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Linh vwe ky thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén thé tiép hop duogc chét, hop chit lién két dugc chét va duogc
pham chira thé tiép hop dugc chit nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

W02007/144423 va W02009/080761 bdc 16 cac din xuét dihydropyran-2-on va
tetrahydropyran-2-on méi c¢6 hoat tinh khang khéi u rét trién vong. PM060184 dugc boc
16 trong WO2007/144423 hién dugc dung trong cac thir nghiém 14m sang pha I dé phong
ngira va diéu tri cac khdi u rén.

Viéc diéu tri bénh ung thu da ¢ nhidu tién trién dang ké trong cdc nim gin day
cling véi viéc phét trién cac duoc phém huéng t6i va tidu diét cac té bao ung thu mot
cach ¢6 hiéu qua hon. Céc nha nghién ctru da st dung céc thu thé bé mit t& bao va khang
nguyén duge biéu hién mot cach chon loc bdi cac té bao dich nhu céc té bao ung thu dé
phat trién cac duge phim trén co s& khéng thé ma gin két v6i cac khang nguyén dac hiéu
v6i khéi u hodc duoc lién két v4i khdi u trong vi du vé khéi u. Dé dat dugc myc dich nay,
cac phén tir gy doc té bao nhu duge chét hoa tri liéu, doc & vi khudn va doc tb thuc vit,
va nuclit phéng xa duge lién két héa hoc véi cac khang thé don dong ma gén két véi cac
khang nguyén bé& mit té bao dic hiéu véi khdi u hodc duoc lién két vé6i khéi u (xem, vi
du, W0O2004/010957, W0O2006/060533 va W02007/024536 va EP 1864682 Al). Céc
hop chét nay thuong dugc goi 1a “thé tiép hop” dugc chit, “thé tiép hop” doc t6 va “thé
tiép hop™ nuclit phong xa. Viée tiéu diét té bao cua khéi u xay ra khi thé tiép hop dugc
chét gin két vdi té bao ciia khéi u va giai phong hodc/va hoat héa hoat tinh gy doc té
bao caa géc dugc chét ndy. Tinh chon loc d3 duoc tao ra bdi cac thé tiép hop duogc chét
1am giam dén muc t&i thidu doc tinh gay ra cho céc té bao khde manh, nhd d6 tdng cuong
kha ning dung nap cla dugc chit & dbi tuong bi bénh. Vi du vé ba thé tiép hop duoc
chat-khang thé nay da dugc cép phép dé dua ra thi truong la: Gemtuzumab ozogamicin
ding dé diéu tri bénh bach ciu nguyén bao tity cip tinh, Brentuximab vedotin ding dé
diéu tri u bach huyét Hodgkin tai phat va dai ding va u bach huyét té bao 16n mét biét

hoa, va ado-Trastuzumab emtansine dung dé diéu tri bénh ung thu vu, dic biét 14 HER2+.
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Téc dung cda cac dugc chét d6i v6i hoa tri liéu bénh ung thu noéi chung phu thude
vao sy khic nhau vé tdc do sinh truéng, qua trinh sinh hoéa va dic tinh sinh Iy gifta cac
mo bénh ung thu va md khde manh. Do @0, hau hét céc litu phap hoa tri liéu tiéu chuin -
1a cac liéu phap tuong d6i khong dic hiéu va c6 doc tinh giéi han lidu gép phin tao ra
hiéu qua diéu tri can t8i wu. Mot phuong phap dé cac té bao 4c tinh huéng dich mot cach
c6 chon loc va khong huéng t6i cac mod khde manh 12 sir dung cac khang thé don dong
(monoclonal antibody - mAb) dic hiéu ma nhéan dién cac khang nguyén lién két voi khéi
u da dugc bidu hién trén bé mit cua cac té bao cia khdi u [Meyer, D.L. & Senter, P.D.
(2003) Recent advances in antibody drug conjugates for cancer therapy. Annu. Rep. Med.
Chem., 38, 229-237; Chari, R.V. (2008) Targeted cancer therapy: conferring specificity
to cytotoxic drugs. Acc. Chem. Res. 41, 98—107]. Céc khang thé don dong va din xuét
hién 12 nhém phan tt diéu tri phat trién nhanh nhét. Hon 30 globulin mién dich (IgG) loai
G va céc tic nhan c6 lién quan d3 dugc phé chudn trong 25 nim qua chi yéu ding dé
diéu tri bénh ung thu va bénh viém. Trong linh virc bénh ung thu hoc, cac khang thé don
dong thudng duge két hop véi dugc chét gy doc té bao dé ting cudng hiu qua diéu tri
clia chiing. Theo cach khéc, cac phan tir khang khdi u nho c6 thé duge tiép hop hoa hoc
v6i cac khang thé don dong, dugc st dung 1am chit mang (thoi gian ban thai tdng 1€n)
14n tac nhan dich (tinh chon loc). Pi ¢6 nhiéu ¢ ging nham hudéng t6i viée sir dung céc
khang thé don dong (mAb) dé phan phdi dugc chét dich do tinh chon loc cao cia ching
d6i v6i cac khang nguyén lién két voi khéi u, dugc dong hoc thich hop, va doc tinh ndi
tai twong ddi thap. Thé tiép hop dugc chit-khang thé don dong dugc tao ra bang c4ch lién
két cong hoa tri dugc chét khang bénh ung thu véi cac khang thé don dong, thudong thong
qua hé lién két én dinh c6 diu kién. Khi gén két v6i khang nguyén bé mit té bao, cac
khang thé don dong da dugc ding cho hiu hét cac thé tiép hop dugc chit-khang thé duoc
van chuyén mot cach tich cuc t6i cac thé tiéu bao hodc cac khoang ndi bao khac, trong d6
cac enzym, d pH thép, hodc chat khir tao diéu kién thuén loi cho vié€c giadi phong dugc

chéat.

Khéng nguyén can ¢6 dd chon loc t& bao cta khéi u cao dé han ché doc tinh va céc
téc dung ndm ngoai dich. Nhidu khang nguyén lién két véi khdi u da duge nghién ciru
trong cic md hinh tién 14m sang va trong céc thir nghiém 14m sang bao gém cac khang
nguyén duge biéu hién qua muc trong cac té bao B (vi du, CD20, CD22, CD40, CD79),
té bao T (CD25, CD30), té bao ung thu biéu md (HER2, EGFR, EpCAM, EphB2,

-3



26474

PSMA), ndi md (endoglin), hodc té bao dém (protein dugc hoat hoa bdi nguyén bao sgi),
vi du [Teicher BA. Antibody-drug conjugate targets. Curr Cancer Drug Targets 9(8):982-
1004, 2009]. Tinh chit chinh va quan trong ciia cac dich ADC 14 ching c¢6 kha ning ndi
tuong tac; day co thé 1a dic tinh bén trong ctia chinh khang nguyén, hoic n6 cé thé duoc
tao ra bang cach gin két khang thé véi khang nguyén cta né. Thuc véy, qua trinh ndi
tuong tac ADC 1a qua trinh quan trong dé 1am giam doc tinh ddng thoi phén phdi ngoai

bao dugc chit hitu ich.

Lién quan dén cac phén tir nhé da duogc tiép hop va trai véi rit nhidu dich khang
nguyén gia dinh, mot sb it ho dugc chét gdy doc té bao da duge ding 1am cac duge chét
hitu ich trong ADC hién dugc nghién ciru mét céch tich cuc trong céc thir nghiém 1am
sang: calicheamycin (Pfizer), duocarmycin (Synthon), pyrolobenzodiazepine (Spirogen),
irinotecan (Immunomedics), maytansinoid (DM1 va DM4; ImmunoGen + Genentech/
Roche, Sanofi-Aventis, Biogen Idec, Centocor/Johnson & Johnson, Millennium/Takeda),
va auristatins (MMAE va MMAF; Seattle Genetics + Genentech/Roche,
MedImmune/AstraZeneca, Bayer-Schering, Celldex, Progenics, Genmab).
Calicheamycin duocarmycin va pyrolobenzodiazepine 1a chat két dinh ranh phu ADN,
irinotecan 1a chét wrc ché Topoisomeraza I, trong d6 maytansinoid va auristatin 1a céc chét
khir polyme héa tubulin. Mot trong s cac tinh chét thudng gip cia chiing 1a hoat tinh
dugc chit tr do cao hon (ném trong khoang tir 10° @én 10 M), vi du, so véi
doxorubixin (10”7 M) ding trong ADC thé hé thi nhit. Yéu t6 quan trong khic dé thanh
‘¢ong 12 viéc hiéu biét rd rang vé vi tri “cho phép” dbi véi su gin két nhom lién két cho

phép giai phéng cac chét chuyén hoa hoat tinh, twong tu nhur cac tién dugc chét quy ude.

Diéu thu vi 13, ba chét dai dién trong sb cac thé tiép hop duoc chit-khang thé co
ngudn gbc tir doc t6 té bao duoc thir nghiém 1am sang giai doan sau. Trastuzumab
emtansine (T-DM]1), trastuzumab dugc lién két v6i dugc chét ban tdng hop maytansinoid
bang nhém lién két én dinh (FDA da duoc phé chudn vao ngiy 22 thang 2 nim 2013
dung cho bénh ung thu vi duong tinh v6i HER2); Inotuzumab ozogamicin (CMC-544),
khang thé don dong khiang CD22 nhan tao (G5/44, IgG4) dugc tiép hop véi
calicheamycin bang nhom lién két khoéng bén véi axit (axetylphenoxy-butanoic) (u bach
huyét khong phai dang Hodgkin té bao B); Brentuximab vedotin, khéang thé don dong
khang CD30 nhan tao dugc lién két véi monometyl auristatin E (MMAE), biang nhém

lién két maleimitcaproyl-valyl-xitrulinyl-p-aminobenzylcarbamat (FDA di dugc phé
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chuén vao ngay 19 thang 8 nim 2011 ding cho u bach huyét té bao 16n mét biét hoa va u

bach huyét dang Hodkin).

Céc lién két 1 thanh phin quan trong ciia cdu tric ADC. Mot vai nhém lién két-
thé hé hai da duoc nghién ctru, bao gdm lién két hydrazon khong bén véi axit (c6 thé tiéu
bao) (vi du, gemtuzumab va inotuzumab ozogamicin); lién két trén co s& disulfua (moi
truong ndi bao co tinh khir); phan tir lién két thioete khong phan cit dugc (thoai bién di
héa trong thé tiéu bao) (vi dy, trastuzumab emtansine); lién két peptit (vi du, citrulin-
valin) (lysosomal proteaza tuong tu cathepsin-B) (vi du, brentuximab vedotin): xem, vi
du, W02004/010957, W02006/060533 va W02007/024536. Qua trinh tinh ché thé tiép
hop khang thé-dugc chit bing phuong phip sic ky loai c& (size exclusion
chromatography - SEC) cling dugc mo ta [xem, vi dy, c4c bai bao: Liu et al., Proc. Natl.
Acad. Set (USA), 93: 8618-8623 (1996), va Chari et al., Cancer Research, 52: 127-131
(1992)].

Trastuzumab (Herceptin) 1a khang thé don dong can trg thu thé HER2/neu. Muc
dich sir dung chinh ctia n6 12 @ diéu tri cac bénh ung thu via nhit dinh. Cac thy thé HER
14 c4c protein nim trong mang t& bao va truyén cac tin hiéu phan tir tir bén ngoai té bao
(cc phén tir duge goi 1a EGF) vao bén trong té bao, va kich hoat va 1am b4t hoat céc gen.
Céc protein HER kich thich qua trinh ting sinh té bao. O mdt sb bénh ung thu, déc biét 1a
céc loai bénh ung thu v nhit dinh, HER2 dugc biéu hién qué mirc, va khién cho cac té

bao ung thu san sinh mgt cach khong kiém soat duge.

Gen HER2 duoc khuéch dai trong 20-30% sb ca méc bénh ung thu vu giai doan
som, khién cho né biéu hién qua murc cic thu thé yéu té sinh truéng bidu bi (EGF) &
mang té bao. Trong mdt s6 loai bénh ung thu, HER2 c¢6 thé gui céac tin hi€u ma cac yéu td
sinh truéng khong dén va khong gin két duge véi thu thé nay, khién cho n6 anh hudng
t6i cAu tric cta t& bao; tuy nhién, trastuzumab lai khong c6 tac dung trong trudng hop
nay.

Qua trinh tao HER?2 thuc day su sinh trudng va phéan chia t€ bao khi né thuc hién
chtrc ning thong thuong; tuy nhién khi né dugc biéu hién qua mirc, thi qué trinh sinh
trudng té bao s& dién ra nhanh chéng hon, vugt qua gi6i han thong thuong ciia né. Trong
mot sb loai bénh ung thu, qué trinh nay dugc dién ra dé thic day qu4 trinh sinh trudng va

tang sinh té bio mot cach nhanh chéng va do d6 tao ra khéi u. Trong céc té bao ung thu,
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protein HER2 ¢6 thé duoc biéu hién t6i da 100 14n, cao hon so véi trong cac té bao khoe
manh (2 triéu so v&i 20.000/té bao). Su biéu hién qua mirc nay khién cho qua trinh truyén
tin hiéu din ra manh va én dinh hon va do d6 tao ra khéi u. Su biéu hién qua mic HER2
cling ddn dén qua trinh 1am bat hoat cic diém danh diu, cho phép lam ting qua trinh ting
sinh & m{rc 16n hon.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 13 @& xuat thé tiép hop dugc chét hoat tinh ma khéng dua
vao céc ho dugc chit gay doc té bao da duogc sir dung lam dugc chét hiru ich. Muc dich
khéc ctia sang ché 13 d& xuét hop chat lién két véi dugce chit dé tao ra thé tiép hop duoc

chét theo sang ché, va dugc phdm chira thé tiép hop duoc chét nay.

Pé dat dugc muc dich trén day, theo mot khia canh, sang ché d& xuit thé tiép hop
dugc chit chta géc duoc chét lién két cong hoa tri véi phﬁn con lai cua thé tiép hop dugc
chét nay, va thé tiép hop nay c6 cong thirc [D-(X)y-(AA)w-(L)-]s-Ab, trong d6 D 1a gbc
duoc chit duge chon tir cic gde c6 cong thire (Ia) va cong thirc (Ib), hodc mubi dugc

dung, este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chét ddng phan 1ap thé caa no,

(Ib)

R1s R27

trong d6 céc dudng luon séng cia cdng thirc (Ia) va cong thirc (Ib) thé hién diém

lién két cOng hoa tri v4i (X), n€u cd, hodc (AA),, neu cd, hodc nhém li€n két L;

-6-
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A duogc chon tir cac goc ¢o cong thuc:

trong d6 cac dudng luon séng cia géc A thé hién diém lién két cong héa tri véi

phan con loai cia goc dugce chat;

mdi Ry, R, va R; doc 1ap dugce chon tir hydro, OR,, OCOR,, OCOOR,, NR.Ry,
NR,COR;, NR,C(=NR,)NR,R;, C;-Cy, alkyl duoc thé hoic khong dugc thé, C,-Ci,
alkenyl dugc thé hoic khoéng dugc thé va C,-Cy, alkynyl dugc thé hoic khong dugc thé,
trong d6 cac phan tir thé tily ¥ nay 1a mot hodc nhiéu phan tir thé R,;

R3’ dugc chon tir hydro, COR,, COOR,, CONR,R;, S(O)R,, SOR,, P(O)(R,)Ry,
C1-Cy; alkyl dugc thé hoac khong dugc thé, C,-Cy, alkenyl dugc thé hoac khong dugc thé
va C,-Cyy alkynyln duge thé hoic khéng duoc thé, trong d6 cac phén tir thé tiy ¥ nay 1a

mot hodc nhiéu ph?m tir thé Ry;

mdi Ry, Rs, Rg, Ry, Rg, Rg, Ry va Ry, ddc 14p duoc chon tir nhém bao gf")m hydro,
C:-Cy; alkyl dugc thé hoac khong duogc thé, C,-Cyp alkenyl dugc thé hoac khong duogc thé
va C,-Cy, alkynyl dugc thé hodc khong dugc thé, trong d6 cac phan tir thé tiy y nay l1a
mdt hodic nhiéu ph?m tir thé Ry

R;; dugc chon tir nhém bao gém hydro, COR,, COOR,, C;-Cy;, alkyl dugc thé
hodc khong duoc thé, C,-C, alkenyl duoc thé hoic khong duge thé va C,-Cy, alkynyl
dugc thé hoic khong duge thé, hodc Ry; va Ry, cling v6i nguyén tir N va nguyén tir C
twong tmg lién két véi ching c6 thé tao ra nhém heteroxyclo khong no hodc no dugc thé
hodc khong dugc thé ¢6 tir 5 d@én 14 canh c6 mdt hoic nhiéu vong va tuy y ¢6 mdt hoac
nhiéu di nguyén tir khic dugc chon tir nguyén tir oxy, nito va luu huynh trén cac vong
ndy ngoai nguyén tir nito' cia nhdm NRy;, trong do6 cac phén tir thé thy ¥ nay 12 mot hoic
nhiéu phén tir thé R,;

Ry; dugce chon tir nhém bao gdm hydro, COR,, COOR,, C;-C;, alkyl dugc thé
hodc khong dugc thé, C,-C;, alkenyl dugc thé hoic khong duge thé, C,-C, alkynyl dugc
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thé hodc khong duoc thé, va C4-Cy, alkenynyl dugc thé hodc khong dugc thé, trong do
cac phan tir thé tly y nay 1a mot hodc nhiéu phan tir thé R

mdi Rys, Ris, Riz, Ri7, Rige, Rag, Rogs, Ros va Ryg dc 1ap dugce chon tir nhém bao
gém hydro, C;-C, alkyl dugc thé hoic khong dugce thé, C,-C;, alkenyl dugc thé hoic
khong dugc thé va C,-Cy, alkynyl dugc thé hogc khong duge thé, trong d6 cac phéan tir
thé tiy ¥ nay 1a mét hodc nhiéu phén tir thé R;

R;3 dugc chon tir nhom bao gf‘)m hydro, nhém C;-C;;, alkyl ¢6 thé tuy y dugc thé
bang it nhit mot nhém R,, nhém aryl c6 tr 6 dén 18 nguyén tir cacbon trén mot hodc
nhidu vong thom, nhém aryl ndy tuy y dugc thé bing mot hozc nhiéu phan tir thé R,, va
nhém heteroxyclo khong no hodc no duge thé hogc khong dugc thé c6 tir 5 &én 14 canh
¢6 mot hodc nhiéu vong, trong do céc ph?ln tir thé tiy y ndy la mot hodc nhiéu ph?m tir thé
Ry;

R,7 dugce chon tir hydro, C;-C,, alkyl dugc thé hodc khong dugc thé va halogen;

mdi R, va Ry, ddc 1ap dugc chon tir nhom bao gém hydro, Cy-Cy; alkyl dugc thé
hoac khong dugc thé, C,-C;, alkenyl duoc thé hoic khong dugce thé, C,-C1, alkynyl dugc
thé hoic khong dugc thé, nhom aryl duoc thé hodc khong dugce thé c6 tir 6 dén 18 nguyén
tir cacbon trén mot hodc nhidu vong, va nhém heteroxyclo khong no hodc no dugc thé
hodc khong dugce thé ¢6 tir 5 dén 14 canh c6 mdt hoic nhiéu vong, trong d6 cac phén tr
thé tiry ¥ nay 1a mot hodc nhiéu phan tir thé R,;

cac phﬁn tir thé R, duogc chon tir nhém bao gém nhom C;.C, alkyl c6 thé tuy y
duoc thé béng it nhat mot nhém Ry, nhém C,-C,, alkenyl ¢6 thé tuy y dugc thé béng it
nhét mot nhém Ry, nhém C,-C), alkynyl c6 thé tuy y dugc thé bang it nhat mot nhém Ry,
nguyén t& halogen, nhém oxo, nhom thio, nhém xyano, nhom nitro, OR,, OCORy,,
OCOOR,, CORy, COOR,, OCONR,R,, CONR,R,, S(O)Ry, SO;Ry, P(O)(Ry)OR,, NRyR,,
NR,COR,, NRyC(=O)NRyR,, NRyC(=NRy)NR,R,, nhém aryl co tir 6 dén 18 nguyén tir
cacbon trén mot hodc nhidu vong c6 thé tay ¥ dugc thé bang mét hoic nhidu phan tir thé
co thé 1a giéng nhau hodc khic nhau dugc chon tir nhom bao gém Ry, ORy, OCORy,
OCOORy, NRyR,, NR,COR, va NR,C(=NRy)NR,R,, nhém aralkyl bao gém hhém alkyl
6 tir 1 d@én 12 nguyén tir cacbon dugc thé bang nhém aryl tity ¥ dugc thé nhu duoc xac
dinh trén ddy, nhém aralkyloxy bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 12 nguyén tir cacbon
duge thé bang nhom aryl tiy y dugc thé nhu duge x4c dinh trén diy, va nhém
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heteroxyclo no hodc khéng no c6 tir 5 dén 14 canh c6 mot hodc nhiéu vong va cd it nhét
mot nguyén tr oxy, nito hodc luu huynh trén cac vong nay, nhém heteroxyclo nay tuy y
duoc thé b%tng mot hodc nhiéu phﬁn tir thé Ry, va trong d6 ¢o nhiéu hon mot phén tir thé
tiy v trén nhom da néu bit ky, cac phin tir thé tiy ¥ nay Ry ¢ thé 1a giéng nhau hoic
khéac nhau;

mdi Ry va R, doc 1ap duoc chon tir nhém bao gém hydro, nhém C,.Cyz alkyl, nhém
C;-Cy, alkyl dugc thé bing it nhit mot nguyén tir halogen, nhém aralkyl bao gdm nhém
C;-C, alkyl duge thé bing nhom aryl c6 tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon trén mot hoic
nhidu vong va nhém heteroxycloalkyl bao gdm nhém C;-Cy; alkyl dugc thé bang nhom
heteroxyclo khong no hodc no c6 tir 5 dén 14 canh c¢6 mot hodc nhiéu vong va c6 it nhat

mot nguyén tr oxy, nito hodc luu huynh trén cac vong nay;

va mdi dudng chim chim thé hién lién két bd sung tiy ¥, nhung khi lién két ba c6
mat gitta nguyén tir C lién két v6i R,s va nguyén tir C lién két v6i Ry va Ry, thi Rys va

