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Et antistoff-enzymkonjugat,
hvori et antistoff som kan reagere med
et antigen pad overflaten av tumor-
celler, konjugeres med et enzym som
kan omdanne et svakt cytotoksisk
prolegemiddel til den tilsvarende mere
aktive stamlegemiddelform, fremstilles
ved 4 omsette antistoffet og enzymet
med kryssbindende heterobifunksjonelle
midler slik at en thiolether- eller
disulfidbinding dannes melleom anti-
stoffet og enzymet.
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Foreliggende oppfinnelse angdr en fremgangsmdte for
fremstilling av et antistoff-enzymkonjugat.

Anvendelse av immunokonjugater til selektiv frem-
fpring av cytotoksiske midler til tumorceller ved behand-
ling av cancer er kjent innen teknikken. Fremfgring av
cytotoksiske midler til tumoromrédene er meget ¢gnskelig, da
systemisk administrering av disse midler ofte resulterer i
tilintetgjg¢relse av normale celler i legemet, savel som
de tumorceller som sgkes tilintetygjort. Ifglge de for
tiden anvendte antitumor-legemiddelfremfgringssystemer kon-
jugeres et cytotoksisk middel med et tumorspesifikt anti-
stoff under dannelse av et immunokonjugat som bindes til
tumorcellene og derved "avleverer" det cytotoksiske middel
i tumoromradet. Immunokonjugatene anvendt i disse mal-
rettede systemef, omfatter antistoff-legemiddelkonjugater
[se f.eks. R.W. Baldwin et al. "Monoclonal Antibodies For
Cancer Treatment", Lancet, s. 603-05 (15. mars 1986) ] og
antistoff-toksinkonjugater [se f.eks. P.E. Thorpe "Antibody
Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review"

i Monoclonal Antibodies '84: Bioclogical and Clinical
Applications, A. Pinchere et al. (red.), s. 475-506
(1985) 1.

Bade polyklonale antistoffer og monoklonale anti-
stoffer er blitt anvendt i disse immunokonjugater [se f.eks.
K. Ohkawa et al. "Selective In Vitro And In Vivo Growth
Inhibition Against Human Yolk Sac Tumor Cell Lines By
Purified Antibody Against Human a-Fetoprotein Conjugated
With Mitomycin C Via Human Serum Albumin", Cancer Immunol.
Immunother., 23, s. 81-86 (1986) og G.F. Rowland et al.
"Drug Localisation And Growth Inhibition Studies Of
Vindesine-Monoclonal Anti~CEA Conjugates in A Human Tumor
Xenograft", Cancer Immunol. Immunother., 21, s. 183-87
(1986) ]. De anvendte legemidler i disse immunokonjugater
omfatter daunomycin (se f.eks. J. Gallego et al. "Preparation
Of Four Daunomycin-Monoclonal Antibody 791T/36 Conjugates
With Anti-Tumor Activity" , Int. J. Cancer, 33, s. 737-44
(1984) og R. Arnon et al. "In Vitro And In Vivo Efficacy
Of Conjugates Of Daunomycin With Anti-Tumor Antibodies",
Immunological Rev., 62, s. 5-27 (1982) ], methotrexat
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[N. Endo et al. "In Vitro Cytoxicity Of A Human Serum
Albumin-Mediated Conjugate Of Methotrexate With Anti-MM46
Monoclonal Antibody", Cancer Research, 47, s. 1076-80
(1987) ], mitomycin C [K. Ohkawa et al., supra)], og vindesin
[G.F. Rowland et al., supral]. De anvendte toksiner i
antistoff-toksinkonjugatene omfatter bakterielle toksiner
slik som difterintoksin og plantetoksiner slik som ricin
[se f.eks. F.L. Moolten et al. "Antibodies Conjugated to
Patent Cytotoxins As Specific Antitumor Agents", Immunol.
Rev., 62, s. 47-73 (1982)].

Til tross for omfanget av forskningen rettet mot
anvendelse av immunokonjugater til terapeutiske formadl, er
adskillige begrensinger forbundet med disse fremfgrings-
metoder, blitt tydelige [se f.eks. M.J. Embleton "Targeting
Of Anti-Cancer Therapeutic Agents By Monoclonal Antibodies",
Biochemical Society Transactions, 14, s. 393-395 (615th
Meeting, Belfast 1986)]. For det fgrste er den store mengde
legemiddel som det er ngdvendig & fremfgre til tumorcellen
for & fremkalle tilintetgjgrelse av cellen, ofte uopp-
ndelig pa grunn av begrensninger som skyldes antallet av
tumor-assosierte antigener pa& overflaten av cellene, og
antallet av legemiddelmolekyler som kan bindes til et gitt
antistoffmolekyl. Denne begrensning har f¢rt til anvend-
else av kraftigere cytotoksiske midler slik som plante-
toksiner i disse konjugater, og til utvikling av polymer-
bundne antistoff-legemiddelkonjugater med meget hgye
legemiddel-multiplisitetsforhold [se f.eks. P.E. Thorpe,
supra, s. 475-506, og R.W. Baldwin et al. "Design And
Therapeutic Evaluation of Monoclonal Antibody 791T/36 -
Methotrexate Conjugates" i Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, s. 215-31 (Alan R. Liss, Inc. 1985)]. Selv med
store legemiddelmengdeforhold eller ved anvendelse av
kraftige toksiner, utviser mange immunokonjugater imidler-
tid stadig sub-optimal cytotoksisk aktivitet og er ikke
i stand til & fremkalle fullstendig tilintetgjgrelse ved
doser hvor alle tilgjengelige antigene steder er mettet.

For det annet er det &penbart at den cytotoksiske
aktivitet av et immunokonjugat ofte avhenger av den av
antistoff-komponenten i konjugatet, formidlede opptagelse
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derav i tumorcellen [se f.eks. J.M. Lambert et al.
"Purified Immunotoxins That Are Reactive With Human Lymphoid
Cells", J. Biol. Chem., 260 (nr. 22, s. 12035-12041 (1985)].
Denne internalisering er avgjgrende nadr det anvendes et
antistoff-legemiddelkonjugat hvor legemidlet har et intra-
cellulert virkningsomrade, eller nar antistoff-toksin-
konjugater anvendes. Hoveddelen av tumor-assosierte
antigener, og sdledes antistoff-legemiddel~ eller antistoff-
toksinkonjugater bundet til disse antigener, er imidlertid
ikke internalisert. De konjugater som er internalisert,
transporteres ofte til cellens lysosom hvor legemidlet
eller toksinet nedbrytes [se E.S. Vitetta et al., Science,
238, s. 1098-1104 (1987)]. Selv om et antistoff-legemiddel-
eller antistoff-toksinkonjugat kan utvise fremragende
tumorbindingsegenskaper, kan konjugatet ikke desto mindre
utvise begrenset cytotoksisk anvendelighet som fglge av
manglende evne til & nd sitt virkningsomrédde innen cellen.

Det er dessuten velkjent at tumorcellepopulasjoner
ofte er heterogene med hensyn til antigen-ekspresjon [se
f.eks. A.P. Albino et al. "Heterogeneity In Surface

_Antigen and Glycoprotein Expression of Cell Lines Derived

From Different Melanoma Metastases of The Same Patient",

J. Exp. Med., 154, s. 1764-78 (1981)]. 1I tillegg er det
blitt vist at antigen-positive tumorceller kan fremkalle
antigen-negative avkom [se f.eks. M. Yeh et al. "Clonal
Variation for Expression of a Human Melanoma Antigen
Defined by a Monoclonal Antibody", J. Immunol., 126 (nr. 4),
s. 1312-17 (1981)]. I enhver populasjon av tumorceller vil
det sdledes vare et visst antall celler som ikke utviser det
antigen for hvilket et bestemt immunokonjugat utviser
spesifisitet. Immunokonjugatet vil derfor ikke kunne bindes
til disse celler og formidle deres tilintetgjgrelse.

Som fglge av disse ulemper har de for tiden anvendte
antitumor-legemiddel- eller toksinfremfgringssystemer en
begrenset suksess, sarlig ved anvendelse til in vivo-
behandling. ‘

Foruten de ovenfor beskrevne immunokonjugater er
antistoff-enzymkonjugater blitt undersgkt in vitro i kom-

binasjon med et annet ikke-mdlrettet enzym til omdannelse
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av jodid eller arsfenamin til de toksiske former derav,

med henblikk pd & forsterke antistoff-formidlet cytotoksi-
sitet [se f.eks. C.W. Parker et al. "Enzymatic Activation
and Trapping of Luminol-Substituted Peptides and Proteins.
A Possible Means of Amplifying the Cytotoxicity of Anti-
Tumor Antibodies", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72 (nr. 1),
s. 338-42 (1975), og G.W. Philpott et al. "Affinity
Cytotoxicity of Tumor Cells With Antibody-Glucose Oxidase
Conjugates, Peroxidase, and Arsphenamine", Cancer Research,
34, s. 2159-64 (1974)].

Ifglge disse in vitro-undersgkelser bindes enzymet
gluco-oxydase til et antistoff og anvendes i kombinasjon
med et ikke-mélrettet peroxydaseenzym for & omdanne jodid
eller arsfenamin til hhv. cytotoksisk jod eller arsenikk.
Denne metode krever derfor ikke bare at gluco-oxydase mé&l-
rettes mot tumorceller med antistoff, men ogsd narver i
tumoromradet av to andre ikke-malrettede midler. Sannsyn;
ligheten for at samtlige tre midler in vivo vil finnes i
tumoromradet p& samme tid, er liten, og det er derfor usann-
synlig at denne metode blir av terapeutisk betydning. '

I kanadisk patentskrift 1.216.791 beskrives kon-
jugering til et antistoff av et enzym som kan frigjgre
ammoniumioner fra substratet. Ammoniumioner avgis for &
styrke den cytotoksiske virkning av immunotoksiner malrettet
mot tumoromridet.

Sluttelig omhandler Europapatentsgknad nr. 84302218.7
en fremgangsmate for behandling av en sykelig cellepopula-
sjon slik som en tumor, ved hvilken fremgangsmite et anti-
stoff anvendes til & rette et ikke-metabolisert antigen mot
tumorcellene. Antigenet akkumuleres innen i det minste
en prosentdel av tumorcellene som deretter lyseres under fri-
gjgrelse av antigenetli en ubikviter fibronektin-oppfang-
elsesmatrise dannet i tumoromrddet. Pa dette tidspunkt
administreres ved metoden ifglge denne oppfinnelse en jod-
holdig ligand som er spesifikk for, og som vil bindes til
det til matrisen bundne antigen. Det cytotoksiske jod
reagerer deretter til tilintetgjgdrelse av tumorcellene pa
dette sted. Det er beskrevet mange utfgrelsesformer i

denne s¢knad, og en av disse foresldr anvendelse av et
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antistoff-enzymkonjugat til & malrette enzymet mot tumor-
omradet, og tilsetning av et ikke-letalt substrat som enzymet
kan omdanne til et cytotoksisk materiale [se angitte Europa-
patentsgpknad side 34-35]. I s¢knaden er det imidlertid ikke
noe sted beskrevet hvordan denne utfegrelsesform skal uteves.
Tilsvarende foreslar Hellstrom et al. "Antibodies For Drug
Delivery" i Controlled Drug Delivery (2. utg.), Robinson og
Lee (red.), s. 639 (1987), at "[d]rugs which would be non-
toxic until 'activated' by an agent (e.g. an enzyme) localized
to tumor may be considered as another approact .....".

Hittil har imidlertid ingen beskrevet eller angitt
hvordan foreliggende metode kan utfgres, eller har forse¢kt a
utgve denne legemiddel-mdlretningsmetode.

Foreliggende oppfinnelse angar en fremgangsmdte for
fremstilling av et antistoff-enzymkonjugat hvor antistoffet
reagerer med et antigen pd overflaten av tumorceller og er
konjugert med et enzym som er i stand til & omdanne et svakt
cytotoksisk prolegemiddel til det tilsvarende mer aktive stam-
legemiddel, idet antistoffet er L6, som produseres av det ved
ATCC under deponeringsnummer HB 8677 deponerte hybridom, det
monoklonale antistoff 96,5, som er spesifikt for p97, som er
et melanoma-assosiert antigen, eller 1F5, som produseres av
det ved ATCC under deponeringsnummer HB 9646 deponerte hybri-
dom, enzymet er en alkalisk fosfatase, penicillin-amidase,
arylsulfatase, cytosindeaminase, protease, D-alanylkarboksy-
peptidase, et karbohydratspaltende enzym eller en B-laktamase,
prolegemidlet er et fosfatholdig prolegemiddel, et sulfat-
holdig prolegemiddel, et peptidholdig prolegemiddel, et
glukosylert prolegemiddel, et B-laktamholdig prolegemiddel,
et D-aminosyremodifisert prolegemiddel, et fenoksyacetamid-
holdig prolegemiddel, et fenylacetamidholdig prolegemiddel
eller et substituert fenylacetamidholdig prolegemiddel, og
stamlegemidlet er et etoposid, teniposid, et adriamycin,
daunomycin, carminomycin, aminopterin, dactinomycin, mito-
mycin, et cis-platin, en cis-platinanalog, et bleomycin,
esperamicin, et 5-fluoruracil eller et melfalan eller
annen nitrogensennepsgass, hvilken fremgangsmate er
kjennetegnet ved at antistoffet og enzymet omsettes



10

15

20

25

30

35

178138

6

med et kryssbindende, heterobifunksjonelt middel slik at en
tioeter eller disulfidbinding dannes mellom antistoffet og
enzymet.

Ifplge foretrukne utfe¢relsesformer er antistoff-
enzymkonjugater inneholdende enzymet alkalisk fosfatase ("AP")
blitt anvendt sammen med det hittil ukjente prolegemiddel
etoposid-4'-fosfat eller 7-(2'-aminoethylfosfat)-mitomycin
eller en kombinasjon derav, til & fremkalle tilintetgje¢relse
av tumorceller. Ifglge en annen utfe¢relsesform er et anti-
stoff-enzymkonjugat inneholdende enzymet penicillin V amidase
("PVA") blitt anvendt sammen med et hittil ukjent prolege-
middel N-(p-hydroxyfenoxyacetyl)-adriamycin til & fremkalle
tilintetgjprelse av tumorceller. En ytterligere utfgprelsesform
angdr anvendelse av et antistoffenzymkonjugat som inneholder
enzymet cytosin-deaminase ("CD") i kombinasjon med prolege-
midlet 5-fluorcytosin til & fremkalle tilintetgjgrelse av
tumorceller.

Immunkonjugatene og prolegemidlene kan anvendes i
antitumorpreparater slik som preparater inneholdende en
farmasgpytisk effektiv mengde av minst ett immunkonjugat eller
prolegemiddel ifglge oppfinnelsen, og en farmase¢ytisk aksep-
tabel bazrer. Enn videre kan immunkonjugatene og prolege-
midlene anvendes i kombinasjoner og ved metoder til behandling
av tumorer i pattedyr, hvorved et pattedyr behandles med en
farmaspytisk effektiv mengde av preparatene ifg¢lge oppfinn-
elsen.

Oppfinnelsen belyses nzrmere i det etterfelgende i
forbindelse med tegningene hvori

figur 1 avbilder den strategi til aktivering av pro-
legemidler ved tumorceller som binder antistoffenzymkonju-
gater,

figur 2 avbilder en SDS-polyacrylamidgelanalyse (5-
12,5 % gradientgel, ikke-reduserende) av: (A) 96,5-AP immun-
konjugat, (B) L6-AP immunkonjugat, (C) AP, (D) det monoklonale
antistoff 96,5 og (E) det monoklonale antistoff L6.

Figur 3 avbilder fremstilling og hydrolyse av
etoposidfosfat og etoposidthiofosfat-prolegemidler.

Figur 4 avbilder hg¢gytryssvaeskekromatografi-(HPLC)
bestemmelse ved 254 nm) av: (A) etoposid-4'-fosfat alene, dvs.



10

15

20

25

30

35

178138

7

i fraver av AP- eller AP-L6-konjugatet, (B) etoposid alene,
(C) produktet fremstilt 5 minutter etter omsetning av etopo-
sid-4'-fosfat-prolegemidlet med AP, og (D) produktet fremstilt
5 minutter etter omsetning av etoposid-4'-fosfatprolegemidlet
med L6-AP-konjugatet.

Figur 5 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
den prosentvise etoposid-frigj¢relse mot tiden ved & utsette
etoposid-4'-fosfat eller etoposid-4'-thiofosfat for alkalisk
fosfatase. =

Figur 6 avbilder en sammenligning av bindingen av de
monoklonale antistoffer L6 og 96,5 og L6-AP- og 96, 5-AP-konju-
gatene til H3347 tumorceller.

Figur 7 avbilder en sammenligning av bindingen av de
monoklonale antistoffer L6 og 1F5 og L6~AP- og 1lF5-AP-konju-~
gatene til H3347 tumorceller.

Figur 8 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
det prosentvise antall tilintetgjorte tumorceller i forhold
til den molare konsentrasjon av etoposid eller etoposidfosfat-
prolegemiddel. Kurven av bilder den ¢kte prosentvise tilintet-
gjorelse som fremkommer ved reaksjonen av det relativt ikke-
cytotoksiske prolegemiddel med enten Lb6-AP-konjugatet eller
96, 5~AP-konjugatet.

Figur 9 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
den prosentvise inhibering av 3H-thymidin-inkorporering i DNA
av H3347 tumorceller, behandlet med e : etoposid, o : Ep, O :
L6-AP+EP eller B : 1F5-AP+EP. Kurven avbilder den iakttatte
¢kning av cytotoksisk aktivitet i det tilfelle hvor tumor-
cellene behandles med L6-AP og EP i sammenligning med den
iakttatte aktivitet ved behandling med EP alene.

