMCC-DM1 250 2.1 ukentlig i 5 uker
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Patentkrav

1. Immunkonjugat som omfatter et konstruert, malrettet antistoff som
gjenkjenner CD138, og et effektormolekyl for indusering av celledgd, hvori det
konstruerte, malrettede antistoffet omfatter en tungkjede som har minst 90 %
sekvensidentitet med SEQ ID NO: 1, og en lettkjede som har minst 90 %
sekvensidentitet med SEQ ID NO: 2, hvori (a) tungkjeden omfatter
aminosyrerestene 31 til 35 (CDR1), 51 til 68 (CDR2) og 99 til 111 (CDR3) av
SEQ ID NO:1, og (b) lettkjeden omfatter aminosyrerestene 24 til 34 (CDR1), 50
til 56 (CDR2) og 89 til 97 (CDR3) av SEQ ID NO:2, og hvori det konstruerte,
malrettede antistoff er av en IgG4-isotype.

2. Immunkonjugatet ifglge krav 1, hvori det konstruerte, malrettede antistoffet
videre omfatter aminosyrerestene 123 til 448 av SEQ ID NO: 1, og mutasjoner

derav som

(i) bevarer eller reduserer den antistoffavhengige cytotoksisiteten og/eller
komplementavhengige cytotoksisiteten til det konstruerte, malrettede
antistoffet, og/eller

(i) stabiliserer det konstruerte, malrettede antistoffet,

mer foretrukket hvori: (a) tungkjeden har minst 95 % sekvensidentitet med SEQ
ID NO: 1; og (b) lettkjeden har minst 95 % sekvensidentitet med SEQ ID NO: 2.
3. Immunkonjugatet ifslge krav 1, hvori det konstruerte, malrettede antistoffet
er et kimaert humant/muse-antistoff.

4. Immunkonjugatet ifglge krav 1, hvori det konstruerte, malrettede antistoffet
omfatter en tungkjede som har SEQ ID NO: 1 og en lettkjede som har SEQ ID
NO: 2.

5. Farmasgytisk sammensetning som omfatter immunkonjugatet ifglge hvilket
som helst av de foregdende kravene, og en farmasgytisk akseptabel bzerer.

6. Immunkonjugat ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 4, for anvendelse i
medisin.

7. Immunkonjugat ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 4, for anvendelse i en
behandling malrettet mot tumorceller, hvori det konstruerte, malrettede antistoff
i immunkonjugatet, binder CD138 uttrykt p@ CD138-uttrykkende celler.
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