R, hodc Ry; 1a khdng c6 mit;

L 12 nhom lién két duoc chon tir nhém bao gdm cac nhém cé cong thire:
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trong do:

cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri v6i Ab (dudng lugn séng

sang phai) va (AA)y néu c6, hoic X néu c6, hoic géc duoc chét (dudng luon séng

sang trai);

R duoc chon tir -C;-Cy, alkylen-, -C3-Cg carboxyclo, -O-(C;-Cy;, alkylen), -Ce-

Cy3 arylen trén mét hoic nhidu vong c6 thé tuy y dugc thé bang mét hodc nhiéu phan tir
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thé R,, -C;-Cy, alkylen-C¢-C;g arylen-, trong d6 nhém arylen ndy ndm trén mot hodc
nhiéu vong c6 thé tuy y dugc thé bﬁng mdt hodc nhiéu phén tir thé R,, -C¢-Cig arylen-C,-
Cy, alkylen-, trong d6 nhém arylen ndy niam trén mdt hodc nhiéu vong c6 thé tiy y dugc .
thé bang mot hodc nhiéu phin tir thé R,, -C;-C;, alkylen-(C5-Cg carboxyclo)-, -(C3-Cg
carboxyclo)-C;-Cy, alkylen-, -Cs-Cy4 heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay cé thé
1a nhém no hodc khong no c6 mdt hodc nhiéu vong va co it nhét mot nguyén tr oxy, nito
hodc Iuu huynh trén cac vong niy, nhém ndy tuy ¥ duoc thé bang mot hodc nhiéu phén tir
thé R,, -C;-Cy, alkylen-(Cs-Cy4 heteroxyclo)-, trong d6 nhom heteroxyclo nay cé thé 1a
nhém no hodc khéng no c6 mét hodc nhiéu vong va co it nhat mdt nguyén tir oxy, nito
hodc Iuu huynh trén cac vong niy, nhém nay tuy y dugc thé bing mot hodc nhidu phn tir
thé R,, -(C5s-Ci4 heteroxyclo)-C;-C;, alkylen-, trong d6 nhom heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khéng no c6 mét hodc nhidu vong va co it nhit mdt nguyén tir oxy, nito
hodc Iuu huynh trén cac vong ndy, nhom nay tuy y dugc thé bing mot hodc nhidu phin tir
thé R,, -(OCH,CH,),- va -CH,-(OCH,CH,),-, trong d6 mdi phén tir thé trong sb cac phan
tir thé alkylen néu trén & dang riéng r&€ hodc dugce gz"ln vao géc khac trén mach cacbon c6

thé tuy y dugc thé bf‘mg mot hodc nhiéu ph?m tir th Ry

M duoc chon tr nhém bao gdm -C;-C¢ alkylen-, -C;-Cg alkylen-(C5-Cs
carboxyclo)-, -(CH,CH,0),-, -C1-Cg alkylen-(C;-Cg carboxyclo)-CON(H hodc Ci-
Cgalkyl)-C,-Cy alkylen-, phenylen c6 thé tily y duoc thé bing mot hodc nhiéu phan tir thé
R,, phenylen-C;-C¢ alkylen-, trong d6 géc phenylen c6 thé tuy y dugc thé béng mot hodc
nhiéu phan tir thé R, va -C;-Cg alkylen-CON(H hoic C;-Cgalkyl)C,-Cg alkylen-;

Q duoc chon tir nhém bao gém -N(H hoac C;-Cgalkyl)phenylen- va -N(H hodc C;-
Cealkyl)-(CHa)s;

r 14 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10; va

s 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10;

(AA),, c6 cong thic (II):

-11-



26474

Y

- Ra1 “w

D

trong d6 cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (X)), néu co,
hodc gbc dugc chit (dudng lugn séng sang trai) va véi nhém lién két (dudng luon séng
sang phai);

R,;, mdi khi c6 mit, dugc chon tir nhém bao gém hydro, metyl, isopropyl,

isobutyl, sec-butyl, benzyl, p-hydroxybenzyl, -CH,OH, -CH(OH)CHj;, -CH,CH,SCH3, -

CH,CONH,, -CH,COOH, -CH,CH,CONH,, -CH,CH,COOH,
((CH,);NHC(=NH)NH,,  -(CHL):;NH,,  -(CH,);NHCOCH;,  -(CH,);NHCHO,
(CH,),NHC(=NH)NH,,  -(CH,,NH,,  -(CH,,NHCOCH;,  -(CH,);NHCHO,

-(CH,);NHCONH,, -(CH,;);NHCONH,, -CH,CH,CH(OH)CH,NH,, 2-pyridylmetyl-, 3-
pyridylmetyl-, 4-pyridylmetyl-, phenyl, xyclohexyl, cdc nhém c6 cong thirc:

N

e 2 f\/@ v ’x

va w 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 12;
X 14 nhém kéo dai mach dugc chon tir nhém bao gém:

-CONH-(C;-Cg¢ alkylen)NH-;
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-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy y duge thé bang mot hogc nhiéu phan tir thé R,)-
NH-;

-CONH-(C;-C¢ alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tity y dugc thé bang mot
hodc nhiéu phin tir thé R,)-NH-;

-CH,-(phenylen c6 thé tity y dugc thé bing mdt hodc nhiéu phén tir thé R,)-NH-;
-COCH,NH-COCH,-NH-;

-COCH,NH-;

-CONH-(C;-Cg alkylen)S-;

-CONH-(C;-Cg¢ alkylen)NHCO(C;-Cg alkylen)S-;

-(C;-C¢ alkylen)NHCO(C;-Cg alkylen)S-;

-(C1-Cg alkylen)S-;

-(C4-Cg alkylen)NH-; va

-(C;-Cs alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy ¥ dugc thé bing mot hoic
nhiéu phan tir thé R,)-NH-.

b 12 sé nguyén bang 0 hoic 1;
Ab 13 gbc chira it nhat mot vi tri gén két khang nguyén; va

n 1a ty 1& gitta nhém [D-(X)p-(AA)w~(L)-] v6i gbc chira it nhit mot vi tri gin két
khéng nguyén va nim trong khoang tir 1 dén 20.

Khi duoc giai thich va minh hoa trong phin mo ta chi tiét sang ché dudi day, thé
tiép hop duogc chit co cong thirc [D-(X)p-(AA)w-(L)-1o-Ab theo séng ché di giai quyét
duogc cac vAn d& néu trén v& viée yéu clu dbi véi cac thé tiép hop duge chit khac ngoai
cac thé tiép hgp dugc chét dva trén ba ho duoc chét gay doc té bao chinh da dugc sir
dung lam dugc chét hitu ich cho dén nay, ¢6 hoat tinh tri khdi u vuot troi.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé cip dén hop chét cb cong thirc D-X-(AA)w-L,
hodc cong thirc D-X-(AA),-H, trong do:

L, 1a nhém lién két dugc chon tir nhém céc lién két cé cong thic:
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o)
§ I \ % |
——C——R4g——N —— C——R1g—C——NH-NH,
o]
%—c———Rw—NH-NH2 E_C—R19—N=C=0
o] o) o)
——C Rig—N=C=8 | ——C——R4g——N——C——CH,—G

[o) (o) (o] N——
: I I : |
—C Rig—C J ) —C Rig—S——S \ /

o

%—C——‘Rm——o—NHz
>

trong d6 mdi cac dudng lugn séng thé hién diém lién két cong hoa tri voi (AA),,

néu co, hodc voi X;
G dugc chon tir halogen, -O-mesyl va -O-tosyl;

J dugce chon tir halogen, hydroxy, -N-sucxinimidoxy, -O-(4-nitrophenyl), -O-pent-
aflophenyl, -O-tetraflophenyl va -O-C(0O)-ORy;

Ryj9 dugc chon tir -C;-Cy, alkylen-, -C;-Cg carboxyclo, -O-(C;-C;, alkylen),
-C¢-Cyg arylen trén mot hogc nhidu vong cé thé tiy y duge thé bing mot hoic nhiéu phan
tir thé R,, -C;-C;, alkylen-C¢-Cyg arylen-, trong 6 nhém arylen ndy nim trén mdt hodc
nhiéu vong co thé tuy y dugc thé br?mg mdt hodc nhiéu phﬁn tir thé R, - C¢-Crg arylen-C,-
Cy, alkylen-, trong d6 nhém arylen nay nam trén mét hoic nhiéu vong cé thé tiy ¥ duoc
thé bang mot hoic nhiéu phan tir thé R,, -C;-C alkylen-(C;-Cg carboxyclo)-, -(C3-Cyg
carboxyclo)-C;-Ci, alkylen-, -Cs-Cy4 heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay ¢6 thé
]a nhém no hodic khong no c¢6 mdt hoic nhiéu vong va c6 it nhit mdt nguyén tir oxy, nito
ho#c Iuru huynh trén cac vong nay, nhém nay tuy y dugc thé bang mot hoic nhiéu phan tir
thé R, -C;-Cy, alkylen-(Cs-C4 heteroxyclo)- trong d6 nhom heteroxyclo nay cé thé 1a
nhém no hodc khong no c6 mot hodc nhiéu vong va cé it nhit mot nguyén tir oxy, nito

ho#c luu huynh trén cic vong nay, nhom nay tuy y duoc thé bing mdt hoic nhiéu phan tir
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thé R,, -(Cs-Ci4 heteroxyclo)-C;-Cy, alkylen-, trong d6 nhém heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khong no ¢6 mot hodc nhiéu vong va co it nhit mot nguyén tir oxy, nito
hogc Iuu huynh trén céc vong ndy, nhém nay tuy ¥ dugc thé bang mot hodc nhidu phan tir
thé R,, -(OCH,CH,),- va -CH,-(OCH,CH,),-, trong d6 mdi phén tir thé trong s cac phan
ttr thé alkylen néu trén & dang riéng r& hoic duoc gin vao gdc khéac trén mach cacbon c6
thé tuy y dugc thé béng mdt hodc nhiéu phén tir thé R;

R0 1a C4-Cy5 alkyl hodc nhém aryl c6 tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon trén mot hoic
nhiéu vong thom, nhém aryl nay tuy y dugc thé bing mot hoic nhiéu phén tir thé R,;

r 12 s8 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10; va
mdi D, X, AA va w 1a nhu dugc xac dinh theo khia canh thtr nhét cia séng ché.

Theo khia canh thir ba, sang ché d& cip dén dugc pham chira thé tiép hop duoc

chét theo khia canh thir nhit ciia sang ché va chit mang dugc dung.
Mo ta vin tit cac hinh vé
Séang ché dugc minh hoa b%mg dd thi, cac vi du, cac hinh v& kém theo, trong do:

Fig.1 12 so db thé hién quy trinh theo sang ché trong d6 qua trinh tao tiép hop véi
khéng thé dugc thuc hién thong qua nhém thiol ti do;

Fig.2 1a so d6 thé hién quy trinh khéc theo sang ché trong d6 qua trinh tao tiép hop
v6i khang thé duoc thuc hién thong qua nhém lysin tir do;

Fig.3 1a d thi thé hién dudng cong dap tmg liu cua thé tiép hop ADC1 ddi vai
c4c dong té bao ung thu khac nhau;

Fig.4 12 bidu dd thé hién ty 1& phin trim sdng sét ctia té bao sau khi diéu tri cac
dong té bao khac nhau bang khang thé don dong riéng 1é (10ug/mL) hoic thé tiép hop
ADC1 & ndng d6 bang 10pg/mL hogic 1pg/mL;

Fig.5 1a @b thi thé hién dudong cong dap tmg lidu cia thé tiép hop ADC2 dbi véi
céc dong té bao ung thu khac nhau;

Fig.6 12 biéu dd thé hién ty 1& phin trim sbng s6t ctia té bao sau khi didu tri cac
dong té bao khic nhau bing khang thé don dong riéng 1& (10pg/mL) hodc thé tiép hop
ADC2 & ndng d6 bing 10pug/mL hodc 1pg/mL;
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Fig.7 1a dd thi thé hién dudong cong dap tng lidu cuia thé tiép hop ADC3 dbi véi

cac dong té bao ung thu khac nhau;

Fig.8 1a biéu dd thé hién ty 16 phin trim séng sét cta té bao sau khi diéu tri cia
cdc dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (10pg/mL) hoic thé tiép
hop ADC3 & ndng d6 bing 10pug/mL hozc 1pg/mL;

Fig.9 1a d thi thé hién dudng cong dap tmg liéu cua thé tiép hop ADC4 dbi véi

cac dong té bao ung thu khac nhau;

Fig.10 12 bidu d thé hién ty 1& phén tram sdng s6t clia té bio sau khi diéu trj cac
dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1¢ (10pg/mL) hodc thé tiép hop
ADC4 & ndng d6 bang 10pug/mL hodc 1pg/mL;

Fig.11 14 db thi thé hién dudng cong dép ung lidu cua thé tiép hgp ADCS dbi véi

cac dong t& bao ung thu khac nhau;

Fig.12 1a biéu dd thé hién ty 1& phan tram sdng s6t ciia té bao sau khi diéu tri cac
dong té bao khic nhau bang khang thé don dong riéng 1& (10pg/mL) hoic thé tiép. hop
ADCS5 & ndng d6 bing 10pg/mL hodc 1pg/mL;

Fig.13 14 dd thi thé hién dudng cong dép ung lidu cua thé tiép hop ADC6 dbi véi
céc dong té bao ung thu khéac nhau;

Fig.14 13 biéu dd thé hién ty 1& phan trim séng sot cia té bao sau khi diéu trj cac
dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (10pg/mL) hoic thé tiép hop
ADC6 & ndng d6 bang 10pg/mL hodc 1ug/mL;

Fig.15 1a dd thi thé hién dudng cong dap ung liéu cia thé tiép hop ADC7 dbi véi
cac dong té bao ung thu khac nhau;

Fig.16 13 biéu dd thé hién ty 1& phan trim sdng sét cia té bio sau khi diéu tri cac
dong té bao khac nhau bang khang thé don dong riéng 1& (50pg/mL) hozc thé tiép hop
ADC7 & nbng d6 bing 50pug/mL hogc 1pg/mL;

Fig.17 1a db thi thé hién dudng cong dép tmg lidu cta thé tiép hop ADC8 dbi véi

cc dong té bao ung thu khéc nhau;
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Fig.18 1a bidu db thé hién ty 1é phan trim séng s6t clia té bao sau khi diéu tri cac
dong té bao khac nhau biang khang thé don dong riéng 1 (50ug/mL) hoic thé tiép hop
ADCS & ndng d6 bang 50ug/mL hoic 10pg/mL;

Fig.19 13 d5 thi thé hién dudng cong dép umg liéu cia thé tiép hop ADC9 ddi véi

cac dong té bao ung thu khéac nhau;

Fig.20 13 biéu dd thé hién ty 1& phdn trim sbng sét ciia té bio sau khi diéu trj cac
dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (50pg/mL) hoic thé tiép hop
ADC9 & ndng d6 bang 50pg/mL hogc 0,1pg/mL;

Fig.21 1a db thi thé hién dudong cong dép tmg lidu cia thé tiép hop ADC10 dbi véi

cac dong té bao ung thu khéc nhau;

Fig.22 1a biéu db thé hién ty 1é phan trim sdng sét cia té bao sau khi didu trj céc
dong té bao khac nhau bang khang thé don dong riéng 1é (50pg/mL) hoic thé tiép hop
ADC10 & ndng d6 bang 50pg/mL hoic 1ug/mL;

Fig.23 1a 6 thi thé hién dudng cong déap tng liéu cta thé tiép hgp ADC11 ddi véi

cac dong té bao ung thu khac nhau;

Fig.24 1a biéu @6 thé hién ty 1€ phén tram séng s6t cia té bao sau khi diéu tri cac
dong t& bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (50pg/mL) hozc thé tiép hop
ADC11 & ndng d6 bang 50pg/mL hozc 1pg/mL;

Fig.25 1a d6 thi thé hién dudng cong dap Gmg liéu ctia thé tiép hgp ADC12 dbi vai
cac dong té bao ung thu khéc nhau;

Fig.26 12 biéu dd thé hién ty 18 phin trim sbng sét cua té bao sau khi didu trj cac
dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (50pg/mL) hoic thé tiép hop
ADC12 & ndng d6 bang 1pg/mL hodc 0,1pg/mL;

Fig.27 1a b thi thé hién dudng cong déap tng liu cta thé tiép hgp ADC13 dbi vai
cac dong té€ bao ung thu khac nhau;

Fig.28 1a bidu dd thé hién ty 18 phin tram sbng s6t cta té bao sau khi diéu tri cac
dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (50pug/mL) hoic thé tiép hop
ADC13 & ndng d6 bang 1pg/mL hoic 0,1 pg/mL;
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Fig.29 1a dd thi thé hién dudng cong dap tmg liéu cta thé tiép hop ADC14 ddi véi

cac dong té bao ung thu khac nhau;

Fig.30 12 biéu dd thé hién ty 1& phin tram séng sét clia té bao sau khi diéu tri cac
dong té bao khac nhau bang khang thé don dong riéng 1& (50pg/mL) hoic thé tiép hop
ADC14 & ndng do bang 1pg/mL;

Fig.31 1a dd thi th& hién dudng cong dap tmg liéu cia thé tiép hop ADC16 dbi véi

cac dong té€ bao ung thu khac nhau;

Fig.32 1a biéu dd thé hién ty 18 phin tram sdng s6t clia té bao sau khi diéu tri cac
dong t€ bao khac nhau bang khang thé don dong riéng 18 (50pg/mL) hoic thé tiép hop
ADC16 & ndng do bang 1pg/mL va 0,1pg/mL;

Fig.33 1a dd thi thé hién dudng cong dép tmg lidu cia thé tiép hop ADC17 dbi véi

cac dong té€ bao ung thu khac nhau;

Fig.34 1a biéu dd thé hién ty 1& phin tram séng s6t ctia té bio sau khi diéu trj cac
dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (50pg/mL) hoic thé tiép hop
ADC17 & ndng do bang 1ug/mL va 0,1pg/mL;

Fig.35 12 dd thi thé hién dudng cong dép tmg lidu cia thé tiép hop ADC14 déi véi
hai dong té bao Raji;

Fig.36 12 biéu db thé hién ty 1¢ phan trim séng sot cia té bao sau khi diéu tri cac
dong t& bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1& (50pg/mL) hodc thé tiép hop
ADC14 & ndng do bang 10ug/mL;

Fig.37 12 dd thi thé hién dudng cong dép tmg lidu cia thé tiép hop ADC15 déi véi
hai dong té bao Raji; va

Fig.38 1a biéu db thé hién ty 1 phin trim séng sét clia té bao sau khi diéu tri cac
dong té bao khac nhau bing khang thé don dong riéng 1é (50pg/mL) hodc thé tiép hop
ADC15 & ndng do bang 10pg/mL.

MO ta chi tiét sang ché

Trong céc hop chét theo sang ché, cac nhém alkyl theo dinh nghia cta Rj, R,, Rs,
Rs, R4, Rs, Rg, Ry, Rg, Ry, Ryo, Rit, Rig, Ryz, Rig, Rys, Rig, Ry7, Ri7, Ris, Rige, Roo, Rog,
Ros-, Ras, Rag Rz, Ra, R, Ry, Ry VA R, ¢6 thé 12 nhém alkyl mach thang hodc mach nhanh
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¢6 tir 1 dén 12 nguyén tir cacbon, va tét hon néu ching 13 nhém alkyl c¢6 tir 1 dén 6
nguyén tir cacbon, t&t hon nita néu nhom metyl, nhém etyl hodc nhém i-propyl, va tbt
nhit néu nhém metyl. Trong dinh nghia cia M va Q, ching c6 thé 1 nhém alkyl mach
thing hodc mach nhanh c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon.

Trong cac hop chét theo sang ché, nhém alkenyl trong dinh nghia cia Ry, Ry, Rs,
Rs:, R4, Rs, Rg, Ry, Rg, Ro, Ryg, Ry1, Rig, Riz, Ris, Ris, Rig, Ry7, Ry, Rige, Rag, Rogey Ros,
Ry6, Ray Ry, va Ry 12 mach nhénh hodc khong mach nhanh, va c6 thé c6 mot hodc nhiéu
lién két d6i va 6 tir 2 dén 12 nguyén tir cacbon. Tét hon néu ching c6 tir 1 dén 6 nguyén
tr cacbon, va tdt hon nita néu ching 1a nhém alkenyl mach nhdnh hodc khong mach

nhanh c¢6 2, 3 hodc 4 nguyén tir cacbon.