Figur 10 avbilder analyser av fosfatase-aktivitet i
tumorer som var ubehandlet eller behandlet med konjugatene.
Figur 10A avbilder den samlede fosfatase-aktivitet hos H3347-
tumorer mot tiden i ubehandlede mus i forhold til mus be-
handlet 24 timer tidligere med L6-AP-konjugatet. Figur 10B
viser tumor-tverrsnitt fra ubehandlede eller L6-AP- eller 1F5-
AP-forbehandlede mus og farget enten med hematoxylin og eosin
eller med et AP-substrat. Mgrke omrader angir hey fosfatase-
aktivitet.
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Figur 11 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
tumorvolumet i mus mot tiden, idet kodepunktene har f¢lgende
betydning. Ubehandlet: e , behandlet med etoposid: o , be-
handlet med EP: B , behandlet med 1F5-AP+EP: [0 eller behandlet
med L6-AP+EP: a. Pilene angir starten pa legemiddelbehandling,
og hvor konjugatene ble administrert, skjedde dette 18-24
timer tidligere. Kurven avbilder den utpregede antitumorvirk-
ning som ble iakttatt etter behandling med L6-AP og EP.

Figur 12 avbilder den kjemiske struktur for mito-
mycinderivatene som anvendes, herunder det hittil ukjente pro-
legemiddel 7-(2'-aminocethylfosfat)mitomycin ("MOP").

Figur 13 avbilder reaksjonen av MOP med alkalisk
fosfataseenzym mot tiden. Reaksjonsforle¢pet ble registrert ved
hjelp av HPLC under bestemmelse av frigj¢ringen av MOH som er
mitomycin-alkoholderivatet av MOP.

Figur 14 avbilder en sammenligning av de monoklonale
antistoffer L6 og 1F5, og L6-AP- og lF5-AP-konjugatene til
H2981 tumorceller.

Figur 15 er en grafisk fremstilling av den prosent-
vise inhibering av °*H-thymidin-inkorporering i DNA av H2981
tumorceller, behandlet med a : etoposid, M : EP, 0O : AP+EP,

e : L6-AP+EP eller o : 1F5-AP+EP. Kurven avbilder den iakt-
tatte ¢kning av cytotoksisk aktivitet nar tumorcellene for-
behandles med L6-AP-konjugatet ifgplge oppfinnelsen i forhold
til EP alene. )

Figur 16 er en sammenlign av den prosentvise inhiber-
ing av *H-thymidin-inkorporering i DNA av H1981 tumorceller
behandlet med - : mitomycin C (MMC), a : MOH, B : MOP, a :
MOP+AP, @ : L6-AP+MOP eller o : 1F5-AP+MOP. Kurven avbilder
den iakttatte ¢kning i cytdtoksisk aktivitet nar tumorcellene
ble penetrert med L6-AP-konjugatet, etterfulgt av MOP-behand-
ling, sammenlignet med aktiviteten som ble iakttatt etter
behandling med MOP alene.

Figur 17 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
den prosentvise inhibering av *H-thymidin-inkorporering i DNA
av CEM-celler, behandlet med a4 : MMC, O : MOH, B : MOP, e
L6-AP+MOP eller o : 1F5-AP+MOP. Denne kurve viser spesifisi-
teten av den gkte cytotoksisitet som fremgadr fra figur 16
ovenfor, da en signifikant ¢kning ikke ble iakttatt pa CEM-



10

15

20

25

30

35

178138

9

celler som mangler L6-antigenet.

Figur 18 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
tumorvolumet mot tiden i mus som var ubehandlet (kontroll): e
eller behandlet med MOH: B , MOP: o, 1F5-AP+MOP: a eller L6-
AP+MOP: [J . Pilene angir de tidsmessig atskilte legemiddel-
behandlinger, og hvor det var praktisk, ble konjugatene
administrert 18-24 timer tid ligere f¢r hver legemiddelbehand-
ling. Kurven viser den uttalte antitumorvirkning som ble iakt-
tatt ved behandling av tumorene med L6-AP+MOP.

Figur 19 er en sammenlignende grafisk fremstilling
av tumorvolumet mot tiden i mus som var ubehandlet (kontroll):
B eller behandlet med MOP/EP: O , 1F5-AP+MOP/EP: o eller L6-
AP+MOP/EP: @ . Pilene angir de tidsmessig atskilte legemiddel-
behandlinger, og hvor det var praktisk, ble konjugatene
administrert 18-24 timer tidligere enn hver legemiddelbehand-
ling. Kurven viser den uttalte antitumorvirkning som ble iakt-
tatt ved behandling av tumorene med L6-AP-konjugatet og en
kombinasjon av prolegemidlene MOP og EP.

Figur 20 avbilder den kjemiske struktur av et adria-
mycin-prolegemiddel ("APO") og dets fremstilling fra adria-
mycin.

Figur 21 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
den prosentvise adriamycin-frigj¢relse mot tiden ved omsetning
av APO med A : fritt penicillin V amidaseenzym eller o og O :
L6~PVA-konjugatet ved i alt hhv. 10 og 100 pg protein/ml.
Reaksjonens forle¢p ble registrert med HPLC.

Figur 22 avbilder en sammenligning mellom bindingen
av det monoklonale antistoff L6 og L6-PVA- og 1F5-PVA-konju-
gatene til H2981 tumorceller.

Figur 23 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
den prosentvise inhibering av ’H-thymidin-inkorporering i DNA
av H2981 tumorceller behandlet med o : adriamycin (ADM), e :
APO, A: L6-PVA+APO eller & : 1lF5-PVA+APO. Kurven avbilder den
iakttatte gkning i cytotoksisk aktivitet ndr tumorcellene ble
penetrert med L6-PVA-konjugatet, etterfulgt av APO-behandling,
sammenlignet med aktiviteten som ble iakttatt ved behandling
med APO alene.

Figur 24 avbilder en sammenligning mellom bindingen
av de monoklonale antistoffer L6 og 1F5 og L6-PVA- og 1F5-PVA-
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konjugatene til Daudi lymfomaceller.

Figur 25 er en sammenlignende grafisk fremstilling av
den prosentvise inhibering av °H-thymidin-inkorporering i DNA
av Daudi lymfomaceller behandlet med e : ADM, o : APO. B : L6-
PVA+APO eller [0 : 1F5-PVA+APO. Kurven avbilder den iakttatte
¢kning i cytotoksisk aktivitet nar tumorcellene ble penetrert
med 1F5-PVA-konjugatet, etterfulgt av APO-behandling, sammen-
lignet med den cytotoksiske virkning som ble iakttatt etter
behandling av cellene med APO alene.

Figur 26 avbilder de kjemiske strukturer av 5-fluor-
cytosin ("5-FC") og f-fluoruracil ("5-FU"). 5-FC er et pro-
legemiddel som omdannes til 5-FU.

Figur 27 er en sammenlignende grafisk fremstilling
av den dannede mengde produkt mot tiden ved omsetning av
cytosin (cyto) med @ : CD, o : L6-CD eller B : 1F5-CD eller
ved omsetning av 5FC med 00 : CD, a&: L6-CD eller a : 1F5-CD.
Det dannede produkt under anvendelse av cytosin som substrat,
var uracil, og det dannede produkt under anvendelse av 5-FC
som substrat, var 5-FU. Reaksjonsforlgpet ble registrert
spektrofotometrisk.

Figur 28 avbilder en sammenligning av bindingen av
det monoklonale antistoff L6 og L6-CD og 1F5-CD-konjugatene
til H2981 tumorcelle.

Figur 29 er en grafisk fremstilling av den prosent-
vise inhibering av *H-thymidin-inkorporering i proteinet av
H2981 tumorceller behandlet med e : 5-FU, O : 5-FC, o : L6~
CD+5-FC eller B : 1F5-CD+5-FC. Kurven avbilder den iakttatte
¢kning i cytotoksisk aktivitet nér tumorcellene var for-
behandlet med L6-CD-konjugatet, etterfulgt av 5-FC-behandling,
sammenlignet med aktiviteten som ble iakttatt etter behandling
med 5-FC alene.

Antistoffkomponenten i immunkonjugatet omfatter
ethvert antistoff som spesifikt bindes til et tumor-assosiert
antigen. Eksempler pa slike antistoffer omfatter slike anti-
stoffer som spesifikt bindes til antigen er som finnes pa
carcinoma, melanoma, lymfoma og sarcoma i knokler og blgtt
vev, sa vel som andre tumorer. Antistoff er som forblir bundet
til celleoverflaten i lengre tids rom, eller som internali-

serer meget langsomt, foretrekkes. Disse antistoffer kan vare
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polyklonale eller fortrinnsvis monoklonale, kan va@re intakte
antistoffmolekyler eller fragmenter inneholdende det aktive
bindingsomrade av antistoffet, f.eks. Fab eller F(ab'),, og kan
fremstilles under anvendelse av kjente metoder innen faget [se
f.eks. R.A. DeWeger et al. "Eradication Of Murine Lymphoma And
Melanoma Cells By Chlorambucil-Antibody Complexes, Immuno-
logical Rev., 62, s. 29-45 (1982) (tumor-spesifikke mono-
klonale antistoffer fremstilt og anvendt i konjugater), M. Yeh
et al. "Cell Surface Antigens Of Human Melanoma Identified By
Monoclonal Antibodiés", Proc. Natl. Acad. Sci., 76, s. 2927
(1979), J.P. Brown et al. "Structural Characterization Of
Human Melanoma-Associated Antigen p97 with Monoclonal Anti-
bodies”, J. Immunol., 127 (nr. 2), s. 539-546 (1981) (frem-
stilling av tumor-spesifikke, monoklonale antistoffer), og
J.P. Mach et al. "Improvement Of Colon Carcinoma Imaging: From
Polyclonal Anti-CEA Antibodies And Static Photoscanning to
Monoclonal Fab Fragments And ECT", i Monoclonal Antibodies for
Cancer Detection And Therapy, R.W. Baldwin et al. (red.),
s. 53-64 (Academic Press 1985) (fremstilling av antistoffrag-
menter og anvendelse derav til lokalisering av tumorceller)].
Hvis monoklonale antistoffer anvendes, kan antistoffene dess-
uten vere av museopprinnelse eller human opprinnelse, eller
vere Kkimere antistoffer [se f.eks. V.T. Oi "Chimeric Anti-
bodies", BioTechniques, 4, (nr. 3), s. 214-221 (1986)].
Enzymkomponenten i immunkonjugatet omfatter ethvert
enzym som er i stand til & innvirke pd et prolegemiddel pa en
slik mé&te at det omdannes til dets mer aktive, cytotoksiske
form. Uttrykket "prolegemiddel" betegner her en forlgper for,
eller en derivatform av et farmasg¢gytisk aktivt stoff, hvilken
forlgper eller derivatform i sammenligning med stamlegemidlet
er mindre cytotoksisk overfor tumorceller og er i stand til
enzymatisk & bli aktivert eller omdannet til den mer aktive
stamform [se f.eks. D.E.V. Wilman "Prodrugs in Cancer Chemo-
therapy", Biochemical Society Transactions, 14, s. 375-382
(615th Meeting, Belfast 1986) og V.J. Stella et al. "Prodrugs:
A Chemical Approach To Targeted Drug Delivery", Directed Drug
Delivery, R. Borchardt et al. (red.), s. 247-267 (Humana Press
1985)].
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Enzymer som er anvendbare ved metoden, omfatter
alkalisk fosfatase som er anvendbar til omdannelse av fosfat-
holdige prolegemidler til frie legemidler, arylsulfatase som
er anvendbar til omdannelse av sulfatholdige prolegemidler til
frie legemidler, cytosindeaminase som er anvendbar til omdann-
else av ikke-toksisk 5—fluorcytoéin til anti-cancerlegemidlet,
5-fluoruracil, proteaser slik som serratia protease, termoly-
sin, subtilisin, carboxypeptidaser og cathepsiner (slik som
cathepsin B og L) som er anvendbafe til, omdannelse av peptid-
holdige prolegemidler til frie legemidler, D-alanylcarboxy-
peptidaser som er anvendbare til omdannelse av. prolegemidler
som inneholder D-aminosyresubstituenter, carbohydrat-spaltende
enzymer slik som B-galactosidase og neuraminidase, som er
anvendbare til omdannelse av glycosylerte prolegemidler til
frie legemidler, B-lactamase som er anvendbar til omdannelse
av legemidler derivatisert med B-lactamer, til frie lege-
midler, og penicillin-amidaser slik som penicillin V amidase
og penicillin G amidase, som er anvendbare til omdannelse av
legemidler som er derivatisert ved deres aminnitrogenatomer
med hhv. fenoxyacetyl eller fenylacetyl, til frie legemidler.
Alternativt kan antistoffer med enzymatisk aktivitet, ogsa
kjent innen teknikken som abzymer, anvendes til & omdanne pro-
legemidlene ifglge oppfinnelsen til frie aktive legemidler [se
f.eks. R.J. Massey, Nature, 328, s. 457-458 (1987)]. Anti-
stoff-abzymkonjugater kan fremstilles som her beskrevet, til
fremfgpring av abzymet til en tumorcellepopulasjon.

Prolegemidlene omfatter tilsvarende de ovenfor an-
gitte prolegemidler, f.eks. fosfatholdige prolegemidler, thio-
fosfat-holdige prolegemidler, sulfat—holdige prolegemidler,
peptid-holdige prolegemidler, D-aminosyre-modifiserte prolege-
midler, glycosylerte prolegemidler, B-lactam-holdige prolege-
midler, eventuelt substituerte fenoxyacetamid-holdige prolege-
midler, eller eventuelt substituerte fenylacetamid-holdige
prolegemidler, 5-fluorcytosin og andre 5-fluoruridin-prolege-
midler, som kan omdannes av enzymet i konjugatet til det mer
aktive, cytotoksiske frie legemiddel. Eksempler pé& cytotok-
siske legemidler som kan derivatiseres til en prolegemiddel-
form, omfatter etoposid, teniposid, adriamycin, daunomycin,

carminomycin, aminopterin, dactinomycin, mitomyciner, cis-
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platin og cis-platinanaloge, bleomyciner, esperamiciner [se US
patentskrift nr. 4.675.187], 5-fluoruracil, melfalan og andre
beslektede nitrogen-sennepsgasser.

Enzymene kan bindes kovalent til antistoffene ved
hjelp av velkjente metoder innen faget, slik som ved anvend-
else av de heterobifunksjonelle, kryssbindende reagenser SPDP
(N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat) eller SMCC
(Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl )-cyclohexan-1l-carboxylat
[se f.eks. P.E. Thorpe et al. "The Preparation And Cytotoxic
Properties of Antibody-Toxin Conjugates", Immunological Rev.,
62, s. 119-58 (1982), J.M. Lambert et al., supra, pd side
12038, G.F. Rowland et al., supra, pa side 183-84, og J.
Gallego et al., supra,.pé side 737-38]. Kondenserte proteiner
som minst omfatter antigen-bindingsomrddet av et antistoff, og
som er bundet til minst én funksjonell aktiv del av et enzym,
kan alternativt oppbygges under anvendelse av den velkjente,
rekombinante DNA-teknikk [se f.eks. M.S. Neuberger et al.,
Nature, 312, s. 604-608 (1984)]. Disse kondenserte proteiner
virker hovedsakelig pd samme mate som de her beskrevne anti-
stoff-enzymkonjugater.

Ifplge en foretrukket utfegrelsesform konjugeres et
antistoff med spesifisitet for et humant cancerantigen med
enzymet alkalisk fosfatase, og anvendes i overensstemmelse med
metoden til 3 omdanne et 4'-fosfatderivat av epipodofyllo-
toksinglucosidene til et aktivt anti-cancerlegemiddel. Slike
derivater omfatter etoposid-4'-~fosfat, etoposid-4'-thiofosfat
og teniposid-4'-fosfat (se fig. 3 hvor strukturformlene for
disse derivater er angitt, idet teniposidderivatet inneholder
en 2-thienylgruppe istedenfor methylgruppe i sukkerdelen av de
viste strukturformler). Andre utforelsesformer kan omfatte
fosfatderivater av disse glucosider, hvori fosfatdelen er
anbrakt ved andre hydroxylgrupper i glucosidene. I overens-
stemmelse med en mer foretrukket utfgrelsesform er det som
prolegemiddel anvendte fosfatderivat imidlertid etoposid-4'-
fosfat eller etoposid-4'-thiofosfat.

Alkalisk fosfatase AP ble kovalent bundet til det
monoklonale antistoff L6 som er et IgG2a antistoff som bindes
til et glycoprdtein—antigen pa& humane lungecarcinomaceller [I.
Hellstrom et al. "Antitumor Effects of L6, An IgG2a Antibody
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That Reacts With Most Human Carcinomas", Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83, s. 7059-63 (1986)]. Det dannede immunkonjugat
utviste ikke noe tap av enzymatisk aktivitet i sammenligning
med aktiviteten av det ukonjugerte enzym. I tillegg kommer at
det meste av bindingsaktiviteten hos L6-antistoffet ble bevart
i immunkonjugatet.

Under anvendelse av in vitro cytotoksisitetsunder-
sgpkelser ble det péavist at behandling av celler fra en human
carcinomacellelinje med L6-AP imminkonjugat, etterfulgt av at
cellene ble utsatt for et etposidfosfatprolegemiddel, resul-
terte i en cytotoksisitet som var sammenlignbar med anvendelse
av etoposid alene pa disse cancerceller. Derimot utviste
etoposidfosfat alene liten cytotoksisitet.

I tillegg paviste in vivo-undersgkelser i nakne mus
at L6-AP-immunkonjugatet er lokalisert til Lé6-positive tumor-
transplantater. Histologisk vurdering av disse tumorer indi-
kerte at det malrettede AP-enzym ble fordelt i hele tumor-
massen. ’

I tillegg utviste L6-AP-immunkonjugatet sterk in vivo
antitumoraktivitet ved terapiforse¢k hvor konjugatet ble
administrert til nakne mus med subkutane L-positive tumorer,
etterfulgt av behandling med et etoposidfosfatprolegemiddel.
Antitumorvirkningen ved denne behandling omfattet fullstendig
regresjon av enkelte tumofer og overgikk virkningen ved
behandling med prolegemidlet eller stamlegemidlet alene.