Trong céc hop chét theo sang ché, nhom alkynyl trong dinh nghia ctia R;, Ry, Rs,
Rs-, R4, Rs, Rg, Ry, Rg, Ro, Rip, Ri1, Rig, Rz, Ryg, Rys, Ry, Ri7, Ri7, Rige, Ros, Rog, Ros,
Ry, R, Ry, va R, 12 mach nhénh hodc khéng mach nhanh, va c6 thé c¢6 mot hogc nhiéu
lién két ba va c6 tir 2 dén 12 nguyén tir cacbon. Tt hon néu chiing c6 tir 1 dén 6 nguyén
tr cacbon, va tét hon nita néu ching 1a nhém alkynyl mach nhanh hoic khong mach

nhanh ¢6 2, 3 hodc 4 nguyén tir cacbon.

Trong céc hop chét theo sang ché, nhom alkenynyl trong dinh nghia ciia R3 va
Ry4 12 mach nhéanh hogc khong mach nhanh, va c6 thé c6 mot hodc nhiéu lién két doi va
mot hodc nhiéu lién két ba. Tét hon néu chiing c6 4 dén 12 nguyén tir cacbon, va tét hon
nita néu ching 13 nhém alkynyl mach nhanh hoic khéng mach nhanh c6 tir 6 dén 10

nguyén tir cacbon.

Trong cac hop chét theo sang ché, cac phan tir thé halogen trong dinh nghia cia
Ry7, Ry, Ryva R, bao gém F, Cl, Br va I, t&t hon néu CL.

Trong c4c hop chit theo sang ché, cic nhém heteroxyclo khdng no hodc no c6 tir 5
dén 14 canh trong dinh nghia ctia Ry, R,, Ry, Ryg, va cdc nhdm heteroxyclo c6 thé duoc
tao ra b&i Ry; va Ry, cing v6i nguyén tir nito va nguyén tir cacbon lién két véi chung 1a
cac nhoém heteroxyclo c6 mot hodc nhiéu vong, ¢6 it nhit mot nguyén tir oxy, nito hodc
luu huynh trén cac vong nay nay. Cac nhém heteroxyclo nay cac nhém c6 thé 13 nhém
thom khac loai hodc nhém heteroxyclo béo, nhém heteroxyclo béo nay c6 thé khong no
mot phan, nhém thom 14n heteroxyclo béo thom chira 1 dén 3 vong riéng r& hodc dugc

ngung tu. T6t hon néu cic nhom thom khac loai va heteroxyclo béo chira 5 dén 10
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nguyén tir trén vong. Nhém thom khac loai trong cac hop chit thich hop theo sang ché
chira mot, hai hodc ba di nguyén tir dugc chon tir nguyén tir N, O hodc S va bao gém, vi
du, quinolyl bao gdm 8-quinolyl, isoquinolyl, cumarinyl bao gdm 8-cumarinyl, pyridyl,
pyrazinyl, pyrazolyl, pyrimidinyl, furyl, pyrolyl, thienyl, thiazolyl, isothiazolyl, triazolyl,
tetrazolyl, isoxazolyl, oxazolyl, imidazolyl, indolyl, isoindolyl, indazolyl, indolizinyl,
phtalazinyl, pteridinyl, purinyl, oxadiazolyl, thiadiazolyl, furazanyl, pyridazinyl,
triazinyl, xinolinyl, benzimidazolyl, benzofuranyl, benzofurazanyl, benzothiophenyl,
benzothiazolyl, benzoxazolyl, quinazolinyl, quinoxalinyl, naphthyridinyl va furopyridyl.
Céac nhém heteroxyclo béo thich hop trong cac hop chét theo sang ché chira mot, hai hoidc -
ba di nguyén tir dugc chon tir nguyén tir N, O hodc S va bao gdm, vi du, pyrolidinyl,
tetrahydrofuranyl, dihydrofuranyl, tetrahydrothienyl, tetrahydrothiopyranyl, piperidyl,
morpholinyl, thiomorpholinyl, thioxanyl, piperazinyl, azetidinyl, oxetanyl, thietanyl,
homopiperidyl, oxepanyl, thiepanyl, oxazepinyl, diazepinyl, thiazepinyl, 1,2,3,6-
tetrahydropyridyl, 2-pyrolinyl, 3-pyrolinyl, indolinyl, 2H-pyranyl, 4H-pyranyl, dioxanyl,
1,3-dioxolanyl, pyrazolinyl, dithianyl, dithiolanyl, dihydropyranyl, dihydrothienyl,
dihydrofuranyl, pyrazolidinyl, imidazolinyl, imidazoﬁdinyl, 3-azabixyclo[3.1.0]hexyl, 3-
azabixyclo[4.1.0]heptyl, 3H-indolyl, va quinolizinyl.

Trong cac hop chét theo séng ché, nhém aryl trong dinh nghia ctia Ryg, Ry, Ry, Ry,
va Ry, 12 c4c hop chét c6 mot hodc nhiéu vong chira nhém aryl riéng r& va‘hoic duge
ngung tu va cé tir 6 dén 18 nguyén tir trén vong va tuy y dugc thé. Nhém aryl thong
thudong chira 1 dén 3 vong riéng r& hoic dugce ngung tu. T6t hon néu nhém aryl chira 6
dén 12 cacbon nguyén tir trén vong. Pac biét t&t hon néu nhém aryl bao gdbm phenyl
dugc thé hoic khong dugc thé, naphtyl dugc thé hodc khéng dugc thé, biphenyl dugc thé
hodc khong dugc thé, phenantryl dugc thé hoic khong dugc thé va antryl dugc thé hoic
khéng duoc thé, va tét nhat néu 1a phenyl dugc thé hoic khong duoc thé, trong d6 céc
phén tir thé nay 12 nhu da néu trén tiy thudc vao nhém aryl 13 mot trong s6 cac phan tir

thé Ry, Ry, R, va Ry hay n6 12 phén tir thé R,.

Trong céc hop chét theo sang ché, nhém aralkyl trong dinh nghia cia R, RyvaR,
bao gE“)m nhém alkyl nhu duge xac dinh va minh hoa trén day dugc thé béng mot hoac
nhiéu nhém aryl nhu dugc xac dinh va minh hoa bé“mg vi du trén day. Vi du dugc uu tién
bao gdm benzyl tuy ¥ duoc thé, phenyletyl tuy ¥ duogc thé va naphtylmetyl tuy y dugc
the.
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Trong cic hop chat theo sang ché, nhom aralkyloxy trong dinh nghia cua R, c6
nhém alkoxy c6 tir 1 dén 12 nguyén tir cacbon dugc thé béng mot hodc nhiéu nhém aryl
nhu dugc x4c dinh va minh hoa trén day. Tét hon néu gdc alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir
cacbon va nhém aryl chira 6 dén 12 cacbon nguyén tir trén vong, va tét nhit néu nhém
aralkyloxy 1 benzyloxy tuy ¥ duogc thé, phenyletoxy tuy ¥ dugc thé va naphtylmetoxy
tuy y dugc thé.

Trong cac hop chit theo sang ché, nhom heteroxycloalkyl trong dinh nghia ciia Ry
va R, c6 nhém alkyl nhu dugc xac dinh va minh hoa trén day dugc thé bﬁng mot hoac
nhiéu nhém heteroxyclyl nhu dugc xac dinh va minh hoa trén day. Tt hon néu nhém
heteroxycloalkyl c6 nhém alkyl c¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon dugc thé bang nhom
heteroxyclyl c6 tir 5 &én 10 nguyén tir trén vong trén 1 hodc 2 nguyén tir trén vong va cb
thé 1a thom, b3o hoa mét phﬁn hodc bdo hoa hoan toan. Tét hon nita néu nhém
heteroxycloalkyl c¢6 nhém metyl hodc etyl dugc thé bing nhém heteroxyclyl dugc chon
tir nhém bao gdm pyrolidinyl, imidazolidinyl, piperidinyl, piperazinyl, morpholinyl,
tetrahydrofuranyl, oxanyl, thianyl, 8-quinolyl, isoquinolyl, pyridyl, pyrazinyl, pyrazolyi,
pyrimidinyl, furyl, pyrolyl, thienyl, thiazolyl, isothiazolyl, triazolyl, tetrazolyl, isoxazolyl,

oxazolyl va benzimidazol.

Trong cac hop chit theo sang ché, nhom alkylen trong dinh nghia ctia Rg 1a nhém
alkylen mach thing hoic mach nhanh cé tir 1 d&n 12 nguyén tir cacbon va nhém alkylen
trong dinh nghia ctia M va X 1a nhém alkylen mach thing hoic mach nhéanh c6 tir 1 dén 6
nguyén ttr cacbon. Tét hon néu nhém alkylen trong dinh nghia ciia R;e 1a nhém alkylen
mach thing hodc mach nhanh c6 tir 1 dén 8 nguyén tir cacbon, t&t hon nita néu nhém
alkylen mach théng hodic mach nhanh c6 tir 1 dn 6 nguyén tir cacbon. Péi v6i M, tdt hon
néu nhém alkylen mach thing hodc mach nhanh c6 tir 1 dén 3 nguyén tir cacbon. Trong
dinh nghia cta X, t6t hon néu nhém alkylen trong dinh nghia ciia X 1a nhém alkylen

mach thing hoic mach nhéanh cé tir 2 dén 4 nguyén tir cacbon.

Trong céc hop chét theo sang ché, nhém carboxyclo trong dinh nghia cia Ryg va
M 1a nhém xycloalkyl c¢6 3 dén 8 nguyén tir cacbon c6 hai lién két cong hod tri & vi tri bat
ky trén vong xycloalkyl dé nhom lién két xycloalkyl nay véi phan cén cua thé tiép hop
duoc chit. Tét hon néu nhém carboxyclo trong dinh nghia ciia Ryy va M 13 nhém
xycloalkyl ¢6 3 dén 7 nguyén tir cacbon, va t6t hon nita néu nhém carboxyclo ¢6 tir 5 dén

7 nguyén tir cacbon.
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Trong cac hop chét theo sang ché, nhém arylen trong dinh nghia ctia Ry 1a nhém
aryl ¢6 tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon trén mot hodc nhiéu vong c6 hai lién két cong hoa
tri & vi tri bat ky trén hé vong thom nhém lién két arylen nay vé6i phin cin cua thé tiép
hop dugc chit. Tt hon néu nhém arylen trong dinh nghia ctia Ryo 1a nhém aryl ¢6 tir 6
dén 12 nguyén tir cacbon trén mot hodc nhiéu vong c6 hai lién két cong hod tri & vi tri bat

k¥ trén hé vong thom, va tét nhit néu chiing 14 cdc nhém phenylen.

Trong c4c hop chét theo sang ché, cac nhém heteroxyclo trong dinh nghia ciia Ry,
12 cac nhom heteroxyclyl chita 1 @én 3 vong riéng r& hodc duoc ngung tu ¢6 tir 5 dén 14
nguyén tir trén vong va cé it nhit mot nguyén tir oxy, nito hogc luu huynh trén cac vong
ndy nay, trong d6 c6 hai lién két cong hoa tri & vi tri bét ky trén hé vong chira cic nhém
heteroxyclo nay. Cac nhém heteroxyclo nay 1a cidc nhém c6 thé 13 nhém thom khac loai
hodc nhém heteroxyclo béo (nhém heteroxyclo béo nay c6 thé khong no mot phin). Tét
hon néu cac nhém heteroxyclo trong dinh nghia cia Ry 13 cc nhém heteroxyclyl chira 1
dén 3 vong riéng r& hodc dugc ngung tu c6 tir 5 dén 12 nguyén tir trén vong va co it nhit
mét nguyén tir oxy, nito hodc luu huynh trén cic vong nay nay, trong d6 cé hai lién két

cong hoa tri & vi tri bit ky trén hé vong chtra cdc nhém heteroxyclo nay.

Khi ¢6 nhidu hon mét phan tir thé ty ¥ R, trén phin tir thé, mdi phan tir thé R,
nay c6 thé 1a gibng nhau hoic khac nhau.

T6t hon néu thé tiép hop duoc chét theo khia canh thir nhét ciia sang ché bao gdm:

thé tiép hop dugc chit c6 cong thic [D-(X)p-(AA)w-(L)-1,-Ab theo khia canh thir
nhét cia sang ché, trong d6 L 13 nhém lién két duge chon tir nhém bao gém cac nhém cb

cong thuec:
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I
N—M—C é % —Cquma—\c!——é
L ’ ’
4N—M——CHZCHZ_N¢\;‘S %_CHjj—g
%L‘ o) 0 : ’

0
: l | : : | :
—C—Ryg—C—— ) ——C—Ryg—S——35
o)
S

trong do

cac dudng luon song thé hién diém lién két cong héa tri voi Ab (dudng luon song

sang phai) va (AA), néu c¢b, hoic X néu c6, hoic géc duogc chét (duong luon séng

sang trai);

R;9 dugc chon tir -Ci-Cy, alkylen-, -C3-Cg carboxyclo, -O-(C4-Cy, alkylen), -Ce-

Cy; arylen trén mot hodc nhidu vong c6 thé tiy y duge thé bang mét hogc nhiéu phan tir
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thé R,, -C;-Cy, alkylen-C¢-Cyg arylen-, trong d6 nhém arylen nay ndm trén mot hodc
nhiéu vong c6 thé tuy y dugc thé b(:fmg mot hodc nhiéu ph?m ttr thé R,, -C4-Cyg arylen-C;-
Cy, alkylen-, trong d6 nhdm arylen nay ndm trén mot hodc nhiéu vong cé thé tiy y duoc
thé b?mg mot hodc nhiéu phén tir thé R,, -C;-Cy; alkylen-(C3-Cg carboxyclo)-, -(C3-Cg
carboxyclo)-C;-C, alkylen-, -Cs-Cy4 heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay cé thé
13 nhom khéng no hodc no ¢c6 mot hodc nhiéu vong va c6 it nhat mét nguyén tir oxy, nito
ho#c luru huynh trén cac vong nay ndy, nhém nay tuy y duoc thé bing mét hodc nhiéu
phén tir thé Ry, -C;-Cy; alkylen-(Cs-C14 heteroxyclo)- trong d6 nhom heteroxyclo nay c6
thé 1a nhém khéng no hodc no c6 mdt hoic nhiéu vong va c0 it nhit mot nguyén t oxy,
nito hodc luu huynh trén cac vong nay nay, nhém nay tuy y duogc thé bing mot hoic
nhiéu phén tir thé R,, -(Cs-Cy4 heteroxyclo)-C;-C, alkylen-, trong d6 nhém heteroxyclo
nay c6 thé 1a nhém khong no hoic no ¢6 mot hodc nhidu vong va c6 it nhat mot nguyén
tr oxy, nito hodc luu huynh trén cac vong nay nay, nhom nay tuy y dugc thé bang mot
hodc nhidu phan tir thé R,, -(OCH,CH,),-, va -CH,-(OCH,CH,), -, trong d6 mdi phan tir
thé trong s cac phin tir thé alkylen néu trén & dang riéng ré& hodc dugc gén vao gbc khac

trén mach cacbon c6 thé tiy y duoc thé bang mot hodc nhiéu phén tir thé Ry

M duoc chon tr nhém bao gE‘)m -C1-C4 alkylen-, -C;-C4 alkylen-(C;-Cg
carboxyclo)-, -(CH,CH,0);-, -C1-Cg alkylen-(C;-Cg carboxyclo)-CON(H hodc C.salkyl)-
C;-Cs alkylen-, phenylen c6 thé tiy y duoc thé bang mot hodc nhidu phin tir thé R,,
phenylen-C;-C¢ alkylen-, trong d6 gbc phenylen nay c6 thé tiy y duoc thé bing mét hoic
nhiéu ph?m ttr thé R, va -C;-Cs alkylen-CON(H hoic C.¢alkyl)C;-Cg alkylen-;

Q dugc chon tir nhém bao gém -N(H hoidc C_alkyl)phenylen- va -N(H hodc Cy.
alkyl)-(CHa)s;

r 14 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10; va

s 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10.

thé tiép hop dugc chit ¢6 cong thirc [D-(X)p-(AA),~(L)-],-Ab theo khia canh thtt

nhét cta sang ché, trong 6 L dugc chon tir nhém bao gbm cac nhém cé cong thire:
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° ﬁ

\(\; E—C—Rw—N

trong do:

cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi Ab (duong luon séng
sang phai) va (AA),, néu cé, hoic (X), néu co, hoic gbc duoc chit (dudng luon séng
sang trai);

Rj9 dugc chon tir -C;-Cy; alkylen-, -O-(C;-Cy;, alkylen), -C4-Cy, arylen trén mot
hodc nhiéu vong cé thé tuy v dugc thé bang mot hodc nhiéu phan tir thé R,, -C;-Cyp
alkylen-Cg-Cy; arylen-, trong d6 nhém arylen ndy ndm trén mot hodic nhidu vong c6 thé
tly ¥ dugc thé bing mét hodc nhidu phan tir thé R,, -C4-Cy; arylen-C;-C, alkylen-, trong
d6 nhém arylen nay nam trén mot hodc nhidu vong cé thé tiy y duge thé bang mét hodic
nhiéu phén tir thé R,, -Cs-Cq, heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay cé thé 1a
nhom khéng no hoic no cé mét hoic nhiéu vong va co it nhét mot nguyén tir oxy, nito
hodc Iuu huynh trén cic vong ndy niy, nhém nay tuy y dwgce thé bing mét hodc nhiéu
phﬁn tr thé Ry, -C1-Ciz alkylen-(Cs-Cy, heteroxyclo)- trong d6 nhém heteroxyclo nay c6
thé 1a nhém khoéng no hodc no cé mot hodc nhiéu vong va co it nhit mot nguyén tr oxy,
nito hodc luu huynh trén cic vong nidy nay, nhém nay tuy y dugc thé bang mét hoic
nhiéu phﬁn tir thé R, -(C5-Cy; heteroxyclo)-C;-C,, alkylen-, trong d6 nhém heteroxyclo
nay c6 thé 1a nhom khoéng no hodc no ¢6 mot hoic nhiéu vong va cé it nhit mot nguyén
tlr oxy, nito hodc luu huynh trén cic vong nay nay, nhém nay tuy y dugc thé bing mét
hoic nhiéu phan tir thé R, -(OCH,CH,),-, va - CH,-(OCH,CH,),- trong d6 mdi phan tir
thé trong sb cac phin tir thé alkylen néu trén & dang riéng ré& hodc dugc gin vao gbc khac

trén mach cacbon c6 thé tity y dwgc thé bing mot hoiic nhiéu phan tir thé Ry; va

M dugc chon tr nhom bao gém -C1-C¢ alkylen-, -C;-Cg4 alkylen-(Cs-Cg
carboxyclo)- va phenylen c6 thé tity ¥ duoc thé bang mot hodc nhidu phin tir thé Ry; va

r 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 6.
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thé tiép hop duoc chit c6 cong thirc [D-(X)p-(AA)w-(L)-15-Ab theo khia canh thir
nhét ctia sang ché dugc chon tir cac thé tiép hop c6 cac cong thirc (IV) va cong thirc (V):

o

(o]
" (@]
D—(X),—(AA) —ﬂ Rig——N v 1l
w 19 b D—— (X)y—(AA) N—M—C Ab
av) n ™ 3 n

trong do:

X 12 nhém kéo dai mach nhu duge x4c dinh theo khia canh thir nhét cua sang ché;

mdi AA doc 14p 1a don vi axit amin nhu dugc x4c dinh theo khia canh thir nhét cua
sang ché;

w 12 s6 nguyén niam trong khoang tir 0 dén 12;

b 14 s6 nguyén bang 0 hoic 1;

Dla géc dugc chit;

AD 12 gbc chira it nhit mot vi tri gén két khang nguyén;

n la ty 1€ gitta nhém [D-(X)p-(AA)w-(L)-] trong d6 L 14 nhu duge x4c dinh trong
cong thire (IV) hodc cong thirc (V) véi gbe chira it nhit mét vi tri gan két khang nguyén
va nam trong khoang tir 1 dén 20;

Ry9 dugc chon tur -C;-Cg alkylen-, -O-(C;-Cg alkylen), -C;-Cg alkylen-Cg¢-Ci»
arylen-, trong d6 nhoém arylen nay nim trén mot hogic nhidu vong c6 thé tiy y dugc thé
b%mg mot hodc nhiéu phﬁn tir thé R,, -C-Cp, arylen-C;-Cg alkylen-, trong d6 nhém arylen
nay nim trén mot hodc nhiéu vong c6 thé tity y duge thé bang mot hozic nhidu phan tir thé
R, trong d6 mdi phan tir thé trong s cac phan tir thé alkylen néu trén & dang riéng r&
hoac duogc gén vao géc khéc trén mach cacbon c6 thé tuy y dugc thé bﬁng mdt hodc nhiéu
phén tir thé R, va '

M duogc chon tr nhém bao gém -C;-C3 alkylen- va -C;-C; alkylen-(Cs-C;
carboxyclo)-.

thé tiép hop duoc chit c6 cong thirc [D-(X),-(AA)w-(L)-1,-Ab theo khia canh thir
nhét ciia sang ché, duoc chon tir cac thé tiép hop c6 cong thirc (IV) va cong thirc (V):
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o 0
I : i
D—(X)p—(AA),—C—Rig——N b D—— X}y —(AA) N—M—C%Ah
b w
av) 2 n VN n
trong do:
X 1a nhom kéo dai mach;

mdi AA doc 14ap 1a don vi axit amin;

w 12 s6 nguyén ndm trong khoang tir 0 dén 12;

b 1a s6 nguyén bang 0 hoic 1;

Dla géc duoc chét;

Ab 13 gbc chira it nhat mot vi tri gén két khang nguyén;

n 1a ty 1€ gitta nhém [D-(X)y-(AA)w-(L)-] trong @6 L 1a nhu dwoc xac dinh trong
(IV) hodc (V) va gbc chira it nhat mot vi tri gén két khang nguyén va nam trong khoang
tir 1 dén 20;

Rj9 dugc chon tir -C;-Cg alkylen-, phenylen-C;-Cs alkylen-, trong d6 nhém
phenylen nay c6 thé tuy y duoc thé bing mot hodc nhidu phéan tir thé R, dugc chon tir
nhém bao gdm nhém alkyl cé tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhom alkoxy ¢ tir 1 dén 6
nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhom nitro va nhém Xyano, trong dé mbi phén tir
thé trong sb cac phin tir thé alkylen néu trén & dang riéng r& hodc dugc gén vao gbc khac
trén mach cacbon c6 thé tuy y duoc thé bing mot hozic nhiéu phéan tir thé R, dugc chon tir
nhém bao gdm nhém alkyl cé tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6
nguyén tir cacbon, nhém aryl c6 tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon, nguyén ti halogen, nhém
nitro va nhém xyano, va tdt hon néu Ry 12 nhém -C4-Cg alkylen; va

M 1la -C;-C; alkylen-(Cs-C; carboxyclo)-.