I overensstemmelse med en annen foretrukket utfeor-
elsesform ble L6-AP-immunkonjugatet anvendt til & omdanne et
hittil ukjent mitomycinfosfat prolegemiddel til et aktivt
mitomycinlegemiddel. Som tilfelle er med etoposidfosfat-pro-
legemidlet, fjerner AP-enzymet i Kkonjugatet fosfatgruppen fra
prolegemidlet, hvorved et aktivt antitumormiddel frigjo¢res.
Mitomycinfosfat-prolegemidlet kan vare et N’-C, .-alkylfosfat-
derivat av mitomycin C eller porfiromycin, eller farmasgytisk
akseptable salter derav. N’ viser til nitrogenatomet som er
bundet i 7-stillingen av mitosankjernen i stamlegemidlet.
Ifplge en mer foretrukket utfprelsesform er det anvendte
derivat 7-(2'-aminoethylfosfat)-mitomycin ("MOP") (se fig. 12

hvori strukturformlene for mitomycin C og MOP i form av et



10

15

20

25

30

35

178138

15

dinatriumsalt er angitt, idet porfiromycinderivatet, svarende
til MOP, inneholder en methylgruppe pd& aziridin-nitrogenatomet
i mitomycin C). Alternativt kan MOP-forbindelsen betegnes som
9a-methoxy-7-[ (fosfonooxy)-ethyl]amino]-mitosan, dinatrium-
salt. Andre utfgrelsesformer kan omfatte anvendelse av N’-
alkyl-mitomycin-fosforthioater som prolegemidler.

In vitro-undersgkelser indikerte at behandling av
celler fra en human lungetumorlinje med L6-AP-immunkonjugatet,
etterfulgt av at cellene ble ekspdnert for MOP, resulterte i
en cytotoksisitet som kunne sammenlignes med anvendelse av det
anerkjente anti-tumormiddel mitomycin aiene pd& tumorcellene.
Anvendelse av mitomycinfosfatprolegemidlet alene pa& tumor-
cellene resulterte i liten cytotoksisitet. Tilsvarende utviste
L6-AP-immunkonjugatet en uttalt anti-tumorvirkning in vivo ved
terapiforsgk hvor konjugatet ble administrert til nakne mus
med humane lungetumorer, etterfulgt av behandling med mito-
mycinfosfatprolegemidlet. Denne anti-tumorvirkning oversteg‘
virkningen som ble oppnddd under anvendelse av prolegemidlet
alene eller stamlegemidlet alene, eller ndr prolegemidlet ble
administrert sammen med et ikke-bindende antistoff-AP-konju-
gat.

I henhold til en ytterligere utfgprelsesform ble et
penicillin-amidase-enzym kovalent bundet til det monoklonale
L6 antistoff, og det resulterende immunkonjugat ble anvendt
til & omdanne et hittil ukjent adriamycin-prolegemiddel til
det aktive anti-tumor-legemiddel adriamycin. Den bestemte
anvendte amidase var en fra Fusarium oxysporum isolert
penicillin V amidase ("PVA") som hydrolyserer fenoxyacetyl-
amid-bindinger. Saledes var det serlig anvendte prolegemiddel
N-(p—hydroxyfenoxyacetyl)adriamycin ("APO"), som ble hydro-
lysert av amidasen under frigivelse av det kraftige anti-
tumormiddel adriamycin. L6-PVA-immunkonjugatet utviste ikke
noe tap av enzymatisk aktivitet ved sammenligning med aktivi-
teten av det ukonjugerte enzym, og det meste av bindings-
aktiviteten av L6-antistoffet ble bibeholdt i konjugatet.

Ifplge de utforte in vitro-undersopkelser resulterte
behandling av humane lungetumorceller med L6-PVA-konjugatet,
etterfulgt av at cellene ble utsatt for APO-prolegemidlet, i
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en cytotoksisitet som kunne sammenlignes med cytotoksisiteten
som ble oppnddd ved behandling av cellene med adriamycin
alene. Det er viktig & merke seg at APO-prolegemidlet alene
utviste langt lavere cytotoksisitet mot tumorcellene.

Tilsvarende in vitro-undersgkelser ble ogsa utfert
under anvendelse av et 1F5-PVA-konjugat hvori PVA-enzymet var
konjugert med 1F5 som er et monoklonalt antistoff som reagerer
med et antigen som finnes pd lymfomaceller. Behandling av
Daudi lymfomaceller med 1F5-PVA-kdnjugatet, etterfulgt av at
cellene ble utsatt for APO, resulterte i en cytotoksisitet som
kunne sammenlignes med cytotoksisiteten oppnéddd ved behandling
med adriamycin alene, mens behandling av celler med APO alene
resulterte i meget liten cytotoksisitet.

En utf¢relsesform omfatter enn videre anvendelsen av
andre amidaser slik som penicillin G amidase som enzymkompo-
nent i immunkonjugatet, sa vel som andre tilsvarende derivat-
iserte prolegemidler, slik at den bestemte amidase kan hydro-
lysere dette prolegemiddel til en aktiv antitumorform. Na&r en
penicillin G amidase eksempelvis anvendes som enzym, be¢r pro-
legemidlet inneholde en fenylacetylamid-gruppe (i motsetning
til fenoxyacetylamidgruppen i APO), da penicillin G amidase
hydrolyserer denne type amidbinding [se f.eks. A.L. Margolin
et al., Biochim. Biophys. Acta, 616, s. 283-89 (1980)]. Andre
prolegemidler omfatter sdledes N-(p-hydroxyfenylacetyl )-
adriamycin, N-(fenylacetyl )-adriamycin og andre eventuelt
substituerte N-fenylacetylderivater av adriamycin, eller
generelt ethvert prolegemiddel som er oppnadd ved omsetning av
amingruppen i stamlegemidlet med carboxylgruppen i fenoxy-
eddiksyre, fenyleddiksyre eller andre beslektede syrer. Pro-
legemidler av anthracycliner, som avviker fra adriamycin, og
som kan derivatiseres og virke hovedsakelig pd samme mate som
de her beskrevne adriamycin-prolegemidler, kan ogsé& anvendes.
Andre prolegemidler som eksempelvis kan fremstilles og
anvendes omfatter hydroxyfenoxyacetylamidderivater, hydroxy-
fenylacetylamidderivater, fenoxyacetylamidderivater og fenyl-
acetyl amidderivater av anthracycliner, slik som daunomycin og
carminomycin. Andre aminholdige legemidler slik som melfalan,
mitomycin, aminopterin, bleomycin og dactinomycin, kan ogsa
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modifiseres som her beskrevet, under dannelse av prolege-
midler.

Ytterligere en foretrukket utferelsesform omfatter
konjugering av enzymet cytosindeaminase ("CD") med det mono-
klonale L6-antistoff. Deaminase-enzymet katalyserer omdann-
elsen av 5-fluorcytosin ("5-FC"), en forbindelse som mangler
antineoplastisk aktivitet, til det kraftige anti-tumorlege-
middel 5-fluoruracil ("5-FU") (se fig. 24). L6-CD-immunkonju-
gatet ble saledes anvendt til omdannelse av prolegemidlet 5-FC
til 5-FU, hvilkef fremkaller en signifikant cytotoksisk virk-
ning pa tumorceller in vitro.

Som tilfellet var for de ovenfor beskrevne immun-
konjugater, utviste L6-CD-konjugatet ikke noe signifikant tap
av enzymatisk aktivitet eller bindingsaktivitet som fplge av
konjugering. In vitro-undersg¢kelser paviste enn videre at
behandling av humane lungetumorceller med L6-CD-konjugatet,
etterfulgt av at cellene ble utsatt for prolegemidlet 5-F,
resulterte i en cytotoksisk virkning svarende til den cyto-
toksiske virkning som oppnas ved behandling av cellene med det
kraftige antitumorlegemiddel 5-FU alene. Behandling av disse
tumorceller med prdlegemidlet alene resulterte i en usignifi-
kant cytotoksisk virkning.

Det fremgar tydelig av de her angitte, omfattende
data, at immunkonjugat/prolegemiddelkombinasjonen tilveie-
bringer en selektiv mekanisme til tilintetgjorelse av tumor-
celler, hvilken mekanisme omfatter administrering av et pro-
legemiddel som utviser redusert cytotoksisk aktivitet, hvilket
prolegemiddel omdannes til en sterkt cytotoksisk tilstand i
tumorcelleomraddet som fgplge av nerver av det der mdlrettede
antistoff-enzymkonjugat. Den cytotoksisitet som oppnas ved
denne metode, overstiger enn videre den som oppnas ved mal-
retning av antistoff i henhold til konvensjonelle metoder, da

" det aktive legemiddel, frigjort i tumoromradet, ikke er

hindret av de fysiske begrensninger som ledsager antistoff-
legemiddelkonjugat-fremfpringssystemer slik som ovenfor
diskutert. Det er derfor klart at metoden tilveiebringer en
mate til & gke den selektive cytotoksisitet med hensyn til

tumorceller ved behandling av cancer og andre tumorer.
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En annen utfgrelsesform tilveiebringer en metode til
kombinasjon av kjemoterapi under anvendelse av flere prolege-
midler og bare ett enkelt antistoff-enzymkonjugat. I denne
utfprelsesform anvendes et antall prolegemidler som alle er
substrater for samme enzym i et immunkonjugat. Et bestemt
antistoffenzymkonjugat omdanner saledes et antall prolege-
midler til den cytotoksiske form, hvilket resulterer i ¢kt
antitumoraktivitet i tumoromradet. En uttalt antitumorvirkning
oppnas eksempelvis ved in vivo-undersgkelser hvor L6-AP-
immunkonjugatet ifgplge oppfinnelsen ble administrert til nakne
mus med humane lungetumorer, etter fulgt av behandling med en
kombinasjon av hittil ukjente pro legemidler, dvs. et
etoposidfosfat-prolegemiddel og et mitomycinfosfatprolege-~
middel inngitt samtidig. Tilsvarende resulterte administrering
av et etoposidfosfat, adriamycinfosfat [se US patentskrift nr.
4.185.111] og 5-fluoruridinmonofosfat [se f.eks. C.
Heidelberger et al. "Fluorinated Pyrimidines And Their
Nucleosides" i Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 54, s.
57-119 (1983)] etter behandling med et antitumor-antistoff-AP-
konjugat, i dannelsen av en kombinasjon av kraftige antitumor-
legemidler i tumoromradet, dvs. etoposid, adriamycin og 5-
fluoruridin.

I henhold til en annen utfgrelsesform anvendes et
antall forskjellige immunkonjugater hvor enzymkomponenten i
konjugatet varierer. Hvert immunkonjugat kan anvendes til &
omdanne dets respektive prolegemiddel eller prolegemidler til
den cytotoksiske form i tumoromrddet. Et antitumorantistoff
kan eksempelvis bindes til AP under dannelse av et konjugat og
kan bindes til cytosin-deaminase under dannelse av et annet
konjugat. Begge immunkonjugater administreres deretter til en
vert med tumorer og vil bindes til tumor-antigenet i tumor-
omradet via antistoffspesifisiteten. Administrering av pro-
legemidlene etoposidfosfat og 5-fluorcytosin, vil resultere i
dannelsen i tumoromradet av etoposid og 5-fluoruracil, som
begge er kraftige antitumormidler.

Ytterligere en utfgrelsesform omfatter anvendelse av
et antall immunkonjugater, ved hvilken anvendelse spesifisi-
teten av antistoffkomponenten i konjugatet varierer, dvs. det
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anvendes et antall immunkonjugater som hvert is®r utviser et
antistoff som spesifikt bindes til forskjellige antigener pa
den angjeldende tumor. Enzymkomponenten i disse immunkonju-
gater kan vere den samme eller kan variere. Denne utfgrelses-
form kan sarlig vere nyttig i situasjoner hvor mengdene av de
forskjellige antigener p& overflaten av en tumor er ukjent, og
det onskes visshet om at tilstrekkelig enzym er rettet mot
tumoromiédet. Anvendelse av et antall konjugater med forskjel-
lige antigene spesifisiteter for tumoren ¢gker sannsynligheten
for & oppnd en tilstrekkelig mengde enzym i tumoromradet til
omdannelse av et prolegemiddel eller en rekke prolegemidler.
Denne utfgrelsesform er enn videre viktig med hensyn pd 4 opp-
nd en hgy grad av spesifisitet for tumoren, fordi sannsynlig-
heten for at normalt vev vil utvise samtlige tumorassosierte
antigener, er liten [se 1. Hellstrom et al. "Monoclonal Anti-
bodies To Two Determinants of Melanoma Antigen p97 Act Synerxr-
gistically In Complement-Dependent Cytotoxicity", J. Immunol.,
127 (nr. 1), s. 157-160 (1981)].

Ifplge en foretrukket utferelsesform administreres
antistoff-enzymkonjugatet f¢r administrering av prolegemidlet
til verten. Tilstrekkelig tid be¢r forl¢pe mellom administrer-
ing av konjugatet og prolegemidlet for & muliggjoére at anti-
stoffet i konjugatet rettes mot og lokaliserer enzymet til
tumoromrddet. En slik tilstrekkelig tid kan vere fra 12 timer
til en uke, avhengig av det anvendte konjugat.

Konjugatene og prolegemidlene kan administreres under
anvendelse av konvensjonelle administreringsmetoder, slik som
intravengs, intraperitoneal, oral, intralymfatisk eller
direkte administrering i tumoren. Intraveng¢gs administrering
foretrekkes.

En effektiv dose av antistoff-enzymkonjugatet kan
ligge i omradet fra ca. 1,0 til 100 mg/m2. En effektiv dose av
prolegemidlet vil avhenge av det anvendte spesielle prolege-
middel og stamlegemidlet, hvorfra det er avledet. Da prolege-
midlet er mindre cytotoksisk enn stamlegemidlet, kan doser
utover de i teknikken for stamlegemidlene anerkjente doser
anvendes. En effektiv dose av etoposid-prolegemidlene kan
f.eks. foreligge i intervallet fra ca. 75-500 mg/m2. En effek-

tiv dose av mitomycinfosfat-prolegemidler kan eksempelvis
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foreligge i omradet fra ca. 50-1000 mg/m?. En effektiv dose av
adriamycin-prolegemidlene kan eksempelvis vare i omradet fra
15-150 mg/m?’. Enn videre kan en effektiv dose av 5-fluorcytosin
og andre 5-fluoruridin-prolegemidler vere i omradet fra 600-
2000 mg/m2,

Oppfinnelsen beskrives ytterligere i de etterfglgende
eksempler.

Eksempel 1
Det etterfplgende eksempel illustrerer anvendelsen av

immunkonjugatene til omdannelse av et etoposidfosfat-prolege-
middel til etoposid ved hjelp av antistoffbundet alkalisk
fosfatase, og den resulterende in vitro cytotoksisitet mot

tumorceller og in vivo antitumorvirkning.

Fremstilling av _antistoff-alkalisk fosfatase-konjugater ifglge

oppfinnelsen
I dette eksempel ble det fremstilt og undersgpkt tre

immunkonjugater som omfattet enten det monoklonale antistoff
L6, 96,5 eller 1F5, som var konjugert til enzymet alkalisk
fosfatase (AP). L6 er et monoklonalt antistoff av IgG2a-under-
klassen, hvilket antistoff er spesifikt for og bindes til et
glycoprotein-antigen pa humane lungecarcinomaceller [se I.
Hellstrom et al., (1986), supral]. 96,5 er et monoklonalt IgG2a
antistoff som er spesifikt for p97, som er et melanoma-assosi-
ert antigen [se J.P. Brown et al., "Structural Character-
ization of Human Melanoma-~Associated Antigen p97 With Mono-
clonal Antibodies", J. Immunol., 127 (nr. 2), s. 539-46
(1981)]. 1FS er et monoklonalt IgG2a antistoff som er spesi-
fikt for CD-~20-antigenet pd normale og neoplastiske B-celler
[se E.A. Clark et al., "Role Of The Bp35 Cell Surface Polypep-
tide In Human B-Cell Activation", Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
82, s. 1766-70 (1985)]. L6—hybridomef som danner det mono-
klonale L6 antistoff, er deponert ved American Type Culture
Collection (ATCC) under deponeringsnr. HB8677 i forbindelse
med innlevering av Europapatentsgknad nr. 207963. 1F5-hybri-
domet som danner det monocklonale 1lF5-antistoff, er deponert
ved ATCC den 12. februar 1988 under deponeringsnr. HB 3645.
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Det monoklonale 96,5 antistoff er kommersielt tilgjengelig.
Antistoff-enzymkonjugatene fremstilles ved kovalent &
binde AP til de monoklonale antistoffer L6, 96,5, eller 1F5
via en thioetherbinding under anvendelse av en fremgangsmite
svarende til metoden som er be skrevet i J.M. Lambert et al.,
"Purified Immunotoxins That Are Reactive With Human Lymphoid
Cells", J. Biol. Chem., 260 (nr. 22), s. 12035-12041 (1985). I
overensstemmelse med en forsgksprotokoll ble konjugatene L6-AP
og 9 6,5-AP fremstilt som fglger:~2-iminothiolan (50 mM i
0,5 M triethanolaminhydroklorid med 10 mM EDTA ved pH 8,0) ble
tilsatt til en 8,0 mg/ml lg¢sning av L6- eller 96,5-antistoff
(i 50 mM triethanolamin-hydroklorid og 1 mM EDTA ved pH 8,0),
slik at sluttkonsentrasjonen av 2-iminothiolan var 1,3 mM.
Etter 90 minutter ved O °C ble reaksjonen avsluttet ved gel-
filtrering pad "Sephadex G-25" under eluering med fosfatbufret
saltvann (PBS) ved pH 7,2). Omsetningen av antistoffene med 2-
iminothiolan innfe¢rte sulfhydrylgrupper hvis antall ble be-
stemt under anvendelse av Ellmans reagens [se P.W. Riddles et
al., "Ellman's Reagent: 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoid Acid)-A
Reexamination", Analytical Biochemistry, 94, s. 75-81 (1979)].
Alkalisk fosfatase (kalvetarmer, Boehringer Mannheim,
10 mg/ml) 1 100 mM fosfatbuffer ved pH 7,0 ble behandlet med
sulfosuccinimidyl-4-(N-maleimidomethyl )cyclohexan-l-carboxylat
(sulfo-SMCC) (Pierce Chemical Co., 20 mM i dimethylformamid
(DMF)), slik at sluttkonsentrasjonen av sulfo-SMCC var 2,4 mM.
Etter 30 minutter ved 30 °C ble det modifiserte enzym renset
ved gelfiltrering pad "Sephadex G-25" og ble eluert med PBS.
Det modifiserte AP ble deretter tilsatt til det

thiolerte antistoff i et molforhold pa 2:1. Omsetningen av AP

med sulfo-SMCC innfe¢rte maleimidogrupper i enzymet, hvilke
grupper resulterte ved omsetning med sulfhydrylgruppene pa
hvert av de modifiserte anti stoffer i dannelse av en thio-
etherbinding mellom antistoffet og AP. Jodacetamid (slutt-
konsentrasjon 1 mM) ble tilsatt til proteinlgsningen etter 1
times reaksjonstid for & blokkere eventuelle uomsatte thioler,
og konjugatene ble renset pd en "Sephacryl S-300"-kolonne
under eluering med PBS. Fraksjoner ble overvaket ved 280 nm,
og AP-aktiviteten for hver fraksjon (fortynnet 64.000 ganger)

ble bestemt ved pH 9,5 under anvendelse av p-nitrofenylfosfat
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som substrat [P. Tijssen, Laboratory Techniques In Bio-
chemistry And Molecular Biology, s. 366-67, (Elsevier Press
1985)]. De fraksjoner som inneholdt konjugater med passende
nivder av . AP-antistofforhold, ble bestemt ved SDS-PAGE pa& en
5-12,5 % gradientgel (se fig. 2) og ble deretter forenet.
Proteinkonsentrasjonen ble bestemt ved 280 nm, hvor en 0,1 %
opplgsning av antistoffene og AP utviser en optisk densitet
(OD) p& hhv. 1,4 og 0,76. Analyse av konjugatene pa gelen
indikerte at de primert besto av I:1 forhold mellom antistoff
og enzym. Under de denaturerende betingelser som ble anvendt
ved gelen, vandret AP, som forekommer i naturen som en homo-
dimer med en molekylvekt pad 140 kd, som et enkelt band med en
molekylvekt p& 70 kd. Dette 70 kd proteinband ble iakttatt pa
gelen i de kolonner som ogsd inneholdt konjugatbandene med
hpyere molekylvekt, da en av subenhetene av enzymet dissosi-
erte fra det kovalent bundne antistoff enzymkonjugat (se fig.
2, bane & og B). Gelfiltrering pa en "S-300 Sephacryl"-kolonne
indikerte at det ikke forekom fritt enzym i konjugatprepa-
ratet.

En annen tilsvarende forsgksprotokoll ble ogsa
anvendt for fremstilling av L6-AP- og 1F5-AP-konjugatene,
hvorved antistoffet ble modifisert med iminothiolan (0,5 mM)
for innfeoring av en enkelt fri thiolgruppe, og AP ble modifi-
sert med succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl )-cyclohexan-1-
carboxylat (SMCC) (Pierce Chemical Co., Rockford, IL), slik at
sluttkonsentrasjonen av SMCC var 1,0 mM. De modifiserte
proteiner ble deretter kombinert, og de resulterende konju-
gater ble renset ved gelfiltrering pd "Sephacryl S-300".
Etterfgplgende SDS-PAGE-analyse indikerte at disse konjugat-
preparater ikke inneholdt ukonjugerte proteiner eller aggre-
gater. Som ovenfor beskrevet, ble proteinkonsentrasjonene av
preparatene bestemt ved hjelp av absorbansen ved 280 nm, hvor
1 mg/ml opplegsninger av antistoffet (molekylvekt 160 kd) og AP
(molekylvekt 140 kd) absorberte hhv. 1,4 og 0,76 OD-enheter.

Fremstilling av prolegemidlene etoposid-fosfatet og etoposid-
thiofosfatet
I overensstemmelse med neste trinn ved metoden if¢lge

oppfinnelsen ble hvert antistoff-enzymkonjugat omsatt med et
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hittil ukjent etoposid-fosfat- eller etoposidthiofosfat-pro-
legemiddel. Nzrmere bestemt. var de anvendte prolegemidler hhv.
4'~-dinatriumfosfatesteren av etoposid, og 4'-~dinatriumthio-
fosfatesteren av etoposid, hvilke prolegemidler har den i fig.
3 viste formel.

' Etoposid-fosfat og etoposid-thiofosfat ble synteti-
sert ved omsetning av etoposid med hhv. fosforoxyklorid eller
thiofosforylklorid under dannelse av enten et diklorfosfat-
eller diklorthiofosfat-mellomprodukt. Fosforyleringsreaksjonen
ble utfort i et egnet vannfritt, organisk le¢sningsmiddel,
eksempelvis acetonitril, og fortrinnsvis i narvar av en
tertizr aminbase, eksempelvis N,N-diisopropylethylamin.
Reaksjonsforlgpet ble overvaket ved tynnsjiktskromatografi
(TLC), hvorved den optimale reaksjonstid kan bed¢gmmes via til-
synekomst av produkt eller forsvinning av utgangsmateriale,
eller begge. Ifplge den derved oppnddde erfaring kan reak-
sjonen ta fra 4 timer til 72 timer, avhengig av kvaliteten av
det anvendte fosforreagens. Hydrolyse av diklorfosfat- eller
diklorthiofosfat-mellomproduktene til hhv. dinatriumfosfat-
eller -thiofosfatprolegemidlet ble utfprt ved direkte & til-
sette en lgsning av natriumbicarbonat (20-50 ganger overskudd)
i vann til reaksjonsblandingen og omr¢re blandingen ved rom-
temperafur i hhv. 1,5 eller 3 timer. Hydrolyseproduktet ble
fordelt mellom ethylacetat og vann, og det vandige lag ble
underkastet omvendt fase-kromatografi under anvendelse av
vannmethanol, hvilket ga de gnskede prolegemidler etter
lyofilisering eller inndampning i vakuum av det vandige
medium.

En mer detaljert beskrivelse av fremstillingen av 4'-
dinatriumfosfat-etoposidderivatet som anvendes som prolege-
middel ved metoden, er angitt i det etterfe¢lgende:

En magnetisk omrgrt suspensjon av 2,30 g (3,91 mmol)
etoposid i 210 ml te¢rt acetonitril ble oppvarmet under dann-
else av en nesten fullstendig oppl¢sning, ble avkjeplt til rom-
temperatur og behandlet med 2,36 ml (13,5 mmol) N,N-diiso-
propylethylamin. Blandingen ble de retter avkjglt til 0 °C og
ble behandlet i l¢pet av 30 sekunder med 666 mg (4,34 mmol)
fosforylklorid POC1,, under anvendelse av en sproyte. Bland-
ingen fikk langsomt anta romtemperatur i lg¢gpet av 2-3 timer og
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ble omrgrt ved romtemperatur i 63 timer. Reaksjonsblandingen
ble deretter behandlet med en oppl¢sning av 6,0 g (71,4 mmol)
natriumbicarbonat i 110 ml avionisert H,0, blandingen ble om-
rort ved romtemperatur i 80 minutter og ble fordelt mellom en
blanding av 20 ml mettet, vandig natriumbicarbonat og 125 ml
avionisert vann og 350 ml ethylacetat. Det organiske lag ble
ekstrahert ytterligere med 1 x 50 ml avionisert H,0, og de
kombinerte, vandige lag ble vasket med 250 ml ethylacetat og
deretter underkastet vakuum pd 0,5 mm ved romtemperatur i 1
time for & fjerne lgsningsmidler. Den vandige del ble deretter
overf¢rf til en kolonne med diameter pa 4 cm og inneholdende
15 cm octadecylsilan (C-18), bundet til en silicagel, hvilket
innhold wvar pakket i methanol og deretter ekvilibrert med H,0.
Etter overforing av hele den vandige del ble kolonnen eluert
med 175 ml H,0 for & fjerne uorganiske salter, og produktet ble
deretter eluert med 20 % methanol i vann. Konsentrering av
1¢sningen ved 0,5 torr ga 744 mg (36 %) av den rene etoposid-
fosfatforbindelse som et fargele¢st, fast materiale. Alterna-
tivt ga lyofilisering den rene forbindelse som et meget fnugg-
aktig, fast materiale med lav densitet.

I overensstemmelse med en annen utfgrelsesfdrm ble
etoposidfosfat-prolegemidlet fremstilt som fplger:

En magnetisk omr¢rt suspensjon av 10,50 g
(17,84 mmol) etoposid, terket over P,0, ved 80 °C/0,5 torr, i
450 ml t¢rt acetonitril ble behandlet med 4,20 ml (24,1 mmol)
diisopropylethylamin. 2,00 ml (9,65 mmol) difenylklorfosfat
ble deretter tilsatt ved hjelp av en sproyte. Blandingen ble
omrgrt under N, i 2 timer ved 50 °C, hvoretter alt etoposid var
opplepst. Ytterligere 1,80 ml (8,68 mmol) difenylklorfosfat ble
tilsatt, og reaksjonsblandingen fikk std ved 45 °C i 72 timer.
Deretter ble det tilsatt ytterligere 0,75 ml av aminbasen og
0,80 ml (3,86 mmol) difenylklorfosfat, og blandingen ble om-
rert ved 40-45 °C i 27 timer, ble behandlet med ytterligere
0,40 ml difenylklorfosfat og fikk sta ved 40-45 °C i 22 timer.
20 ml isopropanol ble deretter tilsatt, og lgsningsmidlet ble
avdampet i vakuum, og det faste residuum ble opplegst i 500 ml
CH,Cl, og ble fordelt mellom den organiske lg¢sning og 400 ml
H,0. Det vandige lag ble ekstrahert ytterligere med 100 ml
CH.,Cl,, og de kombinerte, organiske ekstrakter ble vasket med
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250 ml saltvann og ble te¢rket (Na,S0,/MgSO,). Rotasjons-
fordampning, etterfulgt av flashkromatografi pa silikagel
under anvendelse av 2-3 % CH,0H i CH,CO, ga 12,50 g (85 %)
etoposid-4'-difenylfosfat som et fargele¢st, fast materiale.

0,198 g (0,87 mmol) platinaoxyd fra en nyapnet flaske
ble deretter tilsatt til en oppl¢sning av 0,79 g (0,962 mmol)
etoposid-4'-difenylfosfat i 95 ml absolutt ethanol. Lgsningen
ble hydrogenert pa en Parr-apparatur under 310-345 kPa i 4
timer ved romtemperatur. Reaksjonsblandingen ble filtrert
gjennom en pute av celitt under anvendelse av ethanol som
elueringsmiddel. Konsentrering i vakuum og te¢rking over P,0; i
14 timer i vakuum ga etoposid-4'-fosfat som et hvitt, fast
materiale (0,627 g, 94 %).

FAB MS m/e 669 (M+H)’

IR (KBr) 3440, 2930, 1778, 1604, 1498 cm™

'H NMR (DMSO-d,) & 6,93 (s,1H), 6,46 (s,1H), 6,12
(s,2H), 5,94 (m,2H), 5,17 (bs,1H), 4,86 (d4,3=3,93Hz,1H), 4,64
(q,J3=7,5, 5,8dHz,1H), 4,51-4,42 (m,2 H), 4,20 (4,J3=10,7Hz, 1H),
4,01 (d44,J=12,1, 5,3Hz,1H), 3,51 (s,6H), 3,51~-2,75 (m,7H),
2,83 (m,1H), 1,16 (d4,J=5,1Hz,3H) .

¥Cc NMR (DMSO-d,) &6 174,5, 151,2, 151,1, 147,7, 146,2,
126,11, 132,3, 128,8, 109,8, 109,7, 107,9, 101,5, 101,2, 98,5,
80,0, 74,3, 72,7, 71,7, 67,6, 67,2, 65,7, 55,8, 43,0, 37,1,
20,2, 18,5.

Analyse beregnet for C,H,;0,,P, 0,85 % H,0:

C 50,95, H 5,11

Funnet: C 51,42, H 4,97.

Etoposid-4'-fosfatet ble deretter omdannet til di-
natriumsaltet ved at 50 ml avionisert H,0 og 3,00 g (35,7 mmol)
fast natriumbicarbonat ble tilsatt til 2,90 g (4,34 mmol) av
etoposid-4'-fosfatproduktet. Blandingen ble omr¢rt ved rom-
temperatur i 1/2 time, i lg¢pet av hvilket tidsrom CO,-utvik-
lingen opphg¢rte. Denne blanding ble deretter overfeort direkte
til en C-18-kolonne som beskrevet under den ovenfor angitte
utferelsesform. Kolonnen ble fgprst eluert med 300 ml avion-
isert H,0 for fjerning av overskudd av salter, og ble deretter
eluert med 4:1 H,0/CH,0H, som etter lyofilisering ga 1,90 g
(61 %) rent etoposid-4'-fosfat-dinatriumsalt som et fnokket,

hvitt, fast materiale.
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4'-dinatriumfosfat- eller ~thiofosfatderivatene av
etoposid er sterkt vannlegselige prolegemidler av etoposid med
redusert cytotoksisk aktivitet. Omsetningen av disse forbind-
elser med alkalisk fosfatase fjerner imidlertid henholdsvis
fosfat- eller thiofosfatdelen og frigje¢r det kraftige anti-
cancerlegemiddel etoposid (se fig. 3).

Et forsgk hvori etoposid-4'-fosfat og etoposid-4'-
thiofosfat hver for seg ble omsatt med alkalisk fosfatase,
viste at begge prolegemidler er substrater for enzymet. Som
vist i fig. 5, hydrolyseres etoposid-fosfatet hurtigere av
enzymet enn etoposid-thiofosfat-prolegemidlet. Etoposidthio-
fosfatet kan imidlertid under visse betingelser vere av sarlig

nytte pd grunn av dets gkede stabilitet overfor hydrolyse.

Omsetning av_antistoff-alkalisk fosfatasekonijugatene med et

etoposid-fosfat-prolegemiddel

Konjugatene utviste ikke noe tilsynelatende tap av
enzymatisk aktivitet som fgplge av bindingen av enzymet til
antistoffet, hvilket fremgar av at konjugatene og det frie
enzym utviser like aktiviteter pd substratene p-nitrofenyl-
fosfat [se P. Tijssen, supra] eller etoposid-fosfat.

Eksempelvis ble enten AP alene eller det ovenfor
beskrevne antistoff-enzymkonjugat L6-AP (sluttelig AP-konsen-
trasjon 5 pg/ml) tilsatt til en oppl¢sning av etoposid-4'-
fosfat (0,1 mM) i 100 mM Tris-buffer inneholdende MgCl, (1 mM)
og ZnCl, (0,1 mM) ved pH 7,0. Reaksjonen ble overvéket ved HPLC
under anvendelse av en "IBM C-18"kolonne (3 p, 4,5 x 100 mm)
og 50 % vandig methanol som elueringsmiddel (0,5 ml/min.,
overvakning ved 254 nm). Det viste seg innenfor 5 minutter fra
reaksjonens start at AP bade pa fri enzymform og som en del av
L6-antistoffenzymkonjugatet ved hydrolyse hadde omdannet minst
85 % av etoposid-4'-fosfatet til etoposid (se fig. 4C og 4D).
Som det fremgar av figurene, forekom det ikke noe tap av AP-
enzymaktivitet som en fplge av enzymets binding til anti-
stoffet i konjugatet. I fraver av enzym forekom det ingen
fosfathydrolyse (se fig. 4A). Vandige l¢sninger av etoposid-
fosfat eller etoposid-thiofosfat var stabile i minst 8 timer
ved romtemperatur og i flere dager ved 4 °C.
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Binding av _antistoff-alkalisk fosfatasekonjugatene til H3347

tumorceller

I fig. 6 er det vist resultatene av en konjugatbind-
ingsprgpve som ble utf¢rt for & teste evnen hos L6 AP og 96, 5-
AP-konjugatene, sa& vel som de frie L6- og 96,5-antistoffer til
4 bindes til tumorceller fra den metastatiske, humane kolon-
carcinoma-cellelinje H3347.

Bindingspr¢gven ble utfe¢rt som  -fgplger: Immunkonju-
gatene eller de frie antistoffer ble seriefortynnet i modifi-
sert Dulbeccos ufullstendige medium (IMDM), og 100 pl
aliquoter ble inkubert ved 4 °C med 10° celler i 30 minutter.
Cellene ble vasket og inkubert med 50 ul FITC-geite-anti-muse-
antistoff (fortynnet 1:12,5) i ytterligere 30 minutter ved
4 °C. Cellene ble vasket og analysert pad en "Coulter Epics-C"-
celle-fluorescensanalysator. Dgde celler ble utelukket, og den
logaritmiske middelverdi for den gr¢nne fluorescensintensitet
hos hver pre¢ve ble erholdt. Dette tall ble omdannet til en
line®r skala, og forhold mellom den negative kontroll (celler
+ FITC-geite-antimuse-antistoff) og alle testpregver ble .
beregnet.

Fra fig. 6 fremgar det at det meste av bindingsevnen
hos antistoffene ble bibeholdt i konjugatene, dvs. konjuger-
ingen pavirket ikke antistoffenes bindingsevne. I tillegg
viser figuren bindingsspesifisiteten hos antistoffene, og
herav fremgar at bade det frie 96,5-~antistoff og 96,5-AP-
konjugatet bindes langt svakere til tumorcellene enn L6-anti-
stoffet og L6-AP-konjugatet. Dette kan forventes i betraktning
av at H3347 tumorcellene stammer fra en human carcinoma, og at
Lé-antistoffet er spesifikt for et carcinomaantigen, mens
96,5~antistoffet er spesifikt for et melanomaantigen.

Tilsvarende bindingsforse¢k under anvendelse av L6,
L6-AP, 1F5 og 1F5-AP viste ogsd at L6 og L6-AP ble bundet til
H3347 carcinomacellelinjen (metning ved 10 pg/ml antistoff),
mens det ble iakttatt meget liten eller ingen paviselig bind-
ing ved 1F5 eller 1F5-AP (se fig. 7). Dette resultat viste
igjen spesifisiteten av bindingen av konjugatene, idet L6-AP-
konjugatet ble bundet til den L6-positive tumorcellelinje, og
1F5-AP-konjugatet med spesifisitet overfor B-lymfomaceller

ikke utviste noen binding.