Tét hon néu trong dinh nghia cia thé tiép hop duoc chit c6 cong thirc [D-(X),-
(AA)y-(L)-]5-Ab, L 1a nhu dugc xac dinh trong dinh nghia dugc uvu tién dbi voi nhom

néu trén va (AA), c6 cong thuac (II):
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ZT

Y F

- R4 “w

an

trong d6 cac dudng lugn séng thé hién diém lién két cong héa tri véi (X)p, néu co,
hodic gbc duge chét (dudng lugn séng sang trai) va voi nhom lién két (duong luon séng

sang phai); va

R,;, mdi khi c6 mit, duge chon tir nhém bao gdm hydro, metyl, isopropyl,
isobutyl, sec-butyl, benzyl, p-hydroxybenzyl, -CH,OH, -CH(OH)CHj3;, -CH,CH,SCHj3, -
CH,CONH,, -CH,COOH, -CH,CH,CONH,, -CH,CH,COOH, (CH,);NHC(=NH)NH,, -
(CH;);NH,, -(CH,);NHCOCH3, -(CH,);sNHCHO, -(CH,)sNHC(=NH)NH,, -(CH,),NH,, -
(CH4NHCOCH;, -(CH);NHCHO, -(CH,);NHCONH,, -(CH,;);NHCONH,, -
CH,CH,CH(OH)CH,;NH,, 2-pyridylmetyl-, 3-pyridylmetyl-, 4-pyridylmetyl-, phenyl,

“{\/© aOH : ,,k.
-r 3' K\Q

xyclohexyl,

va w 12 s nguyén nim trong khoang tir 0 dén 12.

thé tiép hop duoc chéit c6 cong thic [D-(X)p-(AA)u-(L)-],-Ab theo khia canh thir
nhét cia sang ché, trong d6 L 13 nhu duge x4c dinh trong dinh nghia duoc vu tién dbi véi

nhoém néu trén va (AA), c6 cong thic (II), trong do:
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R,; dugc chon, mdi khi ¢c6 mit, tir nhém bao gf‘)m hydro, metyl, isopropyl, sec-
butyl, benzyl, indolylmetyl, -(CH,);NHCONH,, -(CH,);NH,, -(CH,);NHC(=NH)NH, va
-(CH,);,NHC(=NH)NH,; va

w 1a s6 nguyén ndm trong khoéng tir 0 dén 6.

thé tiép hop dugc chit c6 cong thirc [D-(X)y-(AA)w~(L)-1,-Ab theo khia canh thit
" nhét cia sang ché, trong d6 L 1a nhu dugce xac dinh trong dinh nghia dugc wu tién dbi véi

nhém néu trén, trong d6 w bang 0 hodc 2, va khi w bang 2, thi (AA),, ¢6 cong thirc (III)

0o R22
H
;1)]\( N\ﬂ)\”/ilﬁ
Ras 0

(III)

trong do:

cac dudng luon song thé hién diém lién két cong hoa tri véi (X), néu co, hoac goc

dugc chit (dudng lugn séng sang trai) va véi nhém lién két (duong lugn séng sang phai);
R,, dugce chon tir metyl, benzyl, isopropyl, sec-butyl va indolylmetyl; va

Ry; duge chon tir metyl, -(CH,) NH,, -(CH,)sNHCONH, va (CH,);NHC(=NH)-
NIH,.

Ngoai ra, tét hon néu trong dinh nghia cta thé tiép hop dugc chit c¢6 cong thirc
[D-(X)p-(AA)w-(L)-]a-Ab, L va AA 1a nhu duge xac dinh trong dinh nghia dugc uu tién

d6i v&i cac nhom néu trén va X 13 nhom kéo dai mach duge chon tir nhém bao gém:
-CONH-(C;-Cg alkylen)NH-;

-COO-CH,-(phenylen c6 thé tity y duoc thé bing mot hogc nhidu phan tir thé R,)-
NH-;

-CONH-(C;-C¢ alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tily ¥ dugc thé bang mot
hoic nhiéu phan tir thé R,)-NH-;

-CH,-(phenylen c6 thé tily y dugc thé bang mot hodc nhiéu phén tir thé R,)-NH-;
-COCH,;NH-COCH,-NH-;

-COCH,NH-;
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-CONH-(C;-Cg alkylen)S-;

-CONH-(C,;-Cg alkylen)NHCO(C;-C¢ alkylen)S-;
-(C1-Cg alkylen)NHCO(C;-Cg alkylen)S-;
-(C;-Cg alkylen)S-;

-(Cy-C¢ alkylen)NH-; va

-(C;-Cs alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy ¥ dugc thé bing mot hoic
nhiéu phan tir thé R,)-NH-.

thé tiép hop duoc chit co cong thirc [D-(X)y-(AA),~(L)-1,-Ab theo khia canh thir
nhét cua sang ché, trong d6 L va AA 1a nhu dugc xéc dinh trong dinh nghia dugc uu tién

dbi v&i cac nhom néu trén va X 1a nhém kéo dai mach dugce chon tir nhém bao gém:
-CONH-(C,-C, alkylen)NH-;

-COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay co thé tuy y duoc thé
bing mot dén bén phin tir thé R, dwoc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 &én 6 -
nguyén tir cacbon, nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,

nhém nitro va nhém xyano;

-CONH-(C,-C; alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tity ¥ dugc thé bing mot
dén bbn phan tir thé R, dugc chon tir nhém bao gdbm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir
cacbon, nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va
nhém xyano)-NH-;

-COCH,NH-COCH,-NH-;

-CONH-(C,-C, alkylen)S-;

-CONH-(C,-C, alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-;
-(C,-C4 alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-;

-(C,-C4 alkylen)S-;

-(C,-C4 alkylen)NH-; va

-(C,-C4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy y dugc thé béng mdt dén bdn
phan tr thé R, duoc chon tir nhém bao gém nhém alkyl ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
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nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém
xyano)-NH-.

thé tiép hop dugc chit c6 cong thirc [D-(X)p-(AA)w-(L)-1,-Ab theo khia canh thir
nhét cta sang ché, trong d6 L va AA 1a nhu dugc xé4c dinh trong dinh nghia dugc vu tién
dbi v4i cac nhém néu trén va X 1a nhém kéo dai mach duge chon tir nhém bao gém:

-CONH(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-;

-CONH(CH,);NH-;

-CONH(CH,)3-S-;

-CONH(CH,);NHCO(CH,),S-;

~(CH,);NHCO(CH,),S-;

-(CH2)3S-;

-(CH2)3NH-; va

-(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-.

Tbt hon néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thirc [D-(X)y-(AA)w-(L)-]o-Ab theo
khia canh thir nhét cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu dugc x4c
dinh néu trén va trong d6 D 1a hop chét c6 cong thic (I), cong thirc (Ia) hodc cong thirc
(Ib), hoic mubi dugc dung, este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chit ddng phan 14p
thé ciia ching, trong d6 mdi R, va R; doc 1ap dugc chon tir hydro va C;-Cg alkyl duoc thé
hozc khéng dugc thé, trong d6 cac phan tir thé tily y nay 1a mét hodc nhiéu phan tir thé
R, va t&t hon nira néu mdi R, va R;1a hydro.

T6t hon nita néu thé tiép hop dugc chit c¢6 cong thire [D-(X)p-(AA)yw~(L)-]1,-Ab
theo khia canh thir nhét cta sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 13 nhu dugc
xac dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chét c6 cong thirc (I), céng thirc (Ta) hodc cong
thuc (Ib), hodc mudi dugc dung, este, solvat, chét déng phan hd bién hodc chét d@)ng
phan lap thé caa ching, trong d6 R; dugc chon tir hydro, OR, va OCOR,, trong d6 R,
duoc chon tir hydro va thé hoic khéng dugc thé C;-Cg alkyl, trong d6 cac phan tir thé tuy
v nay 12 mot hodc nhidu phin tir thé R,, va t6t hon nira néu R; 14 hydro hoic metoxy.

Tt hon nita néu thé tiép hop dugc chét c6 cong thuc [D-(X),-(AA)w-(L)-],-Ab
theo khia canh thir nhit cta sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu duogc
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x4c dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chat ¢ cong thic (I), cdng thirc (Ia) hodc cong
thire (Ib), hodc mudi dugc dung, este, solvat, chét déng phan hd bién hodc chit déng
phéan lap thé cua chung, trong d6 Rj3: dugce chon tir hydro, COR,, va C;-Cg alkyl dugc thé
hodc khong dugc thé, trong d6 R, 1a C;-Cg¢ alkyl dugc thé hoic khong dugc thé, trong do
cac phin tir thé tily y nay 1a mét hodc nhiéu phén tir thé R,, va t6t hon nita néu Ry 1a

hydro.

T&t hon nira néu thé tiép hop dugc chit co cong thic [D-(X)p-(AA)y~(L)-]o-Ab
theo khia canh thir nhit ciia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu duoc
xac dinh néu trén va trong d6 D 1a hop chét c6 cong thic (I), cong thic (Ia) hodc cong
thic (Ib), hodc mudi duge dung, este, solvat, chét déng_ phéan hd bién hodc chit df“)ng
phéan lap thé cua chiing, trong d6 mdi Ry, Rs, R, R7 Rg, Ry, Ry va Ry, ddc 1ap dugc chon
tir hydro va thé va khong dugc thé C;-Cs alkyl, trong d6 cac phﬁn tir thé tly ¥ nay 1a mot
hozc nhiéu phan tir thé R, va tot hon nita néu mdi Ry, Rs, Re, R7, Rg, Ry, Ryg va Ry, doc
lap dugce chon tir hydro, metyl dugc thé va khong dugc thé, isopropyl duoc thé va khong
dugc thé va tert-butyl dugc thé va khong duoc thé, trong d6 cac phan tir thé tily ¥ nay 1a

mdt hodic nhiéu phz‘?tn tir thé R,..

Tbt hon nira néu thé tiép hop dugc chit c6 coéng thic [D-(X)p-(AA)w-(L)-]o-Ab
theo khia canh tht nhit cta sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu dugc
x4c dinh néu trén va trong d6 D 1a hop chét c6 cong thic (I), cong thirc (Ia) hodc cong
thire (Ib), hodic mudi dugc dung, este, solvat, chét dﬁ‘)ng phéan hd bién hodc chét ddng

phén 14p thé cta chiing, trong d6 mdi Rs, R;, Rg, Ry va Ry 12 hydro.

Tbt hon nira néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thic [D-(X)p-(AA)w-(L)-],-Ab
theo khia canh thtr nhit ciia sang ché 1 thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu duge
x4c dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chit c6 cong thirc (I), cong thirc (Ia) hodc cong
thire (Ib), hodc mudi duge dung, este, solvat, chét déng phan hd bién hodc chét déng

phén 1ap thé cia chiing, trong d6 mdi R4 va Rg 13 metyl.

Tbt hon nira néu thé tiép hop duoc chit c6 cong thitc [D-(X)p-(AA)w~(L)-],-Ab
theo khia canh thir nhit cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu duogc
x4c dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chit c6 cong thirc (I), cong thirc (Ia) hodc cong
thie (Ib), hodc mudi dugc dung, este, solvat, chét dé‘)ng phan hd bién hodc chét d@)ng

phan 1ap thé cua chiing, trong d6 Ry, 1a isopropyl, tert-butyl hoic benzyl.
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Tét hon nita néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thitc [D-(X)p-(AA)y~(L)-1,-Ab
theo khia canh tht nhét cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, AA va X 1a nhu dugc xac
dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chét c¢6 cong thirc (I), cong thire (Ia) hodc cong thire
(Ib), hodc mudi duoc dung, este, solvat, chét déng phan hd bién hodc chét déng phéan lap
thé cua chiing, trong d6 mdi Ry; va Ry3 doc 1ap duoc chon tir hydro va thé va khong dugc
thé C;-Cg alkyl, trong d6 cac phan tir thé tity y nay 1a mot hodc nhiéu phén tir thé R, va

tot hon nita néu moi R;; va Ry5 14 hydro.

T4t hon nita néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thire [D-(X)p-(AA),~(L)-1,-Ab
theo khia éanh thtr nhat cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu duge
xac dinh néu trén va trong d6 D 1a h(_)*p' chét c6 cong thuc (Ia) hodc (Ib), hoic mudi duge
dung, este, solvat, chdt ddng phan hd bién hodc chét ddng phén 1ap thé ciia chiing, trong
@6 mdi Rys, Ry, Ry, Ri7, Rige, Raos, Rogr, Ras v Ryg dc 18p duge chon tir nhém bao gom
hydro, C;-Cg¢ alkyl duogc thé hoic khoéng dugc thé, C,-Cg alkenyl dugc thé hodc khong
duoc thé va C,-Cg alkynyl dugce thé hodc khong dugc thé, trong d6 cac phan tir thé tiy ¥
nay 12 mot hodc nhidu phin tir thé R,, tot hon nita néu mdi Rys, Ris, Rz, Riz, Rigs, Ross
Ry, Rys va Ryg ddc 14p duge chon tir nhém bao gém hydro va C;-Cq alkyl dugc thé hoic
khong duge thé, trong d6 céc phén tir thé tily ¥ nay dugc chon tir nhém bao gdm nhém
alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém hydroxyl, nhém oxo, nguyén tir halogen,
OCORy, OCOORy, CORy, COORy, OCONRyR,, CONRR;, NRyR;, va NRyCOR,, trong
d6 mdi Ry va R, dugc chon tir nguyén tir hydro va nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir
cacbon, con tét hon nita néu mdi Rys, Rie, Ry7, Ry, Rig, Raog, Rog, Rps va Ry dc 18p 1a
hydro hodc nhém C;-Cg alkyl, va tét nhat néu mdi Rys, Rys, Riz, Ri7, Rige, Raos, Rog, Ros
va Ry¢ 1a hydro hodc metyl.

Tét hon nita néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thic [D-(X)p-(AA)y-(L)-1,-Ab
theo khia canh thtr nhét cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA), va X 1a nhu dugc
x4c dinh néu trén va trong d6 D 1a hop chit c6 céng thie (Ib), hodc mudi dugc dung,
este, solvat, chit déng phan hd bién hodc chit di‘)ng phéan lap thé cua né, trong d6 Ryg
duge chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl c6 thé tity y dugc thé bang mot hodc nhiéu phan tir
thé R,, nhém aryl co tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon trén mot hodc nhiéu vong thom, nhém
aryl nay tuy y dugc thé bing mot hozic nhiéu phén tir thé R, va nhém heteroxyclo khong
no hodic no ¢6 tir 5 dén 10 canh c6 mot hodc nhidu vong, nhém heteroxyclo ndy tuy y

duoc thé bing mot hogc nhidu phan tir thé R,, trong d6 cac phin t thé R, dugc chon tir
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nhom bao gdbm nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém hydroxyl, nguyén tir
halogen, nhém alkylamino ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon va nhém dialkylamino c6 tir 1
dén 6 nguyén tir cacbon, t6t hon nita néu R;g dugc chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl c6
thé tuy ¥ duoc thé bing it nhdt mot nhém R, va nhém phenyl c6 thé tily v duogc thé bang
it nhat mot nhom R, va t6t nhit néu Ryg 1a hydro hodc nhém phenyl, dic biét 1a hydro.

Tbt hon nita néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thic [D-(X)p-(AA),-(L)-],-Ab
theo khia canh tht nhit cta sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 14 nhu duoc
x4c dinh néu trén va trong d6 D 14 hop chét c6 cong thirc (Ia) hodc (Ib), hoac mudi duge
dung, este, solvat, chéit df"mg phéan hd bién hodc chét df"mg phéan lap thé cua chung, trong
d6 Ry dugce chon tir nguyén tir hydro, nguyén tir halogen hodc C;-Cg alkyl dugc thé hoic
khong dugc thé trong d6 cac phan tir thé tiy ¥ nay 1a mot hoic nhiéu phin ttr thé R,, va

t6t hon nira néu Ry; dugc chon tir nguyén tir hydro va nguyén ti clo.

Tt hon nita néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thirc [D-(X)y-(AA)w-(L)-1,-Ab
theo khia canh thir nhit cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu dugc
Xéc dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chit c¢6 cong thirc (I), cong thic (Ia) hodc cong
thirc (Ib), hodc mubi dugc dung, este, solvat, chét déng phan hd bién hodc chét df‘mg
phan 14p thé cua chiing, trong d6 mdi cip nguyén tir cacbon dd dugc lién két boi mot
ho#c nhiéu dudng chdm chdm duoc gin két boi cac lién két doi.

Tét hon nita néu thé tiép hop dugc chéit c6 cong thirc [D-(X)y-(AA)w-(L)-1o-Ab
theo khia canh thir nhit ctia sing ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu duge
x4c dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chét c¢6 cong thire (Ia) hodc (Ib), hoic mudi dugc
dung, este, solvat, chéit déng phan hd bién hodc chit déng phéan lap thé cua chung, trong
do:

R; duoc chon tir hydro, OR, va OCOR,, trong d6 R, dugc chon tir hydro va C;-Cq
alkyl duoc thé hodc khong dugce thé, trong d6 cac phan tir thé tiy y nay 12 mot hoic nhiéu
phén tir thé R,;

mdi R, va R3 doc 1ap duogc chon tir hydro va C;-Cg alkyl dugc thé hodc khong
duge thé, trong d6 cac phan tir thé tiry ¥ nay 1a mot hodc nhiéu phan tir thé Ry;

Rs dugc chon tir hydro, COR,, va C;-Cs alkyl dugc thé hodc khong dugc thé,
trong d6 R, 1a C;-Cg alkyl dugc thé hodc khéng dugc thé, trong d6 cac phén tir thé tay y
nay 12 mot hodic nhiéu phén tir thé R;
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mdi Ry, Rs, R, R7 Rs, Ry, Rjp va Ry, doc 1dp dugc chon tir hydro va C;-Cg alkyl
dugc thé va khong duoc thé, trong d6 cac phén tir thé tiy y nay 1a mot hodc nhiéu phan tir
- thé Ry

R;; va Ry3doc 1ap duge chon tir hydro va Cy-Cg alkyl dugc thé va khong dugc thé,
trong d6 cac phén tir thé tily y nay 12 mot hoic nhidu phan tir thé R,;

m51 R15, R16, R17, R17’, ng” R24, R24’, R25 va R26 déc lﬁp dU(_YC ch()n tir nhém bao

gom:

hydro va nhém C;-Cg alkyl dugc thé hoic khong duoc thé trong d6 cac phin tir thé
tlly ¥ nay dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
nhém hydroxyl, nhém oxo, nguyén tir halogen, OCOR;, OCOOR,, COR,, COOR,,
OCONRyR,, CONRyR,, NRyR, va NRyCOR,, trong d6 mdi Ry va R, dugc chon tir

nguyén tir hydro va nhom alkyl c6 tir 1 d@én 6 nguyén tir cacbon;

R;g dugc chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl c6 thé tuy y dugce thé béng it nhit mot
nhém R,, nhém aryl cé tr 6 dén 12 nguyén tr cacbon trén mot hodc nhiéu vong thom,
nhom aryl nay tuy y duoc thé bing mot hodc nhidu phan tir thé R, va nhém heteroxyclo
khoéng no hodc no c6 tir 5 dén 10 canh c6 mot hodic nhiéu vong, nhém heteroxyclo nay
tuy y dugc thé bing mot hodc nhidu phan tir thé Ry, trong d6 cic phan tir thé R, duoc
chon tir nhém bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém hydroxyl,
nguyén tir halogen, nhém alkylamino cé tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon va nhém

dialkylamino c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon;

R,7 dugc chon tir hydro, halogen va C;-Cg4 alkyl dugc thé va khong dugc thé trong
d6 cac phan tir thé tily y nay 1a mét hodc nhiéu phan tir thé R,; va

mdi dudng chdm chim thé hién lién két bd sung tiry ¥, nhung khi lién két ba c6
miét gitta nguyén tir C li€n két v&i Rys va nguyén tr C lién két vGi Ry va Ry, thi Rys va

R, hodc R,; 1a khong c6 mat.

T6t hon nira néu thé tiép hop duoc chit c6 cong thic [D-(X)p-(AA)w-(L)-],-Ab
theo khia canh thtr nhét cta sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu dugc
x4c dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chét c6 cong thic (Ia) hodc (Ib), hoic mubi dugc
dung, este, solvat, chit d(")ng phan hd bién hoidc chét dé)ng phéan lap thé cua ching, trong
do:
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R; 13 hydro hodc metoxy;

mdi R, va R; 14 hydro;

R3- 13 hydro;

mdi Ry, Rs, Re, Ry, Rg, Ro, Ryg va Ry, ddc 1ap duge chon tir hydro, metyl duge thé
hodc khong duge thé, isopropyl duge thé hodc khéng dugc thé va tert-butyl dugc thé
hoic khong dugc thé trong d6 cac phin tir thé tity y nay 1a mdt hogdc nhiéu phan tir thé Ry;

m51 R11 va R13 la h}’dI'O;

m51 R15, R16, R17, R17’, ng’, R24, R24s, R25 va R26 d@C lﬁp dlI()'C Ch(_)l’l tir nhém bao
gbm:

hydro va nhém C;-Cg alkyl dugc thé hodc khéng dugc thé trong d6 cac phan tir thé
ty ¥ ndy dwoc chon tir nhém bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
nhém hydroxyl, nhém oxo, nguyén tir halogen, OCORy, OCOOR,, COR,, COORy,

OCONR,R,, CONRyR,, NR;R, vd NRyCOR,, trong d6 mdi Ry va R, dugc chon tir
nguyén tir hydro, va nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén t cacbon.

R;g dugc chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl co thé tuy y dugc thé béng it nhat mot
nhém R, va nhém phenyl ¢6 thé ity y duoc thé bang it nhit mot nhom Ry;

R,7 1a nguyén tir hydro hodc nguyén tir clo; va

mdi dudng chdm chdm thé hién lién két bd sung tiry ¥, nhung khi lién két ba ¢
mit gitta nguyén tir C lién két v&i Rys va nguyén tir C lién két v6i Ryg va Ryy, thi Rys va
R26 hOé:lC R27.1§‘1 khf)l’lg co mat.

Tét hon nita néu thé tiép hop duogc chit c6 cong thic [D-(X)p-(AA)w-(L)-1:-Ab
theo khia canh thtr nhat cua sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu dugc
xac dinh néu trén va trong d6 D 1a hop chét c6 cong thic (Ia) hodc (Ib), hoic mubi duge
dung, este, solvat, chét déng phan hd bién hoidc chét déng phén lap thé cua ching, trong
do:

R; 1a hydro hodc metoxy;

mdi R, va R; 13 hydro;

R3- 12 hydro;

m61 R5, R7’ Rg, R9 va R10 l1a hYdI'O;
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mdi R, va Rg 1a metyl;
m51 RH va R13 la h}’dI'O;
R, la isopropyl, tert-butyl hodc benzyl;

m€~)1 R15, R16, R17, R17’, ng” R24, R24’, R25 va R26 dﬁc lﬁp dlI()'C ChQIl tr nhom bao
gdm hydro va nhém C;-Cg alkyl, t6t hon néu hydro va metyl;

R,s duge chon tir hydro va phenyl, tét hon néu hydro;

R,7 14 nguyén tir hydro hodc nguyén tir clo; va

mdi cip nguyén tir cacbon da dugc lién két bdi mot hodc nhidu dudng chdm chdm
dugc gin két bai cac lién két doi.

Tét hon nita néu thé tiép hop duge chat c6 cong thitc [D-(X)p-(AA)w-(L)-14-Ab
theo khia canh thir nhit cta sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu duge
x4c dinh néu trén va trong d6 D 1a hop chit c6 cong thirc (I), cong thic (Ia) hodc cong
thie (Ib), hoic mudi duge dung, este, solvat, chit ddng phan hd bién hoic chit déng

phén lép thé cua ching dugc chon tir cac hop chét c6 cong thire:

MeO Z HN/E'

o~ O X 0] O/&O
S H 0]
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Iz

O
HN__~ N

b

trong @6 cac dudng lugn séng thé hién diém lién ket cdng hoa tri vi (X)), néu co,

hoic (AA),, néu cé, hoic nhém lién két L.

Tét hon nita néu thé tiép hop duge chit c¢6 cong thire [D-(X)y-(AA)w-(L)-1,-Ab
theo khia canh thit nhit cta sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 1a nhu dugc
x4c dinh néu trén va trong d6 D 1a hop chit c6 cong thirc (I), cong thire (Ia) hodc cong
thac (Ib), hodc mudi dugc dung, este, solvat, chét déng phén hd bién hodc chit déng

phén lép thé cua chung dugc chon tir cac hop chét c6 cong thuec:

va
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trong d6 cac dudng luon song thé hién diém lién két cong hoa tri véi (X), néu cb,

hodc (AA),, néu c6, hodc nhém lién két L.

Tét hon nita néu thé tiép hop dugc chét cé cong thirc [D-(X)p-(AA)w~(L)-]-Ab
theo khia canh thtr nhét cta sang ché 14 thé tiép hop trong d6 L, (AA),, va X 12 nhu duge
x4c dinh néu trén va trong d6 D 13 hop chét c6 cong thire (1), cong thire (Ia) hodc cong
thirc (Ib), hodc mudi dugc dung, este, solvat, chét dng phan hd bién hoic chét dong

phan 1ap thé ctia ching duoc chon tir cdc hop chét ¢6 cong thirc:

va

trong d6 cac dudng lugn séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (X)y néu co,
hodc (AA),, néu co, hoic nhom lién két L.

Tét hon nita néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thirc [D-(X)p-(AA)~(L)-1,-Ab
theo khia canh thir nhat ctia sang ché 14 thé tiép hop trong d6 L, (AA)y, X va D 1a nhu
duoc xé4c dinh néu trén va trong d6 gbc Ab chira it nhét mot vi tri gén két khang nguyén
1a peptit gén két v6i khang nguyén.

Tét hon nita néu thé tiép hop dugc chét c6 cong thic [D-(X)p-(AA)w-(L)-1-Ab
theo khia canh thir nhét ciia sang ché 1 thé tiép hop trong d6 L, (AA)y, X va D 1a nhu
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duge xac dinh néu trén va gbc Ab chira it nhat mot vi tri gén két khang nguyén 1a khéang

thé, khang thé don mién hoic manh gin két khang nguyén ctia nd.

Tt hon nira néu thé tiép hop duoc chit ¢ cong thic [D-(X)p-(AA)y~(L)-].-Ab
theo khia canh thir nhit cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA)y, X va D 1a nhu
duge xac dinh néu trén va gbc Ab chira it nhat mot vi tri gfn két khang nguyén 1a khang
thé don dong, da dong hoic khing thé dac hiéu kép va trong d6 khang thé nay hodc manh
gén két khang nguyén clia né c6 ngudn gbc tir cac loai bét ky, t6t hon néu ngudi, chudt
nhit hoic thé.

Tét hon nira néu thé tiép hop dugc chit cé cong thirc [D-(X)p-(AA)y-(L)-1,-Ab
theo khia canh thir nhit cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA),,, X va D 1a nhu
duge x4c dinh néu trén va gbc Ab chura it nhit mot vi tri gfn két khang nguyén 1a khang
thé hodc manh gin két khéng nguyén ctia né dugc chon tir nhém bao gbdm khéang thé cia
ngudi, manh gin két khang nguyén ctia khang thé cua ngudi, khang thé nhén tao, manh
gn két khang nguyén cia khang thé nhan tao, khang thé thé kham, manh gin két khang
nguyén cia khang thé thé kham, khang th8 da dugc glycosyl héa va manh gin két khang
nguyén da dugc glycosyl hoa.

Tét hon nita néu thé tiép hop duge chit c6 cong thirc [D-(X)p-(AA)w-(L)-1,-Ab
theo khia canh thir nhit cia sang ché 13 thé tiép hop trong d6 L, (AA),, X va D 1a nhu
duoc xac dinh néu trén va gbc Ab chira it nhit mot vi tri gén két khang nguyén 1a khing
thé hodc méanh gin két khang nguyén ciia né, trong d6 khang thé nay hoic manh gén két
khang nguyén ctia né 1a manh gin két khang nguyén dugc chon tir nhém bao gbdm doan

Fab, doan Fab’, doan F(ab’)2 va doan Fv.

T4t hon nita néu thé tiép hop dugc chit .cé'éang thitc [D-(X)p-(AA)w-(L)-]o-Ab
theo khia canh thir nhit cua sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA)y, X va D 1a nhu
duge xé4c dinh néu trén va gbc Ab cha it nhét mét vi tri gin két khang nguyén 1a khang
thé hodc manh gén két kﬁéng nguyén cia noé, trong d6 khang thé nay hosc manh gén két
khing nguyén ctia né 1a khéng th8 don dong gin két mién dich dic hiéu véi khéng
nguyén cua té bao ung thu, khing nguyén cua virut, khang nguyén cia céc t€ bao san
sinh cac khéng thé tu mién lién quan dén bénh tw mién, khang nguyén ctia vi khuin, va
t6t hon néu khang thé don dong gin két mién dich dic hiéu véi khéng nguyén cua té bao

ung thu.
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Tét hon nita néu thé tiép hop dugc chit c6 cong thire [D-(X)p-(AA)w-(L)-]:-Ab
theo khia canh thir nhit cia sang ché 1a thé tiép hop trong d6 L, (AA)y, X va D 1a nhu
dugc x4c dinh néu trén va gbc Ab chira it nhit mot vi tri gén két khang nguyén 1a khang
thé dugc chon tir nhém bao gém Abciximab, Alemtuzumab, Basiliximab, Bevacizumab,
Cetuximab, Daclizumab, Glembatumumab, Gemtuzumab, Ibritumomab, Inotuzumab,
Labetuzumab, Lorvotuzumab, Milatuzumab, Nimotuzumab, Omalizumab, Palivizumab,
Panitumumab, Pinatuzumab, Rituximab, Vorsetuzumab, Trastuzumab, khang thé khang
CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13, hodc phin c6 hoat tinh mién dich
cua ching, trong do tdt hon néu khang thé nay dugc chon tir Abciximab, Alemtuzumab,
Basiliximab, Bevacizumab, Cetuximab, Daclizumab, Glembatumumab, Gemtuzumab,
Ibritumomab, Inotuzumab, Labetuzumab, Lorvotuzumab, Milatuzumab, Nimotuzumab,
Omalizumab, Palivizumab, Panitumumab, Pinatuzumab, Rituximab, Vorsetuzumab,
Trastuzumab va khéng thé khang CD4, hodc phén c6 hoat tinh mién dich cua chung, va
con tét hon nita néu 1a Abciximab, Alemtuzumab, Basiliximab, Bevacizumab,
Cetuximab, Daclizumab, Gemtuzumab, Ibritumomab, Nimotuzumab, Omalizumab,

" Palivizumab, Panitumumab, Rituximab va Trastuzumab, hodc ph?m ¢6 hoat tinh mién
dich cua chung. Trong sb ching, dac biét tdt hon néu 1a Trastuzumab, Rituximab, khang
thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khéng CD13 ho#ic phin ¢6 hoat tinh
mién dich ctia chung; hodc khing thé nay dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va
khéng thé khang CD4 hoac ph?m c6 hoat tinh mién dich ctia ching, dic biét 1a
Trastuzumab hodc phén ¢ hoat tinh mién dich ciia né; hoic khang thé nay dugc chon tir
khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 hoic phan c6 hoat tinh mién dich cua
chung, dic biét 1a khang thé khang CD13 hodc phén c6 hoat tinh mién dich ctia né.

Dic biét t6t hon néu thé tiép hop duoc chit c6 cong thire [D-(X),-(AA)w-(L)-],-Ab
theo khia canh thir nhit cia sang ché bao gém cac thé tiép hop sau:

(a) thé tiép hop duoc chit theo khia canh thir nhét clia sing ché trong do:

L duoc chon tir nhém bao gém:
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N—M—-C
Ty | 8
va

trong do:

cac dudong luon song thé hién diém lién két cong héa trj véi Ab (dudng lugn séng .
sang phai) va (AA), néu cb, hodc (X), néu c6, hoic gbc duge chit (dudng lugn séng

sang tréi);

Rjo dugc chon tir -C;-Cy, alkylen-, -O-(C;-Cy, alkylen), -C¢-Cy arylen trén mot
hodc nhiéu vong co thé tuy y dugc thé béng mot hodc nhiéu ph?m tir thé R, -C;-Cy,
alkylen-C¢-Cy; arylen-, trong d6 nhém arylen nay ndm trén mot hodc nhidu vong c6 thé
tuy y dugce thé béng mdt hodc nhiéu phﬁn tir thé R,, -C¢-C12 arylen-C;-Cy; alkylen-, trong
d6 nhom arylen nay nim trén mot hodc nhidu vong c6 thé tuy v dugc thé bing mot hodc
nhiéu phén tir thé R,, -Cs-Cp, heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay cé thé 1a
nhém khong no hodc no c6 mdt hodc nhiéu vong va co it nhit mot nguyén tr oxy, nito
hodc luu huynh trén cac vong nay nay, nhém nay tuy y dugc thé bang mot hodc nhiu
phén tir thé R,, -C;-C1, alkylen-(Cs-Cy, heteroxyclo)- trong d6 nhém heteroxyclo nay c6
thé 1a nhom khong no hodc no c¢6 mdt hoc nhiéu vong va cé it nhit mot nguyén tir oxy,
nito hodc luu huynh trén cac vong nay ndy, nhém niy tuy y dugc thé bang mot hodc
nhiéu ph@‘ln tr thé R,, -(Cs-Cy, heteroxyclo)-C;-C; alkylen-, trong d6 nhom heteroxyclo
nay c6 thé 1a nhém khoéng no hozic no ¢6 mot hoic nhiéu vong va c6 it nhit mét nguyén
tlir oxy, nito hodc luu huynh trén cic vong nay nay, nhém nay tuy y dugc thé bang mot
hodc nhidu phan tir thé R, -(OCH,CH,),- va -CH,-(OCH,CH,),-, trong d6 m&i phan tir
thé trong sb cac phan tir thé alkylen néu trén & dang riéng r& hodc dugc gén vao gdc khac

trén mach cacbon c6 thé tay y dugc thé b%mg mot hoac nhiéu ph?m tir thé R

M duoc chon tr nhém bao gém -C;-C4 alkylen-, -C;-C¢ alkylen-(C;-Cg
carboxyclo)- va phenylen c6 thé tily ¥ dugc thé bang mot hodc nhidu phén tir thé Ry

r 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 6;

(AA),, c6 cong thic (I):
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1 \\
% s
L R21 ~w
1))

trong d6 cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (X), néu co,
hoidc gbc duoc chat (dudng lugn séng sang trai) va voi nhom lién két (duémg lugn séng
sang phai);

Ro1, mdi khi c¢6 mit, dugc chon tr nhom bao gém hydro, metyl, isopropyl,
isobutyl, sec-butyl, benzyl, p-hydroxybenzyl, -CH,OH, -CH(OH)CH3, -CH,CH,SCH3, -
CH,CONH,, -CH,COOH, -CH,CH,CONH,, -CH,CH,COOH, -(CH,);NHC(=NH)NH,, -
(CH,)3NH,, -(CH);NHCOCH3, -(CH,);sNHCHO, -(CH,)sNHC(=NH)NH,, -(CH;);NH,, -
(CH,);,NHCOCH3, -(CH,){NHCHO, -(CH,;);NHCONH,, -(CH;);NHCONH,, -
CH,CH,CH(OH)CH,NH,, 2:pyridylmetyl-, 3-pyridylmetyl-, 4-pyridylmetyl-, phenyl,

xyclohexyl, cac nhém c6 cong thirc:

w 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén 12;

trong @6 X 1a nhém kéo dai mach dugce chon tir -CONH-(C;-Cs alkylen)NH-, -
COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy y duge thé bing mot hoic nhiéu phén tir thé R,)-NH-, -
CONH-(C,-C4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy ¥ dugc thé bing mdt hodc
nhiéu phﬁn ttr thé R,)-NH-, -CH,-(phenylen c6 thé tuy y dugce thé bﬁng mdt hodc nhiéu
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phdn ti thé R,)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -COCH,-NH-, -CONH-(C;-Cs
alkylen)S-, -CONH-(C,-C¢ alkylen)NHCO(C;-Cs alkylen)S-, -(C;-Cg alkylen)NHCO(C;-
Cs alkylen)S-, -(C;-Cg alkylen)S-, -(C;-C¢ alkylen)NH- va -(C;-Cg alkylen)NH-COO-
CH,-(phenylen c6 thé tuy y dugc thé béng mdt hodc nhiéu phén tir thé R,)-NH-;

D 1a gbc dugc chét c6 cong thirc (Ta) hodc cong thirc (Ib), hodc mubi dugc dung,

este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chit déng phan lap thé ciia chiing, trong d6:

R; dugce chon tir hydro, OR, va OCOR,, trong d6 R, dugc chon tir hydro va thé
hogic khong dugc thé C,-Cg alkyl, trong d6 cac phan tir thé tily ¥ nay 1a mot hodc nhiéu
phén tir thé Ry;

mdi R, va R; doc 14p dugce chon tir hydro va C;-Cg alkyl dugc thé hoic khong
duge thé, trong d6 cac phn tir thé tiry ¥ nay 1a mot hodc nhiéu phan tir thé R,;

R3» duogc chon tir hydro, COR,, va C;-Cq alkyl dugc thé hoac khong dugc thé,
trong d6 R, 1a C;-Cg alkyl dugc thé hodc khong dugc thé, trong d6 cac phén tir thé tiy y
nay la mot hodc nhiéu ph?m tir thé R,;

mbi Ry, Rs, R, Ry, Rg, Ro, Ryg va Ry, dc 18p duge chon tir hydro va C;-Cs alkyl
duge thé va khong duoc thé, trong d6 cac phin tir thé tily y nay 1a mot hoic nhiéu phan tir
thé R,;

Ry; va Ry3 doc 1ap duogce chon tir hydro va C;-Cg alkyl dugc thé va khong dugc thé,
trong d6 cac phan tir thé tiry ¥ nay 12 mot hodc nhiéu phén tir thé R,;

1’1’161 R15, R16, R17, R17’, ng” R24, R24’, R25 va R26 dﬁC lﬁp dlI(_YC Cth’l tr nhom bao
gbm:

hydro va nhom C;-Cg¢ alkyl dugc thé hoic khong dugc thé trong d6 cac phﬁn tir thé
tly y nay dugce chon tir nhém bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
nhém hydroxyl, nhém oxo, nguyén tir halogen, OCOR,;, OCOOR,, COR,, COOR,,
OCONRyR,, CONRyR,, NR,R, va NR,COR,, trong do6 mbi Ry va R, dugc chon tir
nguyén t hydro va nhém alkyl c¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon;

R;g dugc chon tir hydro, nhém C,.Cg alkyl c6 thé tuy y duogc thé béng it nhat mot
nhoém R,, nhém aryl cé6 tir 6 dén 12 nguyén tr cacbon trén mgt hodc nhiéu vong thom,
nhom aryl nay tuy y dwgc thé bang mot hodc nhiéu phan tir thé R, va nhém heteroxyclo

khong no hodc no cé tir 5 dén 10 canh c6 mot hodc nhiu vong, nhom heteroxyclo nay
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tuy v dugc thé bing mot hoic nhidu phin tir thé R,, trong d6 cac phan tir thé R, dugc
chon tir nhém bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém hydroxyl,
nguyén tir halogen, nhém alkylamino c¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon vi nhém

dialkylamino c6 tir 1 d&én 6 nguyén tir cacbon;

R,7 dugc chon tir hydro, halogen va C;-Cg alkyl dugce thé va khong dugc thé, trong
d6 cac phan tir thé tiry y nay 1a mot hodc nhiéu phén tir thé Ry;

mdi dudng chidm chdm thé hién lién két bd sung tiry ¥, nhung khi lién két ba cb
mit giita nguyén tir C lién két v6i Rys va nguyén tir C lién két vi Ryg va Ry, thi Rys va

R26 hOaC R27 l1a kh()ng co meflt;

gbc Ab chura it nhat mot vi tri gin két khang nguyén 14 khang thé hoic manh gin
két khang nguyén ctia n6 va chon tir nhém bao gdm khang thé ciia ngudi, manh gin két
khéng nguyén ciia khang thé cta ngudi, khang thé nhan tao, manh gin két khang nguyén
ctia khang thé nhan tao, khang thé thé kham, manh gin két khang nguyén cia khéng thé
thé kham, khang thé da dugc glycosyl hoa va manh gin két khang nguyén da duogc
glycosyl héa; va

n 1a ty 1& gitta nhém [D-(X)p-(AA)w-(L)-] v6i gbc Ab chira it nhat mot vi tri gin
két khang nguyén va ndm trong khoang tir 1 dén 12.