10

15

20

25

30

35

178138

28

In vitro cvytotoksisitet av _en konjugat/prolegemiddelkombina-~

sjon

Den cytotoksiskevirkning av konjugat/prolegemiddel-
kombinasjohene ble deretter pavist in vitro, enten under
anvendelse av en klon og en cytotoksisitetsprgpve eller en H-~
thymidin-opptagelsesprove.

Den klonogene cytotoksisitetspr¢gve som ble anvendt,
var koloni-inhiberingspr¢ven beskrevet av I. Hellstrom et al.
"Colony Inhibition And Cytotoxicity Assays", i In Vitro
Methods In Cell-Mediated Immunity, Bloom and Glade (red.), s.
409-14 (1971). De anvendte celler til pdvisning av cytotoksi-
sitet, var de ovenfor beskrevne H3347 tumorceller. Bade L6-AP-
og 96, 5-AP-konjugatene ble pre¢vet med hensyn til evnen til &
omdanne prolegemidlet til det frie legemiddel.

I korthet ble H3347-cellene (10° /ml) suspendert i
IMDM-vekstmediet (inneholdende 10 ug/ml av hvert immunkonju-
gat, basert pad antistoffkonsentrasjonen) og ble inkubert i
30 minutter ved 37 °C. Cellene ble vasket to ganger, ble
resuspendert i IMDM, og legemidlet eller prolegemidlet ble
tilsatt mediet. Inkubering ved 37 °C ble fortsatt i 15 timer.
Etter to gangers vaskinger ble cellene anbrakt pa plater, og
antall kolonier (>8 celler/koloni) ble opptalt 7-10 dager
senere.

Resultatene av pr¢ven fremgdr fra fig. 8 (den
prosentvise inhibering er gjennomsnittet av seks pr¢ver). Som
det fremgdr fra figuren, var etoposid (IC,, = 0,20 pM) langt
mer cytotoksisk enn etoposid-4'-fosfat (EP) (IC;, = 5,8 uM).
Prolegemidlet alene utviste meget svak cytotoksisk aktivitet.
Behandling av H3347-cellene med L6-AP-konjugat, etterfulgt av
innvirkning av etoposid-fosfat, resulterte i en meget sterk
pkning i cytotoksisk aktivitet i forhold til aktiviteten som
ble iakttatt med prolegemidlet alene, idet den gkte cyto-
toksiske aktivitet kunne sammenlignes med den cytotoksiske
aktivitet som ble iakttatt ved behandling med etoposid alene.
Behandling av cellene med 96,5-AP-konjugatet og etoposid-
fosfat utviste en langt mindre ¢kning i cytotoksisk aktivitet
i forhold til aktiviteten som ble iakttatt med prolegemidlet
alene. Dette resultat kan tilskrives den lille mengde 96,5-AP-
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konjugat som bindes til H3347-cellene, slik det er angitt
ovenfor (se fig. 6). Konjugatene er ikke i seg selv cytotok-
siske, da behandling av cellene med konjugatene alene ikke
fordrsaket noen cellede¢d.

Den cytotoksiske virkning av konjugatene ble ogsa
unders¢kt ved anvendelse av en ‘H-thymidinopptagelsesprove.
Ifplge denne prove ble en suspensjon pd 10° H3347 tumorceller
inkubert i 0,1 ml IMDM med 10 % kalvefosterserum i 1 time ved
4 °C i naerver av 5 pg/ml av konjugatet. Cellene ble vasket to
ganger med mediet som inneholdt 10 % kalvefosterserum, ble
resuspendert (i 1 ml) og anbrakt pad mikrotiterplater med 96
br¢nn er (10.000 celler/ br¢nn). Legemidlet eller prolege-
midlet i IMDM ble deretter tilsatt, og inkuberingen ble fort-
satt 1 6 timer ved 37 °C. Cellene ble vasket to ganger, og
inkuber ingen ble fortsatt i ytterligere 12 timer, etterfulgt
av radioaktivering i 6 timer med 3H—thymidin (1,0 pCi/bre¢nn).
Platene ble nedfrosset ved -20 °C for & lgsne cellene, og
cellene ble hg¢stet pa glassfiberskiver. Filtrene ble under
kastet telling pd en "Beckman 380l1"-scintillasjonsteller.

Under anvendelse av denne preve ble inhiberingen av
*H-thymidin-inkorporering i tumorcellenes DNA malt, og saledes
den cytotoksiske virkning av etoposid eller prolegemidlet EP
pa cellene i fravar eller narver av L6-AP- eller 1F5-AP-
konjugatene. Som det fremgdr av fig. 9, var etoposid (IC,, =
1 uM) over 100 ganger mer toksisk enn EP (35 % inhibering ved
100 uM). Forbehandling av cellene med 1lF5-AP f¢r innvirkning
av EP resulterte ikke i noen ¢kning i cytotoksisitet. Imidler-
tid ble det iakttatt en dramatisk ¢kning av cytotoksisk aktiv-
itet nar cellene fprst ble utsatt for innvirkning av L6-AP og
deretter av EP. Ved begge pr¢ver som ble anvendt til bestem-
melse av in vitro-cytotoksisitet, var den cytotoksiskevirkning
av konjugat/prolegemiddelkombinasjonen saledes sammenlignbar
med virkningen av etoposid alene, og denne virkning var anti-
genspesifikk, slik som det fremgdr av den kjensgjerning at EP-
cytotoksisitet ikke ble ¢kt tilsvarende ved behandling av
H3347-cellene med de respektive kontroll konjugater 96,5-AP og
1F5-AP.
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Lokalisering av konjugatene i tumor-xenotransplantater hos mus

In vivo lokaliseringsunders¢kelser ble deretter ut-
fort for & bestemme hvor hurtig og i hvilken grad konjugatene
ifplge oppfinnelsen ble akkumulert i en tumor. Denne informa-
sjon vil kunne vere nyttig ved bestemmelse av et passende
tidsintervall mellom administrering av antistoff-enzymkonju-
gatet og prolegemidlet ved tumorterapi-undersgkelsene.

Balb/C nu/nu-hunnmus (4-6 uker gamle) ble forst
injisert 107 H3347 tumorceller subkutant (s.c.) i venstre og
h¢yre side. Tumorceller ble oppnadd fra in vitro-kulturer som
var blitt suspendert ved behandling i 10 minutter med trypsin
(0,5 g/1) og EDTA (0,2 g/l). Cellene ble vasket to ganger med
IMDM og ble inkubert i 1 time ved 37 °C i IMDM med 10 % kalve-
fosterserum. Cellene ble vaske t, suspendert i PBS og ble opp-
bevart ved 4 °C inntil injeksjon. Bade den her beskrevne
lokaliseringsundersgkelse og den beskrevne terapiundersgkelse
ble startet nadr tumorene nadde en gjennbmsnittsst¢rrelse pa
225 mm3.

Til lokaliseringsunderspkelsene ble L6 og L6-AP
merket med '*®I, og 1F5 og 1F5-AP ble merket med *'I under an-
vendelse av jodogenmetoden [se P.J. Fraker et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 80, s. 849-857 (1 978)]. To dager for
lokaliseringsforsgkene ble dyrene satt pa en 0,5 %
(volum/basis) Lugols jodoppl¢sning. Hver mus fikk injisert
i.p. 100 ug (basert pa hvert monoklonalt antistoff) av en av
folgende l¢sninger: L6-AP (5 pCi) og 1F5-AP (2,5 uCi) i 0,2 ml
PBS ved pH 7,2 eller en kombinasjon av L6 (5 puCi) og 1F5
(2,5 pCi) i 0,2 ml PBS. Med periodiske intervaller ble musene
bedgvet, ble tappet for blod via den orbitale plexis og av-
livet. Vevene ble veiet og deretter underkastet telling p& en
gammateller. Lokalisering ble bestemt ved & sammenligne
1257 _1,6-1okalisering med lokaliseringen for *!I-1F5, dvs. ved &
bestemme forholdene mellom spesifikt ('*I) opptak og ikke-
spesifikt ('!'I) opptak ved hjelp av tellinger i forskjellige
vev. Resultatene for tumor- og leveropptak fremgar av tabell 1
i det etterfeplgende.
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Tabell 1

PROSENTVIS INNHOLD AV INJISERT DOSE PR. GRAM
VEVSVEKT AV ADMINISTRERTE PROTEINER

16 L6-AP
tumor lever tumor lever
2 timer 1,6 (8,0) 4,9 (2,0) 1,5 (7,5) 5,2 (0,7)
24 timer 3,6 (12,0) 2,3 (1,4) 1,0 (10,0) 1,3 (1,3)
48 timer 4,0 (8,0) 2,5 (1,3) 0,5 (5,0) 0,8 (1,0)

Tall i parenteser angir forholdene L6/1F5 eller L6-
AP/1F5-AP.

Som det fremgdr fra tabellen, lokaliserte ukonjugert
L6 effektivt tumoren innen 24 timer og forble der i minst 48
timer. Forholdet mellom L6 og 1F5 i tumoren befant seg i dette
tidsrom i intervallet fra 8-12, mens forholdet i leveren var
ganske lavt (1,3-1,4). Den maksimale grad av spesifikk opptak-
else i tumoren for L6-AE forekom etter ca. 24 timer, pa
hvilket tidspunkt forholdet mellom L6-AP og 1F5-AP wvar 10,0.
Disse resultater angir at L6-AP-Kkonjugatet ble lokalisert
langt bedre innen tumoren enn 1F5-AP, men ikke s& godt som
umodifisert L6.

Deretter ble omfanget av naturlig fosfataseaktivitet
i tumoren bestemt, og den grad hvortil denne aktivitet kunne
heves ved a malrette AP mot tumoren under anvendelse av
konjugatene. Tumorer ble kirurgisk fjernet fra mus som var
blitt behandlet i 24 timer med 100 pg (basert pa L6) L6-AP, og
den totale fosfataseaktivitet ble bestemt under anvendelse av
p-nitrofenylfosfat som et substrat som fe¢lger: Den kirurgisk
fjernede tumor ble vasket og dreiet forsiktig rundt ved 23 °C
med p-nitrofenylfosfat (1 pg/ml) i pH 9,5 Tris (100 mM),
inneholdende 100 mM NaCl og 5 mM MgCl,. Reaksjonens forlgp ble
overvaket ved maling av frigjort p-nitrofenol ved 410 nm, og
resultatene ble korrigert for tumorvekten. Det viste seg at
tumorer fra mus som hadde mottatt L6-AP-konjugatet, utviste sa
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meget som 10 ganger hgyere fosfataseaktivitet enn aktiviteten
som ble iakttatt i tumorer fra ubehandlede mus (se fig. 10A).

En narmere histologisk analyse av fosfataseaktivi-
teten i tumorer ble utfert pd tverrsnitt av tumorer oppnadd
fra mus som var ubehandlet eller var behandlet 24 timer tid-
ligere med 300 pg (basert pd antistoff) av enten L6-AP eller
1F5-AP. Fosfataseaktiviteten ble anslatt ved immunhistologi
under anvendelse av et fosfatasesubstrat som avsatte en merk
utfelling i omradet for enzymakti¥itet som feglger: Tumorer
fjernet ved kirurgi, ble hurtig nedfryst til -28 °C, og en
rekke 8 um tverrsnitt ble fremstilt under anvendelse av en
Reichert-Jung mikrotom. Fosfataseaktiviteten ble malt med et
AP-substratsett fra Vector Laboratories, og resultatene ble
sammenlignet med tverrsnitt som var farget med hematoxylin og
eosin (H. og E., se fig. 10B).

Som det fremgdr fra fig. 10B, ble det pavist liten
enzymaktivitet i tumorer fra mus som var ubehandlet eller
behandlet med 1F5-AP. Mus som mottok L6-AP, utviste imidlertid
sterkt forgket fosfataseaktivitet som kunne iakttas for delt i
hele tumoren. Mikroskopisk vurdering avslerte at de fleste
tumorceller i L6-AP-behandlede mus utviste sterk positiv
farging for fosfataseaktivitet. '

In vivo antitumorvirkning av _en konjugat/etoposid-fosfatpro-

legemiddelkombinasijon

Terapiforsgpk ble utfert péd nakne mus som utviste s.c.
tumorer med volumer pd& ca. 225 mm3. Konjugatene L6-AP og 1F5-
AP ble administrert (i.p.) 18-24 timer fe¢r behandling med EP.
Tumorveksten ble sammenlignet med veksten hos ubehandlede mus,
og hos mus behandlet med de maksimalt tolererbare doser awv
etoposid eller EP alene.

Nzrmere bestemt ble en gruppe bestéende av 8 nakne
mus med bilaterale H3347 tumorer, behandlet enten med etoposid
(0,2 ml, inneholdende 1,2 mg etoposid i 2:3 DMSO:H,0) eller EP
(0,2 ml, inneholdende 2 mg EP i H,0) alene, eller med L6-AP
(0,1 ml, inneholdende 300 png antistoff i PBS), eller 1F5-AP
(0,1 ml, inneholdende 300 pg antistoff i PBS), etterfulgt av
EP-behandling. Hvert forsgk omfattet en kontrollgruppe mus som
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ikke var behandlet. Tumorvolumer ble ansldtt forskjellige
dager etter tumorimplantasjon under anvendelse av formelen:

[ (perpendikular bredde ?/2)] x lengste lengde.

Resultatene av disse fors¢gk frem gar fra fig. 11.
Etoposid utviste meget liten virkning pé& tumorvekst i den an-
vendte dose, og hgyere doser ble ikke tolerert godt. Prolege-
midlet EP var mindre toksisk for dyrene, og den hgpyere dose
som derfor kunne administreres, resulterte i en st¢rre anti-
tumorvirkning enn hva som ble iakttatt med etoposid i seg
selv. En tilsvarende grad av anti-tumorvirkning ble iakttatt
hos mus som mottok kontrollkonjugatet 1F5-AP f¢or behandling
med EP. Nar imidlertid mus ble behandlet med L6-AP, etterfulgt'
av EP, ble det iakttatt en langt mere uttalt anti-tumor-
virkning. L6-AP alene utviste ingen virkning p& tumorvekst
(data er ikke vist).

En oppsummering av hver av de individuelle tumorers
reaksjoner overfor behandlingen fremgdr av tabell 2 i det
etterfeplgende. Av 16 tumorer hos 8 mus behandlet med L6-AP og
EP, gjennomgikk 6 tumorer fullstendig regresjon, og to andre
ble mindre i ste¢orrelse enn ved behandlingens start. Ingen
fullstendige eller delvise reaksjoner ble iakttatt ved noen av
de andre behandlingsforskrifter.

Tabell 2

VIRKNINGER AV FORSKJELLIGE BEHANDLINGER PA TUMORVEKST

Reaksjon*
Middel progresjon stabil partiell komplett
Intet i6 0
Etoposid 12 4
EP 6 10

1F5-AP + EP 9
L6-AP + EP ' 3 5

N O O O O
OO O O O O
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Verdiene angir reaksjoner i 16 tumorer i hver gruppe
23 dager etter tumorimplantasjon.

*Reaksjon: progresjon = fortsatt tumorvekst; stabil =
ingen ytterligere tumorvekst; partiell = reduksjon i
storrelse; komplett = regresjon som fegrer til ingen &apenbar

tumor.

Eksempel 2
I foreliggende eksempel belyses omdannelsen av et

relativt ikke-cytotoksisk mitomycinfosfat-prolegemiddel til et
aktivt mitomycinlegemiddel under anvendelse av immunkonju-
gatene, hvilket forer til in vitro cytotoksisitet mot tumor-
celler. Som illustrert i eksempel 1 ovenfor, belyser feolgende
eksempel ytterligere anvendeligheten av immunkonjugatene, pro-
legemidlene og metodene til fremfgring av et cytotoksisk anti-
tumorlegemiddel til tumorceller in vivo.

Ifplge foreliggende eksempel ble det anvendt L6-AP og
1F5-AP-immunkonjugatene som ble fremstilt som beskrevet i
eksempel 1. I overensstemmelse med denne utfprelsesform ble
hvert av disse antistoffenzymkonjugater omsatt med et hittil
ukjent mitomycinfosfat-prolegemiddel. Narmere bestemt var det
anvendte prolegemiddel et dinatriumsalt av et N’-C, g~alkyl-
fosfat av mitomycin C. Det frigjorte anti-tumormiddel som et
resultat av denne omsetning, var et mitomycin-alkoholderivat.
L6-AP/mitomycinfosfat-prolegemiddelkombinasjonen ifglge opp-
finnelsen resulterte i cytotoksisitet mot tumorceller in vitro

og en uttalt in vivo anti-tumorvirkning i mus.

Fremstilling av det hittil ukijente mitomycinfosfatprolege-
middel

Det hittil ukjente mitomycinfosfat-prolegemiddel 7-
(2'-aminoethylfosfat)-mitomycin (i det etterfeglgende angitt
som "MOP") er 2-aminoethylfosfatderivatet av mitomycin C
("MMC") og ble fremstilt som fe¢lger:

En l¢sning av 56 mg (0,4 mmcl) 2-aminoethyldihydro-
genfosfat i 0,35 ml vann og 0,3 ml (2 mmol) triethylamin ble
tilsatt til mitomycin & (i det fe¢lgende angitt som "MMA")
(140 mg, 0,4 mmol) i 6 ml methanol, og reaksjonen fant sted
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ved romtemperatur over natten. 1,4 ml mettet, vandig natrium-
bicarbonat ble der etter tilsatt, og le¢sningen ble fordelt
mellom vann og methylenklorid. Den vandige fase ble konsen-
trert til te¢rrhet, og flere porsjoner methanol ble tilsatt og
avdampet. Residuet ble tatt opp i methanol, ble filtrert og
overfort til en 2 x 10 cm omvendt fase "C-18" silicagel-
kolonne. Produktet ble eluert med vann, og alt flyktig
materiale ble avdampet. Methanol ble tilsatt og avdampet som
for, og residuet ble te¢rket i 24 timer under he¢yvakuum i en
eksikkator med fosforpentoxyd. Mitomycinfosfatderivatet MOP
ble erholdt som et fint blatt pulver (190 mg, 97 %).

360 MHz 'H-NMR (D,0) & 1,94 (s, 3H, CH;), 2,9-3,1 (m,
4H), 3,20 (s, OCH;), 3,28 (s, 1lH), 3,36 (s, 1H), 3,5-3,65 (m,
4H), 4,1-4,25 (m, 2H), 4,50-4,57 (44, 1H, 10-H).

MOP ble sdledes fremstilt ved fortrengning av 7-
methoxygruppen i MMA med 2—aminoethylfoéforsyre (se fig. 12).
Produktet ble omdannet til det vannlg¢selig dinatriumsalt ved
behandling med natriumbicarbonat.

Det tilsvarende kjente mitomycin alkoholderivat 7-
[(2-hydroxyethyl)-amino]-9a-methoxymitosan (i det etterfe¢lg-
ende angitt som "MOH") ble fremstilt ved & omsette 100 mg
(0,286 mmol) MMA med 26 mg (0,429 mmol) ethanolamin i overens-
stemmelse med den av B.S. Iyeng ar et al. "Mitomycin C and
Porfiromycin Analogues With Substituted Ethylamines At
Position 7", J. Med. Chem., 26, s. 16-20 (1983) beskrevne
fremgangsmdte. Produktet ble erholdt som et fint blatt pulver
(58 mg, 54 %).

Reaktivitet og stabilitet av mitomycinfosfat-prolegemidlet

MOP-prolegemidlet ble deretter undersgkt med hensyn
til dets reaktivitet med AP. Til en opple¢sning av 1 mM MOP i
100 mM Tris, pH 7,2 buffer ved romtemperatur ble det tilsatt
enten intestinalt.kalve— eller placentalt, human-AP (slutt-
konsentrasjon 1 ug/ml). Reaksjonsforlgpet ble registrert ved
hjelp av HPLC under anvendelse av en "C-18"-kolonne (4,6 x
150 mm) og f¢lgende betingelser: Pavisning ved 280 nm, 30-95 %
methanol i acetatbuffer (100 mM, pH 5,2) i l¢pet av 8
minutter, re-ekvilibrering etter 15 minutter, str¢mnings-
hastighet pa 0,8 ml/minutt. Under disse betingelser ble MMC
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eluert etter 7,0 minutter, MOH etter 8,5 minutter og MOP etter
4,0 minutter. Som det fremgar fra fig. 13, ble fosfatgruppen
pa MOP-prolegemidlet hurtig spaltet med AP. HPLC tjente til
bekreftelse av at den tilsvarende alkohol MOH ble dannet.
Under de anvendte reaksjonsbetingelser var halveringstiden for
hydrolyse av MOP ca. 10 minutter, og reaksjonen var fullfert i
lgpet av 40 minutter.

Stabiliteten av MOP og EP i humant serum ble bestemt
under anvendelse av HPLC ved maling av bade hastigheten for
prolegemidlenes forsvinning og hastigheten for dannelse av MOH
og etoposid. Saledes ble eksempelvis en l¢sning av MOP (1 mM i
100 mM Tris, pH 7,2) tilsatt til friskt, humant serum slik at
legemidlets sluttkonsentrasjon var 0,1 mM. Aliquoter (0,25 ml)
ble fortynnet med methanol (0,25 ml) og EDTA (50 pl, 100 mM)
for utfelling av serumproteinene og avbrytelse av reaksjonen.
Prgpvene ble sentrifugert og analysert ved HPLC som ovenfor
beskrevet. Det viste seg at 50 % hydrolyse av EP fant sted
etter 1 time, men at bare 25 % MOP ble hydrolysert etter 4
timer. Fullstendig hydrolyse kunne hurtig oppnas ved & til-
sette AP til nevnte serum.

Binding av antistoff-alkalisk fosfatasekonijugater til H2981

tumorceller

Evnen hos L6-AP og 1lF5-AP antistoff-enzymkonjugatene
ifplge oppfinnelsen til & bindes til H2981 tumorceller, ble
deretter malt. I H2981l-cellelinjen ble erholdt fra en human,
primer adenocarcinom i lungen [se I. Hellstrom et al. "Mono-
clonal Mouse Antibodies Raised Against Human Lung Carcinomas",
Cancer Res., 46, (nr. 8), s. 3917-23 (1986)]. Det er kjent at
L6-antistoffet sterkt bindes til H2981 celler (metning ved
10 pg/ml), mens 1F5 utviser meget liten binding til disse
celler.

Bindingspre¢ven ble utfert som beskrevet i eksempel 1.
FACS-analyse antydet at L6 og L6-AP ble bundet sterkt til
cellene, mens 1F5 og 1F5-AP utviste langt svakere binding (se
fig. 14).
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In vitro cvtotoksisitet for konjugat/prolegemiddelkombina-

sjonen if¢lge oppfinnelsen pd& H2981 tumorceller

Den cytotoksiske virkning av konjugat/prolege-
middelkombinasjonene ble pavist in vitro via *H-thymidin-opp-
tagelsesforsgpket beskrevet i eksempel 1, idet H2981 tumor-
celler i dette tilfelle ble anvendt til in vitro cytotoksisi-
tetstesten, og CEM-celler ble anvendt som kontroll. T-celle
ALL-cellelinjen CEM ble erholdt fra ATCC og binder ikke de
monoklonale L6- eller 1lF5-antistoffer. De cytotoksiske virkn-
inger av prolegemidlene EP og MOP pa tumorcellene i fravar
eller narvaer av L6-AP- eller 1F5-AP-immunkonjugatene ble
analysert. De cytotoksiske virkninger av disse kombinasjoner
ble ogsd sammenlignet med den cytotoksiske virkning av hvert
stamlegemiddel alene. '

Kort angitt ble en suspensjon av 10° H2981- eller
CEM-celler inkubert i 0,1 ml IMDM inneholdende 10 % kalve-
fosterserum i 1 time ved 4 °C i narver av 10 ng/ml konjugat.
Cellene ble vasket to ganger med mediet inneholdende 10 %
kalvefosterserum, ble resuspendert i 1 ml fosfatbufret salt-
vann, pH 7,2 (PBS), og cellene ble anbrakt pd mikrotiterplater
med 96 br¢nner (10.000 celler/br¢nn). Prolegemidlet i PBS ble
deretter tilsatt, og inkubering ved 37 °C ble utfert i 1 time
(for MOP) eller 5 timer (for EP). Cellene ble deretter vasket
to ganger, og inkuberingen ble fortsatt i totalt 24 timer
(inklusive radioaktivering i 6 timer med *H-thymidin,

1,0 puCi/bregnn). Platene ble nedfryst ved -70 °C til 1l¢sning av
celler, og etter opptining ble cellene hpstet pa glassfiber-
skiver. Filtrene ble underkastet telling pa en "Beckman 3801"-
scintillasjonsteller, og de cytotoksiske virkninger av konju-
gat/prolegemiddelkombinasjonene ble sammenlignet med den iakt-
tatte cytotoksisitet ved behandling av cellene med prolege-
midlet eller stamlegemidlet alene. Resultatene fremgadr fra
fig. 15-17.

Som det fremgadr fra fig. 15, var etoposid (IC., ved
2 uM) signifikant mere toksisk overfor H2981 celler enn EP
(20 & tilintetgjorelse ved 30 uM). Forbehandling av cellene
med 1F5-AP fo¢r prolegemiddel-innvirkning resulterte i meget
liten ¢kning av cytotoksisitet. En dramatisk ¢kning av cyto-
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toksisk aktivitet ble imidlertid iakttatt nar cellene forst
ble utsatt for L6-AP og deretter for EP. Den cytotoksiske
virkning kunne sammenlignes med virkningen av etoposid alene.

Et tilsvarende resultat ble iakttatt ved anvendelse
av mitomycinderivater. Som det fremgér fra fig. 16, var MMC og
MOH like cytotoksiske overfor H2981 celler og utviste ICg,-
verdier pa ca. 1 uM. Fosfat-prolegemidlet MOP var langt mindre
cytotoksisk (5 % celle-tilintetgjoprelse ved 10 pM), muligens
som f¢lge av dets manglende evne til & penetrere cellen.
Aktiviteten av MOP kunne imidlertid sammenlignes med MOH og
MMC nar tumorcellene pa& forhadnd hadde vart utsatt for L6-AP-
konjugatet. Denne gkning var antigenspesifikk, da det ikke-~
bindende konjugat 1F5-AP ikke signifikant pavirket den cyto-
toksiske aktivitet av prolegemidlet. Verken L6-AP eller 1F5-AP
ga en dramatisk ¢kning av den cytotoksiske virkning av MOP
overfor CEM-celler, hvilket stemmer overens med at konjugatene
ikke binder til denne cellelinje (se fig. 17). Disse resul-
tater viser sadledes at fosfatgruppen i hvert av de provede
prolegemidler inaktiverte legemidlet, og at hvert av pro-
legemidlene EP og MOP etter hydrolyse av denne fosfatgruppe
med et antistoff-enzymkonjugat, bundet til tumorcelleover-

flaten, ga aktive cytotoksisk legemidler.

In vivo anti-tumorvirkning av _konjugat/mitomycin-prolege-

middelkombinasijonen if¢lge oppfinnelsen

For undersgkelsen av in vivo anti-tumoraktivitet av
MOP i kombinasjon med L6-AP-konjugatet, ble de relative
toksisiteter av prolegemidlet og dets frigjorte, aktive
derivat MOH i Balb C nu/nu mus bestemt. Na&r legemidlene ble
administrert (i.p.) i to like store doser med 4 dagers mellom-
rom, ble det oppnddd LD.,~verdier pa 45 og 90 mg legemiddel/kg
kroppsvekt for hhv. MOH og MOP. Det viste seg ogsd at betyde-
lig mer legemiddel kunne administreres under anvendelse av
mindre doser over et lengre tidsrom. Totale mengder pd opp til
40 mg/kg MOH og 100 mg/kg MOP ble godt tolerert ved admini-
strering i 4 like store doser i lgpet av et tidsrom pa 25
dager. Disse underso¢kelser indikerer at signifikant mer av
mitomycinprolegemidlet ble tolerert som feplge av dets redu-
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serte toksisitet.

Terapiunders¢kelser ble deretter utf¢rt pad nakne Balb
C nu/nu hunnmus (6 mus i hver behandlingsgruppe) (4-6 uker
gamle), hvilke mus hadde fatt implantert (s.c., hgyre bakerste
side) en H2981 tumor erholdt fra en in vivo kilde. Forsg¢kene
ble utf¢rt ndr tumorene nadde et volum pd ca. 100 mm®. L6-AP-
og 1lF5-AP-konjugatene (0,1 ml, inneholdende 250 pg antistoff i
PBS) ble administrert hver for seg (i.p.) 18-24 timer for
behandling med MOP (0,2 ml, innehdldende 0,6 pg MOP.i H,0).
Tumorveksten ble sammenlignet med den i ubehandlede mus og i
mus behandlet med maksimalt tolererte doser av MOP (0,2 ml,
inneholdende 0,6 mg MOP i H,0) eller MOH (0,2 ml, inneholdende
0,2 mg MOH i H,0). '

Som det fremgar fra figur 18, utviste bade MOH og MOP
signifikante in vivo anti-tumoraktiviteter. Den ngdvendige tid
til & anta et gjennomsnittlig tumorvolum pd 750 mm3, var 45
dager hos mus behandlet med MOH-prolegemidlet, 63 dager hos
mus behandlet med MOP-prolegemidlet og 27 dager hos kontroll-
gruppen. Som ovenfor anfegrt, var MOP-prolegemidlet mindre
toksisk overfor dyr, og derfor bevirket de hpyere doseringer
som kunne administreres i en sterkere anti-tumorvirkning enn
den som ble oppnadd med MOH-derivatet. Selv om det ikke-bind-
ende konjugat, 1F5-AP, til en viss grad ¢ket aktiviteten av
MOP, ble det iakttatt en langt sterkere uttalt virkning hos
gruppen som mottok L6-AP f¢r MOP-behandling. Som det fremgar
av figuren, hadde tumorer som pd forhdnd var behandlet med L6-
AP-konjugatet (etterfulgt av MOP-behandling) pa dag 70, en
st¢orrelse som var ca. 1/3 av st¢rrelsen av tumorer som pd for-
hand var behandlet med 1F5-AP-konjugatet.

Som det ytterligere fremgar fra tabell 3, hadde 3 av
6 tumorer i de L6-AP + MOP-behandlede mus pd dag 63 etter
implantasjon gjennomgatt fullstendig rekreasjon, og de rester-
ende 3 tumorers steorrelse var ikke ¢ket fra behandlingens
start. I motsetning til dette ¢ket 3 av 5 tumorer hos den 1F5-
AP + MOP-behandlet gruppe faktisk i ste¢rrelse, 2 av 5 tumorer
var stabile, og det forekom ingen delvise eller fullstendige

rekreasjoner.
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Tabell 3

 TUMORREAKSJON ETTER 63 DAGER OVERFOR BEHANDLING
MED ANTISTOFF AP-KONJUGATER OG MITOMYCINDERIVATER

Tumorreaksjoner
) Partiell Komplett

Gruppe Progresjon Stabil regresjon regresjon
Kontroll 6/6
MOH 6/6
MOP 4/5 1/5
1F5-AP + MOP 3/5 2/5
L6-AP + MOP 3/6 3/6

Disse forsgk pdviser tydelig spesifisiteten og den
¢kede in vivo anti-tumorvirkning hos den mdlrettede enzym/MOP-

kombinasjon.

Eksempel 3
I foreliggende eksempel pavises anvendeligheten hos

immunkonjugatene og prolegemidlene til fremf¢ring av et antall
forskjellige legemidler til tumorceller. Under anvendelse av
antistoff-alkalisk fosfatasekonjugat, L6-AP, i kombinasjon med
prolegemidlene, EP og MOP, ble ¢ket in vivo anti-tumorvirkning
pavist. S&ledes kan et enkelt antistoff-mdlrettet enzym anven-
des med en rekke prolegemidler til kombinasjonskjemoterapi mot
tumorer.

Prolegemidler EP og MP ble fremstilt som beskrevet i
hhv. ekéempel 1 og 2. Fremstillingen av L6-AP- og 1F5-AP-
immunkonjugatene er beskrevet i eksempel 1. In vivo-undersgk-
elsene pa nakne mus ble utfprt som beskrevet i eksempel 1 og 2
ovenfor. Saledes fikk nakne mus som hadde fatt implantert en
H2981l-tumor, administrert L6-AP eller 1F5-AP-konjugatet 18-24
timer for behandlingen med en kombinasjon av MOP/EP (0,2 ml
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inneholdende 1 mg EP og 0,3 mg MOP i H,0). Tumorveksten bie
sammenlignet med veksten iakttatt hos ubehandlede mus og hos
mus behandlet med MOP/EP-kombinasjonen alenef

Som det fremgar fra figur 19, var anti-tumor-aktivi-
tetene for MOP/EP-kombinasjonen alene og MOP/EP—kombinasjonen
pluss 1F5-AP-behandlingen omtrent like. Som det likeledes
fremgar fra tabell 4 nedenfor, vokste st¢rrelsen av tumorene
hos disse to grupper sa vel som tumorene hos ubehandlede
kontrollmus. Forbehandling av de tumorbarende mus med L6-AP-
konjugatet, etterfulgt av MOP/EP-kombinasjonen resulterte
imidlertid i en uttalt anti-tumorreaksjon. Som det fremgar fra
figur 19, hadde tumorer som var forbehandlet med L6-AP (etter-
fulgt av kombinert MCP/EP-behandling) pd& dag 70, ca. 1/3
storrelse av tumorene som var forbehandlet med 1F5-AP-konju-
gatet. Som det fremgdr fra tabell 4, utviste 1 av 6 tumorer
hos den L6-AP-forbehandlede gruppe mus 63 dager etter implan-
tasjon fullstendig rekreasjon, 3 av 6 tumorer var opphert &

vokse, og kun 2 av 6 tumorer utviste en progresjon.
Tabell 4

TUMORREAKSJON 63 DAGER ETTER BEHANDLING MED ANTISTOFF-
AP-KONJUGATER OG MITOMYCIN/ETOPOSIDKOMBINASJONER

Tumorreaksjoner
Partiell Komplett
Gruppe Progresjon Stabil regresjon regresjon
Kontroll 6/5
MOP/EP 5/5
1F5-AP + MOP/EP 6/6
L6-AP + MOP/EP 2/6 3/6 1/6

Anvendeligheten av konjugatene og prolegemidlene til

kombinasjonsterapi mot tumorer fremgar sdledes av disse in vivo-undersgkelser.

Alternativt kan konjugatene slik som L6-AP, anvendes
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med andre kombinasjoner av prolegemidler, slik som EP, adria-
mycin-1l4-fosfat og 5-fluoruridin-monofosfat, til fremfe¢ring av
et antall forskjellige cytotoksiske midler til tumorceller.

Fremstilling av antistoff-enzymkonjugatet, L6-AP og
prolegemidlet, etoposid-4'-fosfat, skjer igjen som beskrevet i
eksempel 1. Adriamycin-l4-fosfat fremstilles som beskrevet i
US patentskrift 4.185.111. 5-fluoruridin-monofosfat frem-
stilles som beskrevet i M.J. Robins et al., Can. J. Chem., 53,
s. 1302-1306 (1975). =

Omsetning av L6-AP med de tre ovennevnte prolege-
midler utfgres som fglger: enten tilsettes AP alene eller L6-
AP-konjugatet (AP-sluttkonsentrasjon 5 pg/ml) til l¢sninger av
etoposid-4'-fosfat eller adriamycin-l4-fosfat (0,1 mM) i Tris-
buffer (100 mM) inneholdende MgCl, (1 mM) og ZnCl, (0,1 mM) ved
pH 7,0. Med hensyn til 5-fluoruridin-prolegemidlet krever
reaksjonsbetingelsene en lgsning av 5-fluoruridin (3 uM) i
fosfatbuffer (100 mM) ved pH 8,0. Omsetningen av L6-AP med
enten etoposidfosfateller 5-fluoruridin-prolegemidlet over-
vdkes som beskrevet i eksempel 1. Omsetningen av L6-AP med
adriamycin-l4-fosfat overvadkes med HPLC under anvendelse av
"IBM C-18"-kolonne (3 p, 4,5 x 100 mm) og 65 % methanol i vann
inneholdende 3 % ammoniumacetat som elueringsmiddel
(0,5 ml/minutt, pavisning ved 495 nm).

Omsetningen av antistoff-AP-konjugatet med hvert
prolegemiddel resulterer i hydrolytisk fjerning av fosfat-
restene som skal frigje¢res fra de fri legemidler (se f.eks. B.
McComb et al., Alkaline Phosphatase, Plenum Press (New York,
1979)).

Cytotoksisiteten overfor tumorceller for hvert av de
tre prolegemidLer i narvar av L6-AP-konjugatet kan pavises
under anvendelse av koloni-inhiberingspr¢ven beskrevet ovenfor
i eksempel 1. Etter fjerning av fosfatresten fra hvert av pro-
legemidlene ved hjelp av konjugatet, frigje¢res etoposid,
adriamycin og 5-fluoruridin. Hvert av disse legemidler har
vist seg & vare kraftige anti-tumormidler (se f.eks. P.J .
O'Dwyer et al., "Etoposide: Current Status of an Active
Anticancer Drug"”, New England Journal of Medicine, 312, s.
692-700 (1985), M.J. Embleton et al., "Antibody Treating of

Anti-Cancer Agents", i Monoclonal Antibodies for Cancer




10

i5

20

25

30

35

178138

43

Detection and Therapy, R.W. Baldwin og V.S. Byers (red.), s.
321-322 (Academic Press 1985), US patentskrift nr. 4.185.111,
supra, S.T. Crooke og S.D. Reich (red.), Anthracyclines:
Current Status and New Developments, Academic Press (New York
1980), og C. Heidelberger et al., "Fluorinated Pyrimidines and
Their Nucleosidec", i Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol.,
54, s. 57-119 (1983)).

Prolegemidlene av etoposid, édriamycin og 5-fluor-
uridin kan derfor anvendes sammen~med eller sekvensvis til
frigjering av de tilsvarende kjente anti-tumormidler i tumor-
omrddet ved hjelp av antistoff-alkalisk fosfatasekonjugatene.
Det er eksempelvis blitt pavist at anti-tumormidler som
administreres i kombinasjon med andre, kan virke synergistisk
(f.eks. S. Monfardini et al., Manual of Cancer Chemotherapy,
UICC Technical Report Series, 56 (1981)). Denne utforelsesform
tilveiebringer derfor en metode til Kombinert kjemoterapi mot

tumorer.

Eksempel 4

Foreliggende eksempel omhandler anvendelse av ytter-
ligere andre immunkonjugater og prolegemidler til omdannelse
av et relativt ikke-cytotoksisk prolegemiddel til et aktivt
anti-tumormiddel som utviser in vitro cytotoksisitet mot
tumorceller. I overensstemmelse med dette eksempel ble det
anvendt et L6-penicillin V amidase (i det etterfeplgende angitt
som "PVA")-immunkonjugat til & omdanne et N-fenoxyacetyl-
derivat av adriamycin til det kjente anti-tumormiddel adria-

mycin,

Fremstilling av _antistoff-penicillin V amidasekonijugater

ifplge oppfinnelsen

I overensstemmelse med foreliggende eksempel ble et
L6-PVA-immunkonjugat og et 1F5-PVA-konjugat fremstilt. Anti-
stoffene L6 og 1lF5 og deres opprinnelse er blitt beskrevet
tidligere. Det anvendte amidaseenzym var en penicillin V
amidase isolert fra en soppkultur av Fusarium oxysporum 1
overensstemmelse med fremgangsmatene beskrevet av D.A. Lowe et

al., "Enzymatic Hydrolysis of Penicillin V to 6-Amino-
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penicillanic Acid by Fusarium oxysporum", Biotechnology
Letters, 8 (3), s. 151-156 i (1986). Fusarium oxysporum-
stammer hvorfra dette enzym kan isoleres, er deponert ved
ATCC. PVA er saledes et lett tilgjengelig enzym som omdanner
penicillin-V til penicilansyre. Nermere bestemt hydrolyserer
PVA fenoxyacetylamidbindingen i penicillin~V under dannelse av
penicilansyre. Enzymet som reagerer med fenoxyacetamider, kan
derfor anvendes til spaltning av prolegemidler av kjente
cytotoksiske midler som er derivatisert med fenoxyeddiksyre
eller p-~-hydroxyfenoxyeddiksyre.

Antistoff-PVA-konjugatene ifplge denne utfprelsesform
ble fremstilt pa hovedsakelig samme mdte som beskrevet for AP-
konjugatene i eksempel 1. Antistoffene L6 og 1F5 ble omsatt
med iminothiolan som beskrevet, og antallet av innf¢rte
sulfhydlrylgrupper i hvert av antistoffene ble bestemt til
mellom 1 og 2.

En 9 mg/ml lgsning av PVA-enzymet ble deretter frem-
stilt i PBS og ble behandlet med SMCC (100 mM i DMF) slik at
sluttkonsentrasjonen var 5 mM. Behandling med SMCC innfe¢rte
maleimidogrupper i enzymet. Etter 30 minutter ved 30 °C ble
det modifiserte enzym renset vd gelfiltrering pa "G-25 PD-10
Sephadex" og ble eluert med PBS. Det modifiserte PVA ble der-
etter tilsatt til en lg¢sning av hvert av de thiolerte anti-
stoffer i et molforhold pa 3:1. Hver reaksjonsblanding ble
mettet med nitrogen og fikk std ved romtemperatur i 3 timer og
ble deretter inkubert ved 4 °C i ytterligere 18 timer. P&
dette tidspunkt ble det tilsatt 2-aminocethanthiol (slutt-
konsentrasjon 1 mM) til hver l¢sning for blokkering av
eventuelt ytterligere uomsatte maleimider.

Hver reaksjonsblanding ble deretter r¢rt gjennom en
gelfiltreringskolonne ("G-25") under eluering med 20 mM Tris,
pPH 7,2, med 50 mM NaCl. De resulterende blandinger ble renset
pa "DEAE Sephadex"-kolonner (2,5 x 10 cm). Fraksjonene ble
overvdket ved 280 nm. Det uomsatte antistoff i hver blanding
ble ikke bundet til kolonnen, og konjugatet og uomsatt PVA ble
eluert med 20 mM Tris, pH 7,2, med 0,5 M NaCl. Fraksjonene
inneholdende PVA og konjugat, ble deretter konsentrert under
anvendelse av et "Amicon YM-30"-ultrafiltreringsfilter og ble
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renset pa en "Sephacryl S-300"-kolonne (2,5 x 95 cm) under
eluering med PBS. Fraksjonene ble overvaket ved 280 nm, og de
fraksjoner som inneholdt rent konjugat ifgplge bestemmelse ved
SDS-PAGE (4-12 % gradientgel), ble forenet.

Fremstilling av et hittil ukjent adriamycin-prolegemiddel

Hvert av de ovenfor fremstilte antistoff-PVA-konju-
gater ble omsatt deretter med et hittil ukjent adriamycin-pro-
legemiddel. Nazrmere bestemt var det anvendte prolegemiddel N-
(p-hydroxyfenoxyacetyl)-adriamycin (i det etterfeplgende angitt
som "APO"), hvor aminogruppen i sukkerdelen av adriamycin er
acylert med p-hydroxyfenoxyeddiksyre som angitt i figur 20.

Dette adriamycin-prolegemiddel ble fremstilt som
fplger: )

Til 10 ml tetrahydrofuran ble det tilsatt 84 mg
(0,5 mmol) p-hydroxyfenoxyeddiksyre, 57 mg (0,5 mmol) N-
hydroxysuccinimid og 100 mg (0,49 mmol) dicyclohexylcarbo-
diimid. Denne blanding ble omre¢rt i 2 timer, hvoretter
lgpsningen ble filtrert og filtratet ble tilsatt til 200 mg
(0,35 mmol) adriamycin-hydroklorid. 0,1 ml triethylamin ble
tilsatt til reaksjonsblandingen, og omr¢ringen ble fortsatt i
4 timer. Reaksjonsblandingen ble deretter filtrert gjennom
glassull og ble inndampet til et residuum under hg¢yvakuum. Den
resulterende blanding ble renset pd en "Silicagel 60"-kolonne
(2,5 x 20 ml) under eluering med 95:5 diklormethan:methanol.
De forenede fraksjoner ble igjen renset pa samme type kolonne,
hvor ved det ble erholdt 70 mg (0,1 mmol, 30 % utbytte) rent
N-(p-hydroxyfenoxyacetyl )-adriamycin.

FAB MS m/e 694,2125 (M+H)'. Beregnet for C;H,,NO,,,
694,2136. 360 MHz 'H NMR (CDCl,) & : 1,06 (4, 3H, sukker CH,),
1,5-2,2 (m, 6H, sukker H), 3,0 (g, 2H), 4,0 (s, 3H, OCH,), 4,35
(s, 2H, COCH,0), 4,8-5,0 (m, 3H), 5,2 og 5,4 (s, 1H), 6,6-6,8
(dd, 4H, fenoxy Arh), 7,4-7,9 (m, 3H, 2,3,4-H), 9,0 (s, 1H,
Ar'oH), 11,61 og 12,39 (s, 1H, ArOH).

Det vil vare apenbart at andre fenoxyacetylamid-
derivater av adriamycin kan fremstilles ved hovedsakelig &
anvende samme fremgangsmate som ovenfor beskrevet. Eksempelvis
kan N-(fenoxyacetyl)-adriamycin fremstilles som ovenfor
beskrevet ved & erstatte p-hydroxyifenoxyeddiksyre med
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0,5 mmol (76 mg) fenoxyeddiksyre. Tilsvarende kan N-(p-
hydroxyfenoxyacetyl )-melfalan- eller daunomycinprolegemidler
eller N-(fenoxyacetyl)-melfalan- eller daunomycin-prolege-
midler fremstilles ved hjelp av denne synteseoppskrift under
anvendelse av 100 mg melfalan eller 200 mg daunomycin

(0,35 mmol).

Omsetning av et antistoff-penicillin V amidasekonjugat med et

-

adriamycin-prolegemiddel
Evnen hos antistoff-PVA-konjugatet, L6-PVA, til & om-

danne det hittil ukjente prolegemiddel APO til adriamycin ble
bestemt som fplger: enten ble det tilsatt a) PVA alene (slutt-
konsentrasjon: 50 png/ml), b) 100 pg/ml L6-PVA-konjugat (PVA-
sluttkonsentrasjon: 25 pg/ml) eller c) 10 pg/ml L6-PVA (PVA-
sluttkonsentrasjon: 2,5 pg/ml) til en lgsning av APO (0,1 mM)
i PBS. Hver reaksjon ble overvaket ved hjelp av HPLC under
anvendelse av en "Phenominex C-18"-kolonne (3 pm, 4,5 x

100 mm) og gradienteluering med 20-60 % tetrahydrofuran i wvann
med 0,1 % H,PO, (1,0 ml/minutt, pdvisning ved 495 nm) . Under
disse betingelser ble adriamycinet eluert etter 8,9 minutter,
og APO ble eluert etter 12,2 minutter. Resultatene fremgar fra
figur 21.

Som det fremgdr fra figuren, ble amidgruppen i APO
hydrolysert ved hjelp av PV, hvilket fremgadr av dannelsen av
adriamycin. Under disse anvendte betingelser var halverings-
tiden for hydrolyse av APO ved hjelp av PVA ca. 20 minutter.
Enn videre viste det seg at innen 40 minutter fra reaksjonens
start kunne bade enzymet alene og antistoff PVA-konjugatet
bevirke hydrolyse av minst 80 % av APO til adriamycin.

10 pg/ml (2,5 pg/ml PVA) kunne bevirke hydrolyse i denne
storrelsesorden i lgpet av 120 minutter. Endelig fremgdr det
tydelig fra disse undersgkelser at antistoff-PVA-konjugatet
ifglge oppfinnelsen ikke utviste noe tilsynelatende tap av
enzymatisk aktivitet som fglge av bindingen av enzymet til
antistoffet, hvilket fremgar av at konjugatet og det frie
enzym utviste like egenskaper med hensyn til hydrolysering av
APO til adriamycin.
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Serumstabilitet av det hittil ukjente adriamycin-prolege-

middel ifplge oppfinnelsen

Stabiliteten av APO i humant serum ble bestemt under

anvendelse av HPLC og maling av hastigheten for APO's forsvin-
ning og hastigheten for dannelse av adriamycin. En l¢sning av
APO (10 mM i dimethylformamid) ble sdledes tilsatt til friskt,
humant serum slik at sluttkonsentrasjonen var 0,1 mM.
Aliquoter (50 pl) ble fortynnet med methanol (50 pl) for ut-
felling'av serumproteiner. Disse pPr¢over ble deretter sentri-
fugert og analysert ved hjelp av HPLC som beskrevet ovenfor. I
lgpet av 2 timer forekom ingen hydrolyse av APO til adria-

mycin.

Binding av _antistoff-PVA-konjugatene til H2981-tumorceller

Evnen hos L6-PVA- og 1F5-PVA-konjugatene ifgplge opp-
finnelsen til & bindes til H298l1-tumorceller ble mdlt som
beskrevet i eksempel 1 og 2. Resultatene av bindingspre¢ven er
avbildet i figur 22.

FACS-analyse indikerer at bade L6- og L6-PVA-konju-
gatet utviste kraftig binding til tumorcellene, mens 1F5-PVA-
konjugatet ikke utviste binding av noen signifikant ste¢rr-
elsesorden. Denne bindingsunders¢gkelse indikerer for det
fprste at konjugeringen til enzymet ikke pa noen vesentlig
mate pébirket bindingsevnen hos antistoffkomponenten i immun-
konjugatene. For det andre demonstrerer denne prgve igjen
spesifisiteten av bindingen av konjugatene, idet L6-PVA-
konjugatet bindes til de L6-positive H2981-tumorceller, og
1F5-PVA-konjugatet som fglge av den manglende spesifisitet hos
1F5-antistoffet for tumorcellene, hovedsakelig ikke utviser

noen binding.

In vitro-cytotoksisitet av antistoff-PVA-konjugat/adriamycin-

prolegemiddelkombinasionen pd H2981-tumorceller

Den in vitro cytotoksiske virkning av antistoff-
PVA/adriamycin-prolegemiddelkombinasjonen mot H2981-tumor-
celler ble mdlt under anvendelse av den i eksempel 1 og 2
beskrevne °H-thymidin-opptagelsesprg¢ve. I korthet ble H2981-

tumorceller. anbrakt pa mikrotiterplater inneholdende 96
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br¢gnner i IMDM (10.000 celler/br¢nn) og fikk sta for & bli
bundet i 18 timer ved 37 °C. Antistoff-PVA-konjugatene, L6-PVA
eller 1F5-PVA, ble deretter tilsatt i en Konsentrasjon pa

10 pg/ml antistoff, og platene ble inkubert i 30 minutter ved
4 °C. Brgnnene ble deretter vasket 4 ganger med IMDM, og APO
ble tilsatt i forskjellige konsentrasjoner i IMDM. Etter 2
timer ble br¢nnene igjen vasket, IMDM ble tilsatt, og cellene
fikk std i 18 timer ved 37 °C. P& dette tidspunkt ble 3*H-
thymidin (1 pCi/brenn) tilsatt, og etter 6 timer ble platene
nedfryst ved -70 °C for & lgsne cellene. Etter opptining ble
cellene hg¢stet pd glassfiberfiltre. Inkorporering av °H-
thymidin ble malt under anvendelse av en "Beckman 3801"-
scintillasjonsteller og ble sammenlignet med celler behandlet
med APO eller adriamycin (ADM) alene.

Under anvendelse av denne pregve ble inhiberingen av
*H-thymidin-inkorporeringen i tumorcellenes DNA malt, og den
cytotoksiske virkning av prolegemidlet APO pa celler med eller
uten forbehandling av cellene med L6-PVA- eller 1F5-PVA-konju-
gatene ble deretter malt. De cytotoksiske virkninger av disse
kombinasjoner ble sammenlignet med cytotoksisiteten som ble
iakttatt ved behandling av cellene med stamlegemidlet adria-
mycin alene. Som det fremgar fra figur 23, var adriamycin med
IC,,~verdi pa 38 nM signifikant mer toksisk overfor tumorceller
som ikke var behandlet med konjugat, enn APO med en IC,,-verdi
p& 2 uM. Dette var forventet under hensyn til tidligere
rapporter, hvorav det fremgdr at adriaﬁycinamider er mindre
toksiske enn adriamycin (se f.eks. Y. Levin og B. A. Sela,
FEBS Letters, 98, s. 119 (1979) og R. Baurail 1 et al., J.
Med. Chem., 23, s. 1171 (1980)). Forbehandling av cellene med
L6-PVA ¢ket cytotoksisiteten av APO 20 ganger, til et niva som
kan sammenlignes med cytotoksisiteten for adriamycin alene.
Forbehandling av celler med 1F5-PVA pavirket pd ingen mate
toksisiteten av APO. Disse resultater indikerer at L6-PVA-
konjugatet vil kunne hydrolysere det relativt ikke-cytotok-
siske prolegemiddel APO for tilintetgje¢relse av tumorceller i
en utstrekning som er sammenlignbar med anvendelse av adria-
mycin alene, og at den ikke-cytotoksisitet er antigenspesi-
fikk, hvilket fremgar av at 1F5-PVA-konjugatet som ikke
signifikant bindes til denne bestemte tumorcellelinje, ikke
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bevirket en slik cytotoksisitet.

Binding av antistoff-PVA-konjugatene til Daudi-lymfomaceller

Evnen hos L6-PVA- og 1F5-PVA-konjugatene ifglge opp-
finnelsen til & bindes til den kjentc Daudi-cellelinje ble
ogsd malt. Denne cellelinje er en Burkitt-lymfoma-cellelinje
som er definert ved ATCC (ATCC nr. CCL 213) og som uttrykker
CD-20-antigenet hvortil 1lF5-antistoffet bindes. Bindingsprgven
ble utf¢rt som beskrevet i eksemp2l 1, bortsett fra at de
anvendte celler var Daudi-celler, og resultatene er avbildet i
figur 24.

I dette tilfelle ble bade det monoklonale 1F5-anti-
stoff og 1F5-PVA-konjugat bundet sterkt til lymfomacellene.

' Denne undersgkelse indikerte igjen at bindingsevnen hos

konjugatene ikke signifikant ble pavirket av konjugerings-
metoden.

Som det fremgdr fra figuren, utviste L6-antistoffet
og L6-PVA-konjugatet i tillegg ikke noen tydelig binding til
Daudi-cellene. Dette kunne ogsa forventes da Daudi-tumorceller
ikke utviser antigenet hvormed L6-antistoffet reagerer. Denne
undersgkelse kombinert med de ovenfor beskrevne bindingsunder-
spkelser, demonstrerer Kklart bindingsspesifisiteten hos konju-
gatene, dvs. at L6-holdige konjugater bindes spesifikt til L-
positive tumorceller, og 1F5-holdige konjugater bindes
spesifikt til CD-20-positive tumorceller.

In vitro-cytotoksisitet hos antistoff-PVA-Konjugat/adriamycin-

prolegemiddelkombinasjonen pd Daudi-celler
Den in vitro cytotoksiske virkning av L6-PVA- eller

1F5-PVA-konjugatet i kombinasjon med APO-prolegemidlet ble
deretter pr¢gvet pad Daudi-celler.

*H-thymidinpr¢ven ble utf¢rt hovedsakelig som
beskrevet i de ovenfor angitte eksempler, med lette modifika-
sjoner som fglge av at Daudi-cellene er ikke-adhererende.
Sdledes ble ca. 250.000 Daudi-celler i IMDM anbrakt i hver
br¢gnn i en mikrotiterplate med 96 br¢nner, og antistoffenzym-
konjugatet ble tilsatt. Reaksjonsblandingen ble inkubert ved
4 °C i 30 minutter. Ubundet antistoff-enzymkonjugat ble
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fjernet ved sentrifugering ved 500 x g i 5 minutter, og
supernatanten ble fjernet. Cellene ble resuspendert i IMDM, og
vaskeprbsedyren ble gjentatt 3 ganger for fjerning av alt
ubundet konjugat. Deretter ble APO i IMDM tilsatt, og etter
henstand i 2 timer ble cellene vasket én gang som ovenfor
beskrevet. Den resterende del av pro¢ven ble utfgrt som
beskrevet i de foregdende eksempler.

Under anvendelse av denne pr¢gve ble inhiberingen av
’H~thymidin-inkorporering i Daudi-<cellenes DNA mdlt, og saledes
den cytotoksiske virkning av APO-prolegemidlet pa cellene med
eller uten forbehandling av cellene med L6-PVA- eller 1F5-PVA-
konjugatet. De cytotoksiske virkninger av disse kombinasjoner
ble sammenlignet med den iakttatte cytotoksisitet etter
behandling av cellene med adriamycin alene. Som det fremgar
fra figur 25, var adriamycin signifikant mere toksisk enn APO
overfor Daudi-celler som ikke var behandlet med noe konjugat.
Forbehandling av cellene med 1F5-PVA-konjugatet ¢ket signifi-
kant cytotoksisiteten av APO-prolegemidlet til et niva, som
kunne sammenlignes med cytotoksisiteten av adriamycin alene,
mens forbehandling med L6-PVA-konjugatet ikke resulterte i en
slik ¢kning.

Det skal bemerkes at de oppnadde resultater ved disse
bindings- og cytotoksisitetsundersgkelser er de motsatte av
resultatene som ble oppnadd med disse konjugater ved de tid-
ligere beskrevne undersgkelser under anvendelse av H2981-
tumorceller hvor L6-PVA pluss APO-kombinasjonen utviste gket
cytotoksisk virkning og 1F5-PVA pluss APO-kombinasjonen ikke
utviste en slik virkning. Dette kunne forventes under hensyn
til de forskjellige spesifisiteter hos L6- og 1lF5-antistoffene
i konjugatene og demonstrerer tydelig spesifisiteten av de
cytotoksiske virkninger oppnddd med konjugat/prolegemiddel-
kombinasjonene.

Denne undersgkelse antyder enn videre nytten av 1F5-
PVA-konjugatet i kombinasjon med APC til frembringelse av
cytotoksiske virkninger pa tumorceller in vitro. Saledes pa-
viser in vitro-cytotoksisitetsundersgkelsene i dette eksempel
at ethvert av de oppnadde konjugater som inneholder et anti-

stoff som reagerer med et tumorassosiert antigen, kan anvendes
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til behandling av tumorer, hvormed dette antistoff reagerer.

Eksempel 5
Dette eksempel angdr anvendelse av immunkonjugatene

til & omdanne prolegemidlet 5-flourcytosin (i det etterf¢lg-
ende angitt som "5-FC") til anti-tumorlegemidlet 5-fluoruracil
(i det etterfglgende angitt som "5-FU") ved hjelp av et anti-
stoff-bundet cytosihdeaminase (Ch)-enzym (se figur 26). Anti-
stoff-CD-konjugat/5-FC-prolegemiddelkombinasjonen ifg¢lge denne
utfgrelsesform utviste en signifikant cytotoksisk wvirkning mot

tumorceller in vitro.

Fremstilling av antistoff-cyvtosin-deaminasekonjugater ife¢lge

oppfinnelsen

L6-CD og 1F5-CD-immunkonjugater ble fremstilt under
anvendelse av de ovenfor angitte monoklonale L6- og 1F5-anti-
stoffer og et cytosin-deaminaseenzym. Selv om CD-enzymer er
blitt pavist i og isolert fra forskjellige mikroorganismer (se
f.eks. West et al., Biochem. Biophys. Acta., 719, s. 251-258
(1982)) var det i foreliggende eksempel anvendte, bestemte CD
renset fra presset bakegjar pa en mate som svarte til den som
er beskrevet av P.L. Ipata et al., "Baker's Yeast Cytosine
Deaminase. Some Enzymatic Properties and Allosteric Inhibition
by Nucleosides and Nucleotides", Biochemistry, 10, s. 4270-
4276 (1971).

I korthet ble gjarceller (Sacchromyces cerevisiae)
(2,0 kg) plasmolysert med ethylacetat, og ammoniumsulfatutfel-
ling (50-73 %) ble utf¢rt to ganger under dannelse av et urent
enzympreparat. Ammoniumsulfatutfellingen ble dialysert mot
10 mM Tris-Cl-buffer, pH 8,0, ble overfgrt pa en "Q-Sepha-
rose"~-anionbytterkolonne (Pharmacia) og ble eluert med en KCl-
gradient (0-0,3 M).

Fraksjoner ble analysert med hensyn til CD-aktivitet
under anvendelse av 3 mM cytosin (eller 5-FC) som substrat i
PBS ved 27 °C i overensstemmelse med metoden beskrevet av T.
Niskiyama et al., "Antineoplastic Efects in Rats of 5-Fluoro-
cytosine in Combination with Cytosine Deaminase Capsules",
Cancer Research, 45, s. 1753-1761 (1985)). Ifplge denne metode
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ble en liten mengde av enzympreparatet tilsatt til substratet
cytosin (eller 5-FC), og reaksjonsforlgpet ble overvadket med
hensyn til dannelse av uracil (eller 5-FU) ved hjelp av UV-
spektrofotometri pd aliquoter som ble behandlet med 0,1 N HCl.
Forholdene 250/280 (for cytosin) og 255/290 (for 5-FC) ble
anvendt til mdling av mengden av dannet uracil eller 5-FU.
Denne metode til bestemmelse av CD-aktivitet ble anvendt pa
hvert rensetrinn for CD-enzymet, sa vel som de nedenfor
beskrevne CD-holdige konjugater ifgplge oppfinnelsen.

De aktive fraksjoner fra KCl-gradienten ble deretter
forenet, konsentrert og renset pd en "G-75 Sephadex"-kolonne.
Pa dette trinn indikerte SDS-PAGE (14 %, ikke-reduserende) at
fraksjonen inneholdende CD-aktivitet, inneholdt en hovedmengde
av et protein med en molvekt pa 18 kd og mindre mengder av
proteiner med molvekter pd 20 og 30 kd. CD-aktiviteten i denne
fraksjon var 10 U/mg protein (under anvendelse av cytosin som
substrat). Andre preparater ga materiale med en aktivitet sa
hgpy som 17 U/mg protein. Alle proteinundersgkelser ble utfert
under anvendelse av det fra Pierce (Rockford, IL) oppnaelige
BCA-proteinprgvereagens.

Det rensede CD ble deretter konjugert med det mono-
klonale L6- eller 1F5-antistoff pd hovedsakelig samme mate som
beskrevet for AP-konjugatene i eksempel 1. De urene konjugater
(ikke behandlet med jodacetamid) ble renset ved gelfiltrering
pa "S-200 Sepharose" under eluering med PBS. Fraksjoner ble
overvaket ved 280 nm, og CD-aktiviteten for hver fraksjon ble
provet som beskrevet umiddelbart ovenfor. Fraksjoner innehold-
ende konjugater med passende CD-antistoff-forhold, ble forenet
og analysert ved SDS-PAGE pa en 4-12 %, ikke-reduserende
gradientgel, hvilket ga rensede L6-CD og 1lF5-CD-konjugat-

preparater.

Omsetning av antistoff-cytosin-deaminasekonjugat med prolege-
midlet 5-fluorcytosin

Evnen hos L6-CD- og 1F5-CD-konjugatene ifplge opp-
finnelsen til & omdanne prolegemidlet 5-FC til 5-FU eller sub-
stratet cytosin til uracil, ble bestemt som fglger: enten ble
fritt CD (sluttkonsentrasjon: 5 pg/ml), L6-CD-konjugatet (CD-
sluttkonsentrasjon: 5 pg/ ml) eller 1F5-CD-konjugat (CD-slutt-




10

15

20

25

30

35

178138

53

konsentrasjon: 5 pg/ml) tilsatt til en oppl¢sning av 3 mM

a) cytosin, eller b) 5-FC i PBS ved 27 °C, og den i lgpet av
tiden dannede mengde av produktet ble bestemt spektrofotomet-
risk som beskrevet ovenfor i foreliggende eksempel. Resul-
tatene fremgar fra figur 27.

Som det fremgar fra figuren, ble 5-FU dannet ut fra
prolegemidlet 5-FC bade ved innvirkning av det fri CD-enzym og
antistoff-CD-konjugatene. Figuren viser ogsa at det ikke fore-
kom noe signifikant tap av CD-enzymaktivitet som fglge av
bindingen av enzymet til antistoffet i de to konjugater,
hvilket fremgdr av at konjugatene utviste aktiviteter som
svarte til aktivitetene av CD alene. Den spesifikke aktivitet
av det fri enzym og av konjugatene var ca. 4 U/mg enzym.

Til sammenligning ble reaktiviteten av konjugatet
under anvendelse av cytosin som substrat prevet i stedet for
5-FC. Som det fremgdr fra figuren, utviste konjugatene med
cytosin som substrat ogsd CD-aktiviteter som hovedsakelig
svarte til aktivitetene av det fri CD-enzym alene. Den spesi-
fikke aktivitet av konjugatene - 10 U/mg bundet enzym - .
indikerte enn videre at den Opprinnelige enzymaktivitet hos CD
ble bibeholdt i konjugatet. Dette aktivitetsnivad ble opprett-
holdt i flere uker nar konjugatene ble oppbevart i PBS ved
4 °C.

Binding av_antistoff-CD-konjugatene til H2981-tumorceller

Evnen hos L6-CD- og 1lF5-CD-konjugatene ifglge opp-
finnelsen til & bindes til H298l1-tumorceller ble malt som
beskrevet i eksempel 1 og 2. Resultatene av bindingsprgven er
avbildet i figur 28.

FACS-analyse indikerte at bade L6 og L6~CD ble sterkt
bundet til tumorcellene, mens 1lF5-CD-konjugatet ikke utviste
noen binding til cellene. Som i forbindelse med de tidligere
bindingsundersgkelser beskrevet ovenfor, indikerer denne prg¢ve
at bindingsaktiviteten hos disse konjugater, til tross for
konjugering av antistoffet med enzymet, s& vel som bindings-

spesifisiteten hos konjugatene, ble bevart.
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In vitro-cyvtotoksisitet av antistoff-CD-konjugat/5-FC-prolege-

middelkombinasjonen pd H2981l-tumorceller

In vitro-cytotoksisiteten av antistoff-CD/5-FC-pro-
legemiddelkombinasjonen mot H298l-tumorceller ble malt under
anvendelse av en *H-leucinopptagelsespr¢ve svarende til °H-
thymidin-opptagelsesprgven beskrevet i eksempel 1 og 2.

I overensstemmelse med denne pr¢gve ble en suspensjon
av 10* H298l-celler i 0,1 ml IMDM med 10 % (volumbasis) kalve-
fosterserum anbrakt pd mikrotiterplater med 96 brgnner og fikk
festes til platene ved henstand over natten ved 37 °C. Platene
ble deretter vasket, og L6-CD- eller 1lF5-CD-konjugatet (totalt
10 pg protein/ml inneholdende 10 U/mg bundet CD-enzymaktivitet
under anvendelse av cytosin som substrat) i 0,1 ml IMDM ble
tilsatt. Etter 30 minutter ved 4 °C ble platene vasket 4
ganger, og 0,15 ml leucin-fritt RPMI-medium inneholdende
varierende konsentrasjoner av legemidlene 5-FC eller S-FU, ble
tilsatt til br¢nnene. Cellene ble inkubert i 18 timer ved
37 °C og ble radiocaktivert i 6 timer med *H-leucin
(1 pCi/brenn) i 0,05 ml leucinfritt RPMI. Platene ble deretter
behandlet med hensyn til °H-thymidin-opptagelsespr¢ven som
beskrevet i eksempel 1 og 2.

Under anvendelse av denne prgve ble inhiberingen av
opptaket av °H-leucin i proteinet i tumorcellene malt, og
sdledes den cytotoksiske virkning av prolegemidlet 5-FC p&
cellene etter eller uten foregdende behandling av cellene med
L6-CD- eller 1F5-CD-konjugatene. De cytotoksiske virkninger av
disse kombinasjoner ble sammenlignet med den iakttatte cyto-
toksisitet ved behandling av cellene med stamlegemidlet 5-FU
alene. Som det fremgar fra figur 29, utviste 5-FC meget liten
cytotoksisk virkning pd tumorceller som ikke var behandlet med
konjugat, mens 5-FU med en IC;,-verdi pa 20 puM inhiberte celle-
vekst. Forutgdende behandling av cellene med L6-CD-konjugatet
gket imidlertid cytotoksisiteten av 5-FC til et nivd svarende
til cytotoksisiteten av 5-FU alene. Dette resultat stemmer
overens med at antigenbundet L6-CD er i stand til & omdanne
det ikke-toksiske prolegemiddel 5-FC til 5-FU. Det ikke-bind-
ende konjugat 1F5-CD ga ikke en slik ¢kning, hvilket er en

indikasjon péd denne gkede cytotoksisitets antigen-spesifikke



10

1%

20

25

30

35

178138

55
natur.
Patentkravw
1. Fremgangsmate for fremstilling av et antistoff-enzym-

konjugat hvor antistoffet reagerer med et antigen péd over-
flaten av tumorceller og er konjugert med et enzym som er i
stand til & omdanne et svakt cytotoksisk prolegemiddel til det
tilsvarende mer aktive stamlegemiddel, idet antistoffet er L6,
som produseres av det ved ATCC under deponeringsnummer HB 8677
deponerte hybridom, det monoklonale antistoff 96,5, som er
spesifikt for p97, som er et melanoma-assosiert antigen, eller
1F5, som produseres av det ved ATCC under deponeringsnummer HB
9646 deponerte hybridom, enzymet er en alkalisk fosfatase,
penicillin-amidase, arylsulfatase, cytosindeaminase, protease,
D~alanylkarboksypeptidase, et karbohydratspaltende enzym eller
en B-laktamase, prolegemidlet er et fosfatholdig prolegemid-
del, et éulfatholdig prolegemiddel, et peptidholdig prolege-
middel, et glukosylert prolegemiddel, et B-laktamholdig pro-
legemiddel, et D-aminosyremodifisert prolegemiddel, et
fenoksyacetamidholdig prolegemiddel, et fenylacetamidholdig
prolegemiddel eller et substituert fenylacetamidholdig pro-
legemiddel, og stamlegemidlet er et etoposid, tenipoéid, et
adriamycin, daunomycin, carminomycin, aminopterin, dactino-
mycin, mitomycin, et cis-platin, en cis-platinanalog, et bleo-
mycin, esperamicin, et 5-fluoruracil eller et melfalan eller
annen nitrogensennepsgass,

karakterisert ved at antistoffet og enzymet
omsettes med et Kkryssbindende, heterobifunksjonelt middel slik
at en tioceter eller disulfidbinding dannes mellom antistoffet
og enzymet.

2. Fremgangsmate ifgplge krav 1,
karakterisert ved at det som reaktanter
anvendes det monoklonale antistoff L6, som produseres av det
ved ATCC under deponeringsnummer HB 8677 deponerte hybridom,
og enzymet alkalisk fosfatase, penicillin V amidase eller
cytosindeaminase, det monoklonale antistoff 96,5, som er
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spesifikt for p97, som er et melanoma-assosiert antigen, og
enzymet alkalisk fosfatase, eller det monoklonale antistoff
1F5, som produseres av det ved ATCC under deponeringsnummer HB
9646 deponerte hybridom, og enzymet alkalifosfatase eller
cytosindeaminase. '
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Figur 6

Antistoff- og konjugatbinding til H3347-celler
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