(b) thé tiép hop dugc chét theo khia canh thir nhét ctia sang ché duogc chon tir cac
thé tiép hop c6 cong thirc (IV) va cong thire (V):

)

0
0
0
D—(X),—(AA). —|c! Rje——N Il
w 19 b D—— (X),—(AA) N—M—C Ab
av) oo RS ’

trong do6:

Ry9 dugc chon tir -C;-Cyg alkylen-, -O-(C4-Cg alkylen), -Cy-Cg alkylen-C4-Cy;
arylen-, trong d6 nhom arylen nay nim trén mot hozc nhidu vong cé thé tily y duge thé
bang mot hoiic nhidu phin tir thé R, va -Cg-Cy, arylen-C;-Cy alkylen-, trong d6 nhém
arylen nay nim trén mot hodc nhidu vong co thé thy y duge thé bing mét hoic nhiéu

phén tir thé R,, trong d6 mdi phén tir thé trong s cac phan tir thé alkylen néu trén & dang
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riéng 1€ hodc dugce gédn vao goc khac trén mach cacbon ¢ thé tuy y dugce thé bang mot

hoic nhiéu phan tir thé R,;

M dugc chon tir nhém bao gébm -C;-C; alkylen- va -C;-Cs alkylen-(Cs-C,

carboxyclo)-;
(AA), c6 cong thire (IT):
0
N
%] T
- R21 ~w
&y ,

trong do:

cac duong lugn séng thé hién dieém lién két cong héda tri vi (X), neu cd, hodc goc

duoc chit (duimg luon s6ng sang trai) va véi nhém lién két (dudng luon séng sang phai);

R,;, mdi khi ¢6 mit, duoc chon tir nhém bao 'gé)m hydro, metyl, isopropyl, sec-
butyl, benzyl, indolylmetyl, -(CH,);NHCONH,, -(CH,);NH,, -(CH,);NHC(=NH)NH, va
-(CH,)4NHC(=NH)NH,;

w 1 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 6;

X 1la nhéom kéo dai mach duoc chon tir nhém bao gém -CONH-(C,-C4
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay cé thé tuy y duogc
thé bing mot dén bdn phan tir thé R, dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C, alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
y dugc thé bang mot dén bdn phén ttr thé R, duge chon tir nhém bao gém nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH-(C,-C,4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C, alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C, alkylen)NHCO(C;-
C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NH- va -(C,-C, alkylen)NH-COO-
- CH,-(phenylen c6 thé tuy y dugc thé béng mdot dén bdn phﬁn tr thé R, dugc chon tir
nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 d@n 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6

nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhdm xyano)-NH-;
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Dla géc dugc chét ¢6 cong thire (Ia) hodc cdng thure (Ib), hodc mudi duge dung,

este, solvat, chit ddng phan hd bién hozc chit ddng phan lap thé cia chiing, trong d6:
R; Ia hydro hodc metoxy;
mdi R, va R; 13 hydro;
Rj3- 13 hydro;

mdi Ry, Rs, R, Ry R, Ro, Ry va Ry, ddc 1dp duge chon tir hydro, metyl dugc thé
va khong dugc thé, isopropyl dugc thé va khong dugce thé va tert-butyl duoc thé va khong
duge thé, trong d6 cac phan tir thé tity ¥ nay 1a mot hogc nhiu phén tir thé Ry

m61 R11 va R13 la hydro,

mdi Rys, Ry, Ri7, Ry, Rig, Rag, Rog, Ros va Ry ddc 18p duge chon tir nhém bao
gbm:

hydro va nhém C;-Cg alkyl duoc thé hogc khong dugc thé trong d6 cac phan tir thé
tuy v nay duge chon tir nhém bao gdm nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
nhém hydroxyl, nhém oxo, nguyén t& halogen, OCOR,, OCOOR,, CORy, COOR,,
OCONRyR,, CONRyR,, NRyR,, NRyCOR,, trong d6 mdi Ry va R, dugc chon tir nguyén
tt hydro va nhom alkyl ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon.

R;3 dugce chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl c6 thé tuy y duoc thé bing it nhat mot
nhém R,, va nhém phenyl tuy y duoc thé bing mot hodc nhiéu phén tir thé Ry;

R,7 1a nguyén tir hydro hodc nguyén tir clo;

mdi dudng chidm chim thé hién lién két bd sung tiy ¥, nhung khi lién két ba c6
mit gitta nguyén tt C lién két véi R,s va nguyén tir C lién két v6i Rys va Ry, thi Rys va

R, hodc Ry; 1a khong c6 mit;

gbc Ab chua it nhat mét vi tri gin két khang nguyén 1 khang thé hoic manh gin
két khang nguyén cua nd, trong d6 khang thé nay hoic manh gin két khang nguyén 1a
khang thé don dong gén két mién dich dic hiéu véi khang nguyén cla té bao ung thu,
khang nguyén cuia virut, khang nguyén cua cac té bao san sinh céc khang thé tu mién lién
quan dén bénh ty mién, khang nguyén cua vi khudn, va tbt hon néu khang thé don dong

gén két mién dich dic hiéu véi khang nguyén cia t€ bao ung thu; va
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n 1a ty 1é gitta nhém [D-(X),-(AA)w-(L)-] trong d6 L 1a nhu duge xéc dinh trong
céc thé tiép hop c6 cong thirc (IV) hodc cong thire (V) véi gbc Ab chira it nhat mot vi tri
gén két khang nguyén va nam trong khoang tir 3 dén 8.

(c) thé tiép hop dugc chét theo khia canh thtr nhéit dugc chon tir cac thé tiép hop
c6 cong thic (IV) va cdng thirc (V):

O,

0
" 0
D—(X),—(AA). —H——R —N I
w 19 b D——(X),—(AA) N—M—C Ab
) s " ® "

trong do:

R,y dugc chon tir -C;-Cs alkylen-, -phenylen-C;-Cg alkylen-, trong d6 nhém
phenylen c6 thé tity y dugc thé bing mot hodc nhiéu phan tir thé Ry duge chon tir nhom
bao gf‘)m nhém alkyl ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tr cacbon, nhom alkoxy ¢6 tir 1 dén 6 nguyén
tir cacbon, nguyén tir halogen, nhom nitro va nhém xyano, trong d6 mdi phin tir thé trong
sb cac phan tir thé alkylen néu trén & dang riéng ré& hoac' duge gin vao gbc khéc trén
mach cacbon cé thé tuy y duogc thé béng mdt hodc nhiéu phﬁn ttr thé R, dugc chon tir
nhém bao gdbm nhém alkyl c6 tur 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy ¢6 tir 1 dén 6
nguyén tr cacbon, nhém aryl ¢6 tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhom

nitro va nhém xyano, va tét hon néu Ry91a nhom C;-Cg alkylen;
M 1a -C,;-C; alkylen-(Cs-C; carboxyclo)-;

w béng 0 hodc 2, va khi w bang 2 thi (AA),, ¢6 cong thirc (II):

o Ra2
H
371/“\( N\n)\u/‘771
Ros 0

(11D

trong d6 cac duong lugn song thé hién diém lién két cong héa tri v6i (X néu co,
hodc gbc dugc chat (duong lugn séng sang trai) va v6i nhom lién két (dudong luon séng

sang phai);

R,, dugc chon tir metyl, benzyl, isopropyl, sec-butyl va indolylmetyl;
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Ry; dugc chon tir metyl, -(CH,)4;NH,, -(CH,;);NHCONH, va (CH,);NHC(=NH)-
NH,;

'X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tir nhom bao gdm -CONH-(C,-Cy4
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay c6 thé tiy y dugc
thé béng mdt dén bdn phﬁn tir thé R, duge chon tir nhém bao g@)m nhém alkyl c6 tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 d&én 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nh6m nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C, alkylen)NH- COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy
y dugc thé bang mot dén bén phén tir thé R, dugc chon tir nhém bao gbm nhém alkyl ¢6
tr 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhom nitro hofic nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-,-CONH-(C,-C,4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C, alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NHCO(C;-
C; alkylen)S-, -(C,-C, alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NH- va -(C,-C4 alkylen)NH-COO-
CH,-(phenylen c6 thé tuy y dugce thé b%mg mdt dén bén phén ttr thé R, duge chon tir
nhém bao gdbm nhém alkyl ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy ¢6 tir 1 dén 6
nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhom xyano)-NH-;

D 1a gbc dugc chét c6 cong thirc (Ia) hogc cong thirc (Ib), hodc mudi duge dung,

este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chit ddng phan 14p thé ciia chung, trong d6:
R; 14 hydro hodc metoxy;
mdi R, va R; 14 hydro;
Rj: 1a hydro;
mdi Rs, Ry, Rg, Ry va Ry 12 hydro;
mdi R4 va Rg 12 metyl;
mdi R;; va Ry3 13 hydro;
Ry, 12 isopropyl, tert-butyl hodc benzyl;

m61 R15, R16, R17, R17’, ng” R24, R24’, R25 va R26 df)C lép dlIQ'C ChQIl tr nhém bao
gdm hydro va nhém C;-Cg alkyl, t6t hon néu hydro va metyl;

Ry5 duoc chon tir hydro va phenyl, t6t hon néu hydro;

R»7 1a nguyén tir hydro hodc nguyén tir clo;
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mdi cip nguyén tir cacbon lién két bai mot hodc nhiu dudng chidm chim duge
gfn két qua céc lién két doi;

gbc Ab chira it nhit mot vi tri gin két khang nguyén 13 khéng thé don dong duoc
chon tr nhom bao gém Abciximab, Alemtuzumab, Basiliximab, Bevacizumab,
Cetuximab, Daclizumab, Glembatumumab, Gemtuzumab, Ibritumomab, Inotuzumab,
Labetuzumab, Lorvotuzumab, Milatuzumab, Nimotuzumab, Omalizumab, Palivizumab,
Panitumumab, Pinatuzumab, Rituximab, Vorsetuzumab, Trastuzumab, khang thé khéng
CD4, khang thé khang CD5, va khang thé khang CD13 hodc phan c6 hoat tinh mién dich
cia chung, t6t hon néu né 1a khang thé don dong dugc chon tir nhém bao gbm
Abciximab, Alemtuzumab, Basiliximab, Bevacizumab, Cetuximab, Daclizumab,
Glembatumumab, Gemtuzumab, Ibritumomab, Inotuzumab, Labetuzumab,
Lorvotuzumab, Milatuzumab, Nimotuzumab, Omalizumab, Palivizumab, Panitumumab,
Pinatuzumab, Rituximab, Vorsetuzumab, Trastuzumab va khéng thé khang CD4, hodc
ph?m c6 hoat tinh mién dich cia chung, va con tdt hon nita néu Abciximab,
Alemtuzumab, Basiliximab, Bevacizumab, Cetuximab, Daclizumab, Gemtuzumab,
Ibritumomab, Nimotuzumab, Omalizumab, Palivizumab, Panitumumab, Rituximab va
Trastuzumab, hodc phﬁn ¢6 hoat tinh mién dich cia ching. Trong sb ching, dic bict tdt
hon néu 1a khang thé dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab, khéng thé khang CD4,
khang thé khang CD5, va khang thé khang CD13, hoac phén ¢6 hoat tinh mién dich cua
chung, t&t hon nita néu khéng thé nay duogc chon tir Trastuzumab, khang thé khang
CD13, va khang thé khang CD4, khang thé khang CD5 hodc phén cc’)"hoat tinh mién dich
cua chung; hodc khéng thé dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang thé khéng
CD4, hoidc phén ¢6 hoat tinh mién dich cta ching, tdt hon néu Trastuzumab hoic phﬁn
¢6 hoat tinh mién dich cia né; hoic khang thé dugc chon tir khang thé khang CD5 va
khang thé khang CD13 hoic phﬁn ¢6 hoat tinh mién dich ctia chung, dic biét 1a khang thé
khang CD13 hodc phén c6 hoat tinh mién dich ctia n6; va

n 12 ty 1€ gitta nhom [D-(X)y-(AA),-(L)-] trong d6 L 1a nhu dugc xac dinh trong
cac cong thire (IV) hodc cong thiuc (V) véi gbc Ab chira it nhat mot vi tri gan két khang
nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 5.

(d) thé tiép hop dugc chit theo khia canh thit nhit cia sang ché duge chon tir cac
thé tiép hop c6 cong thirc (IV) va cong thic (V):

-54-



26474

o]

0]
i (0]
D—(X)p,—(AA) —|c!——R —N Il
b w 19 b D—— (X)y—(AA) N—M—C Ab
’ /
(v) n ™ N n

o)

trong do:
Rjg 12 -C3-Cy alkylen-;
M 1a -C;-C; alkylen-(Cs-C; carboxyclo)-;

w bang 0 hoic 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c6 cong thirc (III):

o Rs2
i %
Rys o}
1)

b

trong do6 Ry, 1a isopropyl, Ry; 12 -(CH,);NHCONH,, trong d6 cac duong luon séng
thé hién diém lién Kkét cong hoa tri véi (X)y néu co, hoic géc dugc chét (dudng lugn séng

sang trai) va v6i nhom lién két (duong lugn séng sang phai);

X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tir nhém bao gdm -CONH-(C,-C,
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhom phenylen nay ¢6 thé tuy y duogc
thé bang mot dén bén phin tir thé R, dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy co6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nhom nitro va nhoém xyano, -CONH—(CZ-C4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
y dugc thé bang mét dén bbn phan tir thé R, dugc chon tir nhém bao gbm nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 d&n 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH-(C,-C,4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C, alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C,4 alkylen)NHCO(C;-
C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NH- va -(C,-C4 alkylen)NH-COO-
CH,-(phenylen c6 thé tuy y dugc thé bang mot dén bdn phan tir thé R, dugc chon tir
nhém bao gdm nhém alkyl ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6

nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhdm nitro va nhém xyano)-NH-;
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D 1a gbc duge chit c6 cong thirc (Ia) hodc cong thirc (Ib), hodc mudi duoc dung,
este, solvat, chat déng phan hd bién hodc chét d(“)ng phén 14p thé cua ching dugc chon tir

cac goc c6 céc cong thirc sau:

MeO /-LLL
e
z HN
(0) (0] X (0] OAO
NS H (@)
HN_ ~ ™
Cl

MeO |
N 0 o/&o
o“> o SN o

MeO

MeO /
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\\
o,
MeO
“
;x
0”0 NN HN

N N

(0] N O

H

HN__~ S
Cl
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/"
OCONH
0]
N
HN. =~ ™
cl
|
OCONPh
0]
N
HN =~ AN
Cl

trong d6 cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (X), néu co,

hodc (AA)y néu c6, hodc nhom lién két L;

gbc Ab chira it nhit mét vi tri gén két khang nguyén duge chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khang thé khang CD4, khang thé khang CD5, va khang thé khang CD13 hoic
ph'?m c6 hoat tinh mién dich cta chiing, va tdt hon nita néu n6 dugc chon tir Trastuzumab,
khéng th& khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 hodc phin c6
hoat tinh mién dich cta ching, ho#ic né duogc chon tir Trastuzumab, Rituximab va Khang
thé khang CD4 hoic ph??m ¢6 hoat tinh mién dich cia chung, t6t hon néu Trastuzumab
hodc phan c6 hoat tinh mién dich cta né; hoic né duge chon tir khéang thé khang CD5 va
khéng thé khang CD13 hodc phin c6 hoat tinh mién dich ciia chiing, dic biét 13 khang thé

khang CD13 hoic phan c6 hoat tinh mién dich ctia né; va
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n 13 ty 1€ gitta nhom [D-(X),-(AA)w-(L)-] trong d6 L 1a nhu dugc xac dinh trong
céc cong thirc (IV) hodc cong thirc (V) véi gbc Ab chira it nhat mot vi tri gén két khéng
nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 5.

(e) thé tiép hop dugc chit theo khia canh thtr nhét cia sang ché duge chon tir cac
thé tiép hop c6 cobng thirc (IV) va cong thirc (V):

(0]

0
i 0
D—(X)p—(AA —!:|———R —N I
X)p=—(AA\ 19 b | D—px,—aa) N—M—C Ab
b w
av) ! > 3 "

(0]

trong do:
R19 la -C3-C6 alkylen-;
M la -C;-C; alkylen-(Cs-C; carboxyclo)-;

w bang 0 hodc 2, va khi w bang 2 thi (AA),, ¢b cong thirc (IID):

o Roz
‘ H
Ry3 (0]

(IID)

trong d6 Ry, 1a isopropyl, Ry3 14 -(CH,);NHCONH,, va cac dudong luon soéng thé
hién diém lién két cong hoa tri véi (X), néu co, hodc gdc dugc chit (dudng luon séng

sang trai) va v6i nhom lién két (dudng luon séng sang phai);

X 1a nhéom kéo dai mach dugc chon tir nhém bao gém -CONH-(C,-C4
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay cé thé tiy y dugc
thé bing mot dén bdn phén tir thé R, dugc chon tir nhém bao gbém nhom alkyl c6 tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C, alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy
y dugc thé béng mdt dén bdn ph?m tir thé R, dugc chon tir nhém bao gém nhoém alkyl co
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhom nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH-(C,-C4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C, alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NHCO(C;-
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C; alkylen)S-, -(C,-C,4 alkylen)S-, -(C»-C4 alkylen)NH- va -(C,-C4 alkylen)NH-COO-
CH,-(phenylen c6 thé tily ¥ dugc thé bing mot dén bdn phan tir thé Ry dugc chon tir
nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c¢6 tir 1 dén 6

nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-;

D 1a gbc dugc chét c6 cong thirc (Ia) hodc cdng thic (Ib), hodc mubi duge dung,
este, solvat, chit ddng phan hd bién hogc chét ddng phan 14p thé ciia ching dugc chon tir

cac goc cb cong thuec:

va

trong d6 cac duong lugn séng thé hién diém lién két cong hoa tri v6i (X), néu cé,
hoic (AA), néu c6, hoic nhém lién két L;

géc Ab chira it nhit mot vi tri gén két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khang thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khéng thé khang CD13 hodc
ph?m ¢6 hoat tinh mién dich cta chung; t4t hon nita néu nd duge chon tir Trastuzumab,
Rituximab va khang thé khang CD4 hodc phén c6 hoat tinh mién dich cua chung, va tbt

nhat néu Trastuzumab hozc phan c6 hoat tinh mién dich ciia né; va

n 13 ty 1& gitta nhém [D-(X)-(AA)w~(L)-] trong d6 L 1a nhu dugce xéac dinh trong
cac cong thire (IV) hodc cong thirc (V) véi gbc chira it nhit mot vi tri gén két khang

nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 5.

(f) thé tiép hop duge chit theo khia canh thi nhat ciia sang ché c6 cong thirc (IV):
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o]
(0]
<D—(X)b‘—(AA)w—C——R19“N Ab
n
av) A

trong do:
Rj¢ 12 Cs alkylen-;
b bang 1;

w bang 0 hozc 2, va khi w bang 2 thi (AA),, ¢6 cong thirc (III):

(@] R
H
N /2
% N
(1D

trong d6 Ry, 12 isopropyl, Ry; 1a -(CH,);NHCONH,, va c4c duong lugn song thé
hién diém lién két cdng hoa tri véi (X), néu co, hoic géc duoc chét (dudng lugn song

sang trai) va véi nhom lién két (duong lugn séng sang phai); va

X 1a nhém kéo dai mach dugce chon tir -CONH(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-,
va -CONH(CH,);NH-;

hodc nhom c¢6 cong thic (V):

(0]
(0]
N—M—\(\) Ab
D——(X)o—(AA)y
vy ©

trong d6 M 1a -metyl-xyclohexylen-;

H

b bang 1;
w bang 0; va

X 1a nhém kéo dai mach duogc chon tir -CONH(CH,);S- va -CONH(CH2)3NHCO-
(CH),S-;
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D la géc dugc chét co cong thuac (Ia), hoac mudi duge dung, este, solvat, chét

ddng phan hd bién hodc chit ddng phan lap thé cta ching dugc chon tir:

Iz

HN. =~ NS

Cl v3

,
O/
Hﬂ/
” / X
O b

trong d6 cac duong lugn song thé hién diem lién két cong hoa tri véi (X)), néu co,

hoac (AA),, néu c¢6, hodc nhom lién kétL;

gbc Ab chira it nhat mot vi tri gén két khang nguyén 13 Trastuzumab, Rituximab,
khang thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khdng CD13 hogc phan c6
hoat tinh mién dich cua ching, tSt hon nira néu né dugce chon tir Trastuzumab, khéng thé
khang CD13, khang thé khang CD4 va khang thé khang CDS5, hodc phan c6 hoat tinh
mién dich ctia chiing; hodc n6é dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang
CD4, hoic phﬁn c6 hoat tinh mién dich cia ching, va tdt nhit néu Trastuzumab hodc
phén c6 hoat tinh mién dich ctia nd; hoic né dugc chon tir khang thé khang CDS5 va
khang thé khang CD13 hodc phﬁn c6 hoat tinh mién dich cta ching, va t6t nhét néu
khang thé khang CD13 hoic phan c¢6 hoat tinh mién dich ctia n6; va

n la ty 1€ gitta nhém [D-(X)p-(AA)y~(L)-] trong d6 L 14 nhu duge xac dinh trong
céc codng thirc (IV) hodc cong thire (V) véi gbc Ab chira it nhit mét vi tri gén két khang
nguyén va nam trong khoang tir 3 dén 5, va t6t hon néu bing 4.

(g) thé tiép hop duoc chét theo khia canh thir nhit ctia sang ché c6 cong thire (IV):

()

<D_(X)b_(AA)w_C—_R19~N Ab

av) 3 "
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trong d6 Ry 12 -Cs alkylen-;
b bang 1;

w bing 0 hoic 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c6 cong thic (I1D):

EJ/J\\r/H\T(/L\ﬂ/ja

trong d6 Ry, 1a isopropyl, Ry; 1& -(CH,);NHCONH,, va ciac dudong lugn séng thé
hién diém lién két cong hoa tri véi (X néu ¢, hoic géc dugc chit (dudng luon séng

sang trdi) va véi nhom lién két (duong luon séng sang phai); va

X 1a nhém kéo dai mach duge chon tir -(CH;);NHCOOCH,-phenylen-NH-, va -
(CH,);sNH-;

hodc nhém c6 cong thire (V):

N—M—C Ab
<D—(X)b—"(AA)w

trong d6 M 1a -metyl-xyclohexylen-;

b b.'?lng 1;

w bang 0; va

X 1a nhém kéo dai mach dugce chon tir -(CH,)3S- va -(CH,);NHCO(CH,;),S-;

D la géc duoc chét c6 cong thuc (Ib), hodc mudi duge dung, este, solvat, chét
dbng phan hd bién hoic chat ddng phan 14p thé ctia n6 dugc chon tir cac gbc co cong

thire:
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o)
AR
Cl va
S
OCONH
0
HN A N

trong d6 cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong héa tri véi (X), néu co,
hodic (AA),, néu c6, hodc nhém lién két L;

-gbc Ab chira it nhit mét vi tri gin két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khéang thé khang CD4, khang thé khang CD5, va khang thé khang CD13 hoic
phf‘in c6 hoat tinh mién dich cta ching; va tét hon nita néu nod duoc chon tir Trastuzumab,
khang thé khang CD13, khang thé khang CD4, va khang thé khang CD5 hoic phan c6
hoat tinh mién dich ctia chiing; ho#ic né dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang
thé khéng CD4, hoic phﬁn c6 hoat tinh mién dich cua 'chl’mg; va tot nhit néu
Trastuzumab hoac phﬁn c6 hoat tinh mién dich cta né; hoic duge chon tir khéng thé
khang CD5 va khang thé khang CD13 hoic phan c6 hoat tinh mién dich ciia chung, dic
bi€t 14 khang thé khang CD13 hoic phﬁn c6 hoat tinh mién dich ciia né; va

n 13 ty 1€ gitta nhém [D-(X)p-(AA)w-(L)-] trong d6 L 14 nhu dugc xac dinh trong
cac cong thue (IV) hoic cong thirc (V) v6i gbe Ab chira it nhét mdt vi tri gén két khang
nguyén va nim trong khoang tir 3 d&én 5, va tét hon néu bing 4.

h) Thé tiép hop duogc chét theo khia canh thl'rlnhét clia sang ché c6 cong thic (IV):

0]

D.—_ m— — " c— —
< X)p—(AA)y—C R1g N Ab

av yooe

trong d6 Ryg 12 -Cs alkylen-;

b béng 1;

-606-



26474

w bing 0 hoic 2, va trong d6 w bang 2, the (AA),, ¢ cong thirc (III):

o Ra2z
H
Ros o

(1D

Trong do6 Ry, 1a isopropyl, Ry3 1a -(CH,)sNHCONH,, va cac dudng lugn séng thé
hién diém lién két cong hoa tri véi (X)), néu c6, hoic géc duoc chit (dudng luon séng

sang trai) va voi nhom lién két (dudng lugn séng sang phai); va

X 1a nhérﬁ kéo dai mach dugc chon tir -(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-, va -
(CH,);NH-; |

hodc c6 cong thirc V)

N—-M—C Ab
K T X (AA)w

trong d6 M 1a -metyl-xyclohexylen-;

b bang 1;

w bing 0; va

X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tir -(CH,);S- va -(CH,);NHCO(CH,),S-:

D 14 gbc dugc chat c6 cong thirc:

hodc mudi dugc dung, este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chit déng phan
lap thé cua no, trong do cac dudng lugn song thé hién diém lién két cong hoa tri vai (X)),

néu cd, hodc (AA),, néu co, hodc nhom li€én két L;
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gbc Ab chira it nhit mot vi tri gin két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khéng thé khang CD4, khéng thé khang CD5, va khang thé khang CD13 hodc
phé\n ¢6 hoat tinh mién dich cia chiing hodc n6 dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va
khéang thé khdng CD4, hodc phén c6 hoat tinh mién dich cta ching; va t5t nhat néu

Trastuzumab hodc phan c6 hoat tinh mién dich ciia né; va

n 13 ty 18 giita cic nhém [D-(X)p-(AA)w-(L)-] trong d6 L la nhu duogc xéc dinh
trong cac cong thirc (IV) hodc cong thic (V) vai gbc Ab chira it nhit mot vi tri gin két

khang nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 5, va tét hon néu bang 4.
i) Thé tiép hop dugc chét theo khia canh thtr nhit ctia sang ché c6 cong thirc (IV):

0]

<D—(X)b’_(AA)w_C‘__R19‘N Ab

av) 3 "

trong d6 Ry 12 -Cs alkylen-;
b bang 1;

w bing 0 hoic 2, va trong d6 w bing 2, (AA),, c6 cdng thirc (I1I):

Q R22
i %,
Ros 0

(1)

‘Trong d6 Ry, 1a isopropyl, Ry; 13 -(CH,);NHCONH,, va cac duong lugn séng thé
hién diém lién két cong hoa tri véi (X néu c6, hoic géc dugc chit (duong lugn séng

sang trai) va véi nhom lién két (duong luon séng sang phai); va

X 12 nhom kéo dai mach dugc chon tir -CONH(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-,
va -CONH(CH,);NH-;

ho#c nhém cé cong thirc (V):

-68-



26474

O
(0]
N—M—\(\) Ab
D——X)p—(AA)y
vy ©

trong d6 M 1a -metyl-xyclohexylen-;
b bang 1;
w bang 0; va

X 14 nhém kéo dai mach dugc chon tir -CONH(CH,);S- va -CONH(CH,);NHCO(-

CH2)2S-Z
o~ ~
j;(n _
N |
0

hoic mubi dugc dung, este, solvat, chit ddng phan hd bién hoic chit ddng phan

D 1a gbc dugce chit c6 cong thirc:

1ap thé cia no,

trong d6 cac dudng lugn song thé hién diém lién Kkét cdng hoa tri v6i (X)y néu co,
hoac (AA)y néu c6, hodc nhém lién kétL;

gbc Ab cha it nhit mot vi tri gin két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khéng thé khang CD4, khang thé khang CD5, va khéng thé khang CD13 hoc
phén c6 hoat tinh mién dich cta chung hodc n6 duge chon tir Trastuzumab, Rituximab va
khang thé khang CD4, hoic phﬁn c6 hoat tinh mién dich ctia chiing; va t5t hon nira néu
n6 duogc chon tir Trastuzumab hodc phén ¢6 hoat tinh mién dich ctia né; va

n 13 ty 1é gitra cdc nhém [D-(X)p-(AA)y~(L)-] trong d6 L 1a nhu dugc xac dinh
trong cac cong thitc (IV) hodc cong thuc (V) véi gbc Ab chira it nhat mot vi tri gin két
khang nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 5, va t6t hon néu bang 4.

j) thé tiép hop dugc chit-khang thé theo khia canh thir nhét ciia sang ché, dugc

chon tir nhém bao gdm céc thé tiép hop c6 cong thirc:
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0 ,va

trong d6 mdi S dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab, khang
thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 hoic phan c6 hoat tinh
mién dich cua ching, t6t hon néu Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4 hodc
phén c6 hoat tinh mién dich cta ching, va t6t nhit néu Trastuzumab hodc phan c6 hoat
tinh mién dich cta n6; hoidc theo cach khac, khang thé khang CD5 va khang thé khang
CD13 hoic phin c6 hoat tinh mién dich ciia chung, va t6t nhit néu 13 khang thé khang
CD13 hodc phan c6 hoat tinh mién dich ctia né. Tét hon nira néu thé tiép hop dwoc chit-

khang thé nay dugc chon tir nhém bao gom:

HN \ , 2 . .
trong 46 dugc chon tir Trastuzumab va khang thé khang CD13 hoac
phén c6 hoat tinh mién dich ciia ching, tt hon néu Trastuzumab hozc phan c6 hoat tinh
mién dich cua no; hoic tét hon néu khéang thé khéang CD13 hodc phén c6 hoat tinh mién

dich cta chung,
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1a Trastuzumab hozic phan c6 hoat tinh mién dich cua chung,

JL/\/\S

trong 4o ST § dugce chon tir Trastuzumab, Rituximab, khing thé khang CDA4,
khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 ho3c phan c¢6 hoat tinh mién dich cta
chung, tt hon néu Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4 hoic phan c6 hoat
tinh mién dich ctia chiing, va tt nht néu Trastuzumab hodc phén c6 hoat tinh mién dich
ciia n6; hodc theo cach khac, khang thé khang CD5 va khéang thé khang CD13, hodc phén
c6 hoat tinh mién dich cia ching, va t6t nhat néu khang thé khang CD13 hoic phén c6

hoat tinh mién dich cta chung,
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trong doé S duogc chon tir Trastuzumab, Rituximab, khéng thé khang CD4,
khang thé khang CD5, va khang thé khang CD13 hoic phén c6 hoat tinh mién dich cia
chung, t&t hon néu Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4 hoic phan c6 hoat
tinh midn dich ctia chung, va tét nhat néu Trastuzumab hoic phan c¢6 hoat tinh mién dich
ciia n6; hogc theo cach khac, khang thé khang CDs5 va khang thé khang CD13 hoic phan
¢6 hoat tinh mién dich ctia chiing, va t5t nhét néu khang thé khang CD13 hoic phin c6

hoat tinh mién dich ctia chung,

MeO Z o
0”0 A e K(H
= ™ N~
N I
o}
trong 4o 1a Trastuzumab hodc ph?ln c6 hoat tinh mién dich cia ching, va
o) 0
B NSNS

(@)
(@]
/
/
74
(@)
Iz
o= E
ZT
_%%
= Ir=z
Iz
(@)
)
(@]
oz
L&

, HN . o A , , X qe , .
trong 4o 14 Trastuzumab hodc phan c6 hoat tinh mién dich cta no.

Pic biét t6t hon néu thé tiép hop dugc chit-khang thé nay theo séng ché & dang da
duoc phan 14p hodc tinh ché.

Tét hon néu céc hop chit c6 cong thitc D-X-(AA),~(L;), theo khia canh thtr hai

cta sang ché bao gom:

-73-



26474

hop chit c6 cong thirc D-X-(AA),-L; hodc cong thitc D-X-(AA),-H theo khia

canh thir hai ctia sang ché trong d6:

L, 13 nhém lién két c6 cong thirc:

trong do:

duong lugn song thé hién di€ém lién két cong hoda tri véi (AA),, néu co, hodc véi
X

R;9 dugce chon tir -C;-C, alkylen-, -O-(C;-Cy, alkylen), -C4-Cy; arylen trén mot
hodc nhiéu vong co thé tuy y duoc thé b%lng mdt hodc nhiéu phén tr thé R,, -C;-Cp,
alkylen-C¢-Cy; arylen-, trong d6 nhom arylen nay nim trén mét hoic nhiéu vong c6 thé
tuy y dugce thé béng mot hoac nhiéu phﬁn tir thé R,, -C¢-Cyp arylen-C,-C,, alkylen-, trong
d6 nhém arylen nay nim trén mét hoic nhiéu vong c6 thé tiy y dugc thé bing mét hodc
nhidu phan tir thé R,, -Cs-C;, heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém khéng no hodc no ¢6 mét hoic nhiéu vong va co it nhit mot nguyén tir oxy, nito
hodc luu huynh trén cac vong nady ndy, nhom nay tuy y duoc thé bang mét hodc nhiéu
ph?m tir thé R,, -C;-Cpy alkylen-(Cs-Cy, heteroxyclo)-, trong d6 nhom heteroxyclo nay c6
thé 12 nhém khong no hodic no ¢6 mdt hoic nhiéu vong va cé it nhét mot nguyén tir oxy,
nito hodc luu huynh trén cac vong ndy ndy, nhém nay tuy y dugce thé bang mot hoic
nhiéu phén tr thé R, -(Cs5-Cy, heteroxyclo)-C;-Cy, alkylen-, trong d6 nhém heteroxyclo
nay c6 thé 13 nhém khong no hoic no ¢6 mot hodc nhidu vong va c6 it nhit mot nguyén
tir oxy, nito hodc Iuu huynh trén cac vong nay nay, nhém nay tuy y dugc thé bing mot
hodc nhidu phén tir thé R,, -(OCH,CH,),- va -CH,-(OCH,CH,),-, trong d6 mdi phan tir
thé trong sb cac phin tir thé alkylen néu trén & dang riéng r& hoic dugc gén vao gbc khac

trén mach cacbon co thé tuy y dugc thé bﬁng mot hodc nhiéu phé‘m tr thé Ry;
r 14 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 6; va

mdi D, X, AA va w 12 nhu dugc xé4c dinh theo khia canh thir nhit ctia sang ché.
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hop chét c¢6 cong thitc D-X-(AA),-L, hodc cong thic D-X-(AA),-H theo khia

canh thr hai cia sang ché trong do:

L, 1a nhom lién két c6 cong thirc:

o

WV
o—
2
)

z
—

trong do:

dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (AA), néu cb, hoic véi
X;

Rjo dugc chon tr -C;-Cg alkylen-, -O-(C;-Cg alkylen), -C;-Cg alkylen-Cg-Cy;
arylen-, trong d6 nhém arylen ndy nam trén mét hogc nhiéu vong c6 thé tuy v duoc thé
bang mdt hozic nhiéu phén tir thé R,, -C¢-C), arylen-C;-Cy alkylen-, trong d6 nhém arylen
. nay ndm trén mot hodc nhidu vong co thé tuy y duoc thé béng mét hodc nhiéu phr:in tir thé
R,, trong d6 mdi phan tir thé trong sb cac phén tir thé alkylen néu trén & dang riéng ré
hoac duoc gén vao géc khéc trén mach cacbon c¢6 thé tuy y dugce thé bﬁng mot hodc nhiéu

phén tir thé R,

(AA), c6 cong thire (IT):

%] Y

- R24 ~w

an

b

trong d6 cac dudng lugn séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi X (dudong
luon séng sang trai) va véi Ly hodc véi nguyén tr hydro (dudng luon séng sang phai);

trong d6 R,; dugce chon, mdi khi c¢6 mit, tr nhém bao gém hydro, metyl,
isopropyl, sec-butyl, benzyl, indolylmetyl, -(CH,);NHCONH,, -(CH,)4sNH,, -(CH,);NH-
C(=NH)NH, va -(CH,),;NHC-(=NH)NH,, va w 1a s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén
6;
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X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tr nhém bao gém -CONH-(C,-C4
alkylen)NH-,-COO-CH,-phenylen-NH, trong d6 nhém phenylen nay c6 thé tily y dugc
thé béng mot dén bbn ph?m tir thé R, dugc chon tir nhém bao gém nhém alkyl cé tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy cé tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nhom nitro va nhom xyano, -CONH-(C,-C, alkylen)NH- COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
y duge thé bing mot dén bdn phan tir thé R, duge chon tir nhém bao gébm nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, = -CONH-(C,-C4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C4 alkylen)-NHCO(C;-C3 alkylen)S-, -(Cy-Cy
alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C, alkylen)S-, -(C,-C,4 alkylen)NH- va -(C,-C4
alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy y dugc thé bing mot dén bbn phan tir thé R,
duge chon tir nhém bao gdm nhém alkyl ¢6 tir 1 @én 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy

c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-; va

D 1a gbc duge chét ¢6 cong thie (Ta) hodc cong thirc (Ib), hoic mudi duge dung,

este, solvat, chét déng phan hd bién hodc chét déng phan 1ap thé cua ching, trong d6:

trong d6 cac dudng lugn séng ciia gbe dugce chét c6 cong thirc (Ia) va cong thirc

(Ib) thé hién diém lién két cong hoa tri voi X;

A dugc chon tir cac gdc cd cong thirc:
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va R

trong d6 cac duong luon séng cua gbc A thé hién diém lién két cong hoa tri véi
phﬁncbnloaicﬁagécduqcchét

R, duoc chon tir hydro, OR, va OCOR,, trong d6 R, dugc chon tir hydro va C;-Cs
alkyl dugc thé hodc khong dugc thé, trong d6 cac phén ttr thé tuy y nay 1a mot hodc nhiéu
ph'?m ttr thé Ry

mdi R, va Rs ddc 1ap dugc chon tir hydro va C;-Cs alkyl duge thé hoic khong
dugce thé, trong d6 céc phén tir thé thy y nay 1a mot hodc nhidu phin tir thé Ry

Ry duge chon tir hydro, COR,, va C;-Cs alkyl duoc thé hogc khong duge thé,
trong d6 R, 1a C;-C¢ alky! dugc thé hoic khong dugc thé, trong d6 céc ph?m tr thé tuy y
nay 1a mot hodc nhiéu phan tir thé Ry;

mdi Ry, Rs, Rg, Ry, Rg, Ro, Ry va Ry, d6c 1ap duoc chon tir hydro va C,-Cs alkyl
duge thé va khong dugc thé, trong d6 cac phén tir thé ty y nay 1a mot hodc nhiéu phn tir
thé Ry;

m&i Ry; va Ry doc 1ap duge chon tir hydro va C;-Cg alkyl dugc thé hodc khong
duoc thé, trong d6 céc phﬁn tir thé tuy y nay 1a mot hodc nhiéu phﬁn tir thé R,

m51 R15, R16, R17, R17’, R]g” R24, Rys, Rys va R26 déC lﬁp dUQ’C Ch(_)ll tir nhom bao
génr |

hydro va nhém C;-Cg alkyl dugc thé hoic khdng dugc thé trong d6 cac phan tir thé
ty y ndy dugc chon tir nhém bao gém nhém alkoxy cé tur 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
nhém hydroxyl, nhém oxo, nguyén tir halogen, OCORy, OCOORy, CORy, COORy,
OCONRyR,, CONRyR,, NRyR,, NR,COR, trong do6 mdi Ry va R, dugc chon tir nguyén tir
hydro va nhém alkyl co tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon.

R;5 duge chon tir hydro, nhém C,-Cy alkyl 6 thé tlty ¥ dugc thé bang it nhit mot
nhom R,, va nhom phenyl tuy y dugc thé bﬁng mot hodc nhiéu phﬁn tir thé Rx.
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Ry, duoc chon tir hydro, halogen va C;-Cy alkyl dugc thé hozc khong dugc thé,
trong d6 cac phan tir thé thy ¥ nay 12 mot hogc nhiéu phan tir thé Ry;

va mdi dudng chim chim thé hién lién két bd sung tity ¥, nhung khi lién két ba c6
mit gitta nguyén tir C lién két v6i Rys va nguyén tir C lién két véi Ry va Ry, thi Ros va
R26 hOETlC R27 l1a khf)l’lg co mat.

hop chét c6 cong thirc D-X-(AA),-L; hodc cong thirc D-X-(AA),-H theo khia

canh thir hai ctia sang ché trong d6:

L; 1a nhém c6 cong thirc:

trong do:

dudng luon séng thé hién didm lién két cong hoa tri v6i (AA), néu 6, hodc véi
X,

Ry dugc chon tir -C;-Cg alkylen-, phenylen-C;-C¢ alkylen-, trong d6 nhém
phenylen nay cé thé tuy y dugc thé bang mot hodc nhidu phan tir thé R, dugc chon tur
nhém bao gébm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6
nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano, trong do6 mbi phan tir
thé trong sb cac phén tir thé alkylen néu trén & dang riéng r& hodc duge gén vao gbc khac
trén mach cacbon ¢6 fhé tuy y duoc thé bang mot hoic nhiéu phﬁn tir thé R, duoc chon tir
nhém bao gébm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6
nguyén tr cacbon, nhom aryl c6 tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém

nitro va nhoém xyano, va tdt hon néu Ry 12 nhém C;-Cg alkylen;

w béng 0 hodc 2, va khi w bang 2 thi (AA),, ¢6 cong thirc (III):

o Rz
H
E/”ﬁ/ N\ﬂ)\N /571
Rys o
(1)

o
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trong d6 cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri v6i X (dudng

luon séng sang trai) va vai Ly hodc voi nguyén tir hydro (dudng lugn séng sang phai);
Ry, dugce chon tir metyl, benzyl, isopropyl, sec-butyl va indolylmetyl;

Ry; duge chon tir metyl, -(CH)sNH,, -(CH,);NHCONH, va (CH,);NHC(=NH)-
NHp;

X 1a nhém kéo dai mach duge chon tir -CONH-(C,-C,4 alkylen)NH-, -CONH(C,-
C, alkylen)NHCOO-CH,-(phenylen c6 thé tiy ¥ dugc thé bing mot hodc nhiéu phén tir
thé R, dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém
alkoxy c6 tir 1 d&n 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhom nitro va nhém xyano)-
NH, -CONH-(C,-C, alkylen)S-, -CONH-(C,-C4 alkylen)NHCO-(C;-C3 alkylen)S-, -(C,-
C,4 alkylen)NHCO(C;-Cs alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)S-, -(C,-C,4 alkylen)NH- va -(C,-Cy4
alkylen)NH- COO-CH,-(phenylen c6 thé tiry y dugc thé bing mot dén bon phén tir thé R,
dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy

c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén ti halogen, nhom nitro va nhom xyano)-NH-; va

D 1a gbc duge chét c6 cong thire (Ia) hodc cong thuc (Ib), hodc mudi duoc dung,

este, solvat, chit ddng phan h bién hozc chét ddng phan 14p thé cia chung:

(Ib)

Ris R27
trong d6 cac duong lugn séng cia goc duge chat co6 cong thirc (Ia) va cong thire

(Ib) thé hién diém lién két cong héa tri v6i X;
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A dugc chon tir cac goc cd cong thirc

va R
trong do6 cac duong lugn séng cia goc A the hién diem lién ket cong hoa tri voi

ph?m con loai cia géc dugc chit;
R; 1a hydro hoic metoxy;
mdi R, va R31a hydro;
R3- 13 hydro;
mbi Rs, Ry, Rg, Ry va Ry 12 hydro;
mdi Ry va Rg 13 metyl;
R, 1a isopropyl, tert-butyl hodc benzyl;
mdi Ry; va Ry; 13 hydro;

mdi Ris, Rig, Ri7, Ri7, Rig, Rag, Rogs, Rps va Ryg doc 18p duoc chon tir nhom bao
gé)m hydro va nhém Cy-Cg alkyl, tbt hon néu hydro va metyl;

R;g dugc chon tir hydro va phenyl, va tdt hon néu hydro;
R,7 1a hydro hodc halogen;

va m&i dudng chAm chim thé hién lién két bd sung tiy ¥, nhung khi lién két ba c6
mat gitta nguyén tr C lién két v6i Rys va nguyén tir C lién két v6i Ry va Rys, thi Rys va

R,¢ hodc Ry; 1a khong c6 mat.

hop chit c6 cong thirc D-X-(AA)w-L; hodc cdng thuc D-X-(AA),-H theo khia

canh thir hai ctia sing ché trong d6:

L; 12 nhém lién két c6 cong thirc:
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trong d6:

dudng luon song thé hién diém lién két cong hoa tri v6i (AA),, neu cd, hodc vai

Ry 12 -C5-Cg alkylen-;

w bang 0 hoic 2, va khi w bang 2 thi (AA),, ¢6 cdng thirc (I11):

Rj; 14 isopropyl, Ry; 14 -(CH,);NHCONH,, trong d6 cac dudng luon song thé hién
didm lién két cong hoa tri v6i X (dudng lugn séng sang tréi) va v6i Ly hodc voi nguyén

ti hydro (duong lugn séng sang phai);

X ia nhom kéo dai mach dugc chon tr nhém bao génl -CONH-(C,-Cy
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay c6 thé ty y dugc
thé bang mot dén bén phan tir thé R, duge chon tir nthém bao gdm nhém alkyl ¢6 tir 1 dén
6 nguyén t& cacbon, nhém alkoxy co tur 1 dén 6 nguyén tir.cacbon, nguyén tir halogen,
nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C, alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
y duoc thé bing mot dén bdn phin tir thé R, dugc chon tir nhém bao gébm nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén ti
halogen, nhém nitro va nhom xyano)-NH-, -CONH-(C,-C, alkylen)S-, -CONH-(C,-C,4
alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NHCO(C-C; alkylen)S-, -(Cy-Cq4
alkylen)S-, -(C,-C, alkylen)NH- va -(C,-C, alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy
y duge thé bing mot dén bdn phan tir thé R, duqé chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy ¢ tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tit

halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-; va

D 1a gbc dugc chét c6 cong thirc (Ia) hoic cong thire (Ib), hodc mudi duoc dung,
este, solvat, chét dE‘)ng phén hd bién hodc chét dﬁ‘)ng phén 1ap thé cta chung dugc chon tir

goc ¢ cac cong thirc sau:
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MeO

trong d6 dudng luon song thé hién diém lién két cong héa tri véi X.
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hop chét c6 cong thirc D-X-(AA),-L; hodc cong thiuc D-X-(AA),-H theo khia

canh tht hai cta sang ché trong d6:

L, 1a nhém cé cong thirc:

NaVaVaVol
O—O0O

R1g N \

trong d6:

duong luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (AA), néu cd, hodc véi

R19 la -C5 alkylen—;
w bang 0 hoic 2, va khiw bing 2 thi (AA),, ¢6 cdng thirc (III):

0] R22

trong @6 Ry, 12 isopropyl, Ry; 1a -(CH,);NHCONH,, trong do6 cac duong lugn séng
thé hién didm lién két cong hoa tri v6i X (dudng lugn song sang trai) va véi Ly hogc voi

nguyén tir hydro (dudng luon séng sang phai);

X 1a nhém kéo dai mach duogc choh tir -CONH(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-,
va -CONH(CH,);NH-, -CONH(CHy,);-S- va -CONH(CH,);NHCO(CH,),S-; va

D la géc duoc chét ¢c6 cong thire (Ia), hodc mubi duge dung, este, solvat, chét
ddng phan hd bién hoic chit ddng phan 14p thé clia chung dugc chon tir céc gdc ¢b cong
thirc:
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trong d6 dudng luon séng thé hién diém lién ket cong hoa tri véi X.

hop chit c6 cong thire D-X-(AA),-L; dugc chon tir cac hop chét c6 cong thirc:

(o} o
(0]
e S aa s ELE SUNS
N A N
X N N 4
0”07y o y N YN {
= XN N~ Y 0
H
Cl HN
H,N" S0
i X
O,
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H
° HN
H,N" S0
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Thuét ngit “mubi duqc dung, este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chét ddng -
phan 14ap thé trong thé tiép hop dugc chit theo sang ché” duge st dung trong ban md ta
dé chi dang mudi duoc dung, este, solvat, hydrat hoic chét dE“)ng phén 1ap thé bét ky hoic
hop chét khac bét ky ma khi ding cho déi tugng bi bénh c6 kha ning tao ra hgp chit nhu
d3 néu trong ban md ta, mdt cach truc tiép hoic gian tiép. Tuy nhién, cin phai hiéu ring
cac mudi khong dugc dung cling nim trong pham vi ciia sang ché do chung c6 thé 13 hiru
ich trong qua trinh diéu ché cac mubi duge dung. Quy trinh diéu ché cac mudbi, tién duoc

chit va din xuét c6 thé dugce thuc hién bing cic phuong phép da biét trong linh vuc nay.

Vi du, mubi dugc dung ciia cac hop chét d néu trong ban mé ta ndy duge téng
hop tir hop chét gbc, chira gbc bazo hoidc axit, bang cic phuong phéap héa hoc thong
thuong. No6i chung, cac mubi nay, vi du, dugc didu ché bﬁng cach dang axit hodc bazo tu
do cta céc hop chit nay phan Gmg véi hé s ty lugng clia bazo hoic axit thich hgp trong
nuée hodc trong dung méi hitu co hoic trong hdn hop chira ca hai loai ndy. Néi chung,
t6t hon néu moéi truong khong phai 1 nude nhu ete, etyl axetat, etanol, isopropanol hogc
axetonitril. Vi du v& céc mudi cong axit bao gdm mudi cong axit khoang nhu, vi dy,
hydroclorua, hydrobromua, hydroiodua, sulphat, nitrat, phosphat, va mubi cOng axit hiru

co nhu, vi du, axetat, trifloaxetat, maleat, fumarat, Xitrat, oxalat, suxinat, tartrat, malat,
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mandelat, metansulphonat va p-toluenulphonat. Vi du vé cdc mudi cong ki€ém bao gém
mudi v co nhu, vi du, cdc mudi natri, kali, canxi va amoni, va cdc muoi hiru co ki€ém
nhu, vi duy, etylendiamin, etanolamin, N,N-dialkylenthanolamin, trietanolamin va muoi

axit amin bazo.

Thé tiép hop dugc chit theo sang ché c6 thé 1a & dang két tinh dudi dang hop chét
tu do hodc dudi dang solvat (vi dy, hydrat) va du dinh rfmg ca hai dang nay déu nim
trong pham vi cua sang ché. Cac phuong phép solvat héa thuong da biét trong linh vuc

k¥ thuat nay.

Hop chét bét ky 14 tién duoc chit cua thé tiép hop dugc chat theo sang ché 12 nim
trong pham vi va y tudéng cua sang ché. Thuat ngir “tién dugc chét” duge str dung véi y
nghia rong nhit va bao ham céc dan xuit dugc chuyén hoa in vivo thanh cac hop chit
theo sang ché. Cac din xuit nay dugc hidu mot cach dé dang béi cac chuyén gia trong
linh virc nay, va bao gdm, vi du, cac hop chét trong d6 nhém hydroxy tu do dugc chuyén
hoa thanh din xuét este. Nhidu tidn dwoc chét thich hop 1a d biét d6i v6i chuyén gia
trong linh vyc k§ thuit nay va co thé dugc tim thdy, vi du, trong 4n phim: Burger
“Medicinal Chemistry and Drug Discovery 6" ed. (Donald J. Abraham ed., 2001, Wiley)
va “Design and Applications of Prodrugs™ (H. Bundgaard ed., 1985, Harwood Academic

Publishers), ndi dung ctia chung dugc dua vao trong ban mo ta nay bang cach vién dan.

Lién quan d‘én cac hop chét theo séng ché, cac este duoc dung khong bi gi6i han
dic biét, va c6 thé dugc lya chon bdi ngudi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay. Trong trudng hop cac este nay, t6t hon néu céc este nay c6 thé dugc phan giai
béi quy trinh sinh hoc nhu thiy phén in vivo. Nhom tao ra céc este ndy (nhém duge thé
hién bing R khi céc este ciia né dugc thé hién bing -COOR) ¢6 thé 13, vi dy, nhom C;-Cy
alkoxy C;-C4 alkyl nhu metoxyetyl, 1-etoxyetyl, 1-metyl-1-metoxyetyl, 1-
(isopropoxy)etyl, 2-metoxyetyl, 2-etoxyetyl, 1,l-dimetyl-l-metoxymetyl,k etoxymetyl,
propoxymetyl, isopropoxymetyl, butoxymetyl hodc t-butoxymetyl; nhom C;-C,4 alkoxy
C;-C, alkyl d3 dugc alkoxyl hoa C;-C,4 nhu 2-metoxyetoxymetyl; nhém Cg-Cyg aryloxy
C;-C; alkyl nhu phenoxymetyl; nhém C;-Cy4 alkoxy C;-Cy alkyl da dugc halogen héa nhu
2,2,2-tricloetoxymetyl hodc bis(2-cloetoxy)metyl; nhom C;-C4 alkoxycarbonyl C;-Cy4
alkyl nhu metoxycarbonylmetyl; nhom xyano C;-C4 alkyl nhu xyanometyl hoac 2-
xyanoetyl; nhém C;-C, alkylthiometyl nhu metylthiometyl hodc etylthiometyl; nhém Cs-
Cyo arylthiometyl nhu phenylthiometyl hoac naphtylthiometyl; nhom C;-C, alkylsulfonyl
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C,-C, alkyl bac thép, c6 thé tuy y dugc thé bing nguyén tir halogen nhu 2-
metansulfonyletyl hodc 2-triflometansulfonyletyl; nhém Cg-Cy arylsulfonyl C;-Cq alkyl
nhu 2-benzensulfonyletyl hodc 2-toluenulfonyletyl; nhom C;-C; axyloxy béo C;-C, alkyl
nhu  formyloxymetyl, axetoxymetyl, propionyloxymetyl,  butyryloxymetyl,
pivaloyloxymetyl, valeryloxymetyl, isovaleryloxymetyl, hexanoyloxymetyl, 1-
formyloxyetyl, 1-axetoxyetyl, 1-propionyloxyetyl, 1-butyryloxyetyl, 1-pivaloyloxyetyl,
1-valeryloxyetyl, 1-isovaleryloxyetyl, 1-hexanoyloxyetyl, 2-formyloxyetyl, 2-
axetoxyetyl, 2-propionyloxyetyl, 2-butyryloxyetyl, 2-pivaloyloxyetyl, 2-valeryloxyetyl,
2-isovaleryloxyetyl, 2-hexanoyloxyetyl, 1-formyloxypropyl, 1-axetoxypropyl, 1-
propionyloxypropyl, 1-butyryloxypropyl, 1-pivaloyloxypropyl, 1-valeryloxypropyl, 1-
isovaleryloxypropyl, 1-hexanoyloxypropyl, 1-axetoxybutyl, l-propionyloxybutyl, 1-
butyryloxybutyl, 1-pivaloyloxybutyl, 1-axetoxypentyl, 1-propionyloxypentyl, 1-
butyryloxypentyl, 1-pivaloyloxypentyl hodc 1-pivaloyloxyhexyl; nhém Cs-Cs
xycloalkylcarbonyloxy Ci-Cy alkyl nhu xyclopentylcarbonyloxymetyl,

xyclohexylcarbonyloxymetyl, . 1-xyclopentylcarbonyloxyetyl, 1-
xyclohexylcarbonyloxyetyl, 1-xyclopentylcarbonyloxypropyl, 1-
xyclohexylcarbonyloxypropyl, 1-xyclopentylcarbonyloxybutyl hodc 1-

xyclohexylcarbonyloxybutyl; nhém  Cg-Cyo arylcarbonyloxy C;-C; alkyl nhu
benzoyloxymetyl; nhém  C;-C¢  alkoxycarbonyloxy — Ci-C4 alkyl  nhu
metoxycarbonyloxymetyl, 1-(metoxycarbonyloxy)etyl, 1-(metoxycarbonyloxy)propyl, 1-
(metoxycarbonyloxy)butyl, 1-(metoxycarbonyloxy)pentyl, 1-(metoxycarbonyloxy)hexyl,
etoxycarbonyloxymetyl, 1-(etoxycarbonyloxy)etyl, 1-(etoxycarbonyloxy)propyl, 1-
(etoxycarbonyloxy)butyl, '1-(etoxycarbonyloxy)pentyl,' 1-(etoxycarbonyloxy)hexyl,
propoxycarbonyloxymetyl, 1-(propoxycarbonyloxy)etyl, 1-(propoxycarbonyloxy)propyl,
1-(propoxycarbonyloxy)butyl, isopropoxycarbonyloxymetyl, 1-
(isopropoxycarbonyloxy)etyl, 1-(isopropoxycarbonyloxy)butyl,
butoxycarbonyloxymetyl, 1-(butoxycarbonyloxy)etyl, 1-(butoxycarbonyloxy)propyl, 1-
(butoxycarbonyloxy)butyl, isobutoxycarbonyloxymetyl, 1-(isobutoxycarbonyloxy)etyl,
1-(isobutoxycarbonyloxy)propyl, 1-(isobutoxycarbonyloxy)butyl, -t
butoxycarbonyloxymetyl, 1-(t-butoxycarbonyloxy)etyl, pentyloxycarbonyloxymetyl, 1-(-
pentyloxycarbonyloxy)etyl, 1-(pentyloxycarbonyloxy)propyl, hexyloxycarbonyl-
oxymetyl, 1-(hexyloxycarbonyloxy)etyl hodc 1-(hexyloxycarbonyloxy)propyl; nhém Cs-
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Cs xycloalkyloxycarbonyloxy C;-C4 alkyl nhu xyclopentyloxycarbonyloxymetyl, 1-
(xyclopentyloxycarbonyloxy)etyl, 1-(xyclopentyloxycarbonyloxy)propyl, 1-
(xyclopentyloxycarbonyloxy)butyl, xyclohexyloxycarbonyloxymetyl, 1-
(xyclohexyloxycarbonyloxy)etyl, 1-(xyclohexyloxycarbonyloxy)propyl ~ hoac  1-
(xyclohexyloxycarbonyloxy)butyl; nhém [5-(C;-C4 alkyl)-2-oxo-1,3-dioxolen-4-ylJmetyl
nhu (5-metyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)metyl, (5-etyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)metyl, (5-
propyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)metyl, (5-isopropyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)metyl hodc
(5-butyl-2-ox0-1,3-dioxolen-4-yl)metyl; [5-(phenyl, c6 thé tuy y dugc thé bang nhoém C;-
C, alkyl, C;-C,4 alkoxy hodc nguyén tu halogen)-2-o0xo-1,3-dioxolen-4-ylJmetyl nhu (5-
phenyl-2-ox0-1,3-dioxolen-4-yl)metyl, [5-(4-metylphenyl)-2-oxo-1,3-dioxolen-4-
yl]metyl, [5-(4-metoxyphenyl)-2-oxo-1,3-dioxolen-4-ylJmetyl, [5 -(4-flophenyl)-2-oxo0-
1,3-dioxolen-4-yljmetyl hoiic [5-(4-clophenyl)-2-oxo-1,3-dioxolen-4-ylJmetyl; hodc
nhém phtalidyl, c6 thé tuy y dugc thé bang nhém C;-C4 alkyl hogc C;-Cq alkoxy, nhu
phtalidyl, dimetylphtalidyl hogc dimetoxyphtalidyl, va 6t hon néu nhém

ivaloyloxymetyl, nhom phtalidyl hodc nhém (5-metyl-2-0x0-1,3-dioxolen-4-yl)metyl,

va tét hon nita néu nhém (5-metyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)metyl.

Hop chit bét ky da dé cap trong ban md ta nay dugc du dinh dugc sir dung trong
ban mo ta dé chi hop chét cu thé cling nhu cic bién thé va cac dang nhét dinh. Cu thé, cac
hop chét da dé cap trong ban mo ta ndy c6 thé ¢6 cac tAm khong d6i ximg va do do, tdn
tai & cac dang déng phan d6i anh khéc nhau. T4t ca cac chit ddng phén di quang hoc va
cac chit ddng phan 1ap thé cia cac hop chit da dé cap trong ban mo ta ndy, va hdn hop
cia ching, dugc xem la nim trong pham vi clia sing ché. Do d6, hop chit da néu bét ky
da dugc @& cap trong ban mo ta nay duge du dinh duge sir dung trong ban md ta dé chi
hop chét bat ky ciia chét triét quang, mdt hoic nhiéu dang ddng phan déi anh, mot hoic
nhiéu dang ddéng phan khong d6i quang, mot hodc nhiéu dang dbng phan atropin, va hdn
hop ciia ching. Pic biét 13, thé tiép hop dugc chét c6 cong thire [D-(X)p-(AA)~(L)]x-Ab
va cac hop chét c6 cong thirc D-X-(AA)y-L; hodc D-X-(AA),-H co6 thé bao gdm céc chét
ddng phén dbi anh tity thudc vao dang ddng phan khong d6i xtmg hoic khong dbi quang
cua chung. Dang ddng phan lap thé ctia lién két ddi cing c6 thé c6 mit, do d6 trong mot
56 truomg hop phén tir ¢6 thé c6 mit & dang ddng phan (E) hodc dong phan (Z). Néu phén
tir chira mot vai lién két doi, thi mdi lién két doi s& c6 dang dong phan 1ap thé ciia chinh

né, c6 thé 1a giéng hoic khéc so v6i dang dong phén 14p the clia cac lién ket ddi khac cua
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phan tr. Cac chét d@bng phan riéng r& va hdn hop cua chét ddng phan 1a ndm trong pham

vi clia sang ché.

Ngoai ra, cac hop chét da d& cap trong ban md ta ndy c6 thé c6 mat dudi dang chét -
dbng phan di hinh (tuc 14, cac chét ddng phan cis va trans), dudi dang chét ddng phéan h
bién, hodc dudi dang déng phén atropin. Déc biét, thuat ngir chét déng phéan hd bién duoc
sir dung trong ban mo ta dé chi mot trong sb hai hozc nhiéu chit ddng phén ciu tric cia
hop chit tdn tai & trang thai cn bing va chuyén hoa mot cach dé dang tir mot dang dong
phﬁn nay sang dang ddng phan khac. Cac cip hd bién thong thuong 1a amin-imin, amit-
imit, keto-enol, lactam-lactim, v. v.. Ngoai ra, hgp chit bét ky da dé cap trong ban mo ta
nay duoc dy dinh dugce st dung trong ban mé ta dé chi cac hydrat, solvat, va dang da
hinh, va hdn hop cta ching khi cac dang nay ton tai trong moi trdb‘ng. Ngoai ra, cac hop
chit di d& cap trong ban mé ta ny c6 thé tdn tai & dang da dugc dénh déu dong vi. Tat ca
cac chit ddng phan di hinh, chit ddng phan hd bién, chét ddng phan atropin, hydrat,
solvat, dang da hinh, va dang da dugc danh du ddng vi ctia c4c hop chét da d& cap trong

ban mb ta nay, va hon hop cta chung, dugc coi 12 nam trong pham vi cua sang che.

Trong c4c hop chét theo séng ché, Ab 1a gbc chira it nhit mét vi tri gin két khang
nguyén. Theo phuong 4n khéc, Ab c¢6 thé 1a tac nhan thich hop bt ky c6 kha ning gin
két véi té bao dich, tét hon néu té bao dong vat va tét hon nita néu té bao cta ngudi. Vi
du vé céc tac nhan nay bao gdm lymphokin, hormon, yéu td sinh trudng va phan tir van

chuyén chét dinh dudng (vi dy, transferin).

- Trong d6 Ab la gbc chira it nhat mot vi tri gén két khang nguyén, t6t hon néu gbe
nay 1a peptit gin k_ét v6i khang nguyén hodc polypeptit. Theo mdt phuong an wu tién, gbc

nay 1 khang thé hoic manh gin két khang nguyén cua né.

Thuét ngir ““khang thé trong thé tiép hop dugc chét theo sang ché” dugc sir dung
trong ban md ta dé chi globulin mién dich bt ky, tét hon néu globulin mi&n dich c6 chiéu
dai ddy dd. Tét hon néu thuét ngit ndy bao ham ca khang thé don dong, khang thé don
dong, khang thé da dic hiéu, nhu khang thé dic hiéu kép, va cac doan khang thé cua no,
v&i diéu kién chung c6 hoat tinh sinh hoc mong muén. Cac khang thé c6 thé c6 ngudn
gbc tir cac loai bét ky, nhung t6t hon néu tir loai gdm nhim, vi dy, ngudn gde tir chudt
hodc chudt nhét, nguoi hodc tho. Theo cach khac, cac khang thé, tdt hon néu cac khéng

thé don dong, c6 thé nhén tao, kham hodc cac doan khing thé cta ching. Thuét ngit
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“khang thé thé kham” ciing c¢6 thé bao gdm céc khang thé “dugc 1am giéng nhu dong vt
linh trudng” bao gém cac trinh tu gin két vé6i khang nguyén c6 mién bién dbi c6 ngudn
gbc tir dong vat linh trudng khong phai nguoi (vi du, khi mili dai (Old World Monkey),
khi khong d6i, v.v..) va céc trinh tyr ving bn dinh. Globulin mién dich ciing c¢6 thé c6 loai
bét ky (vi du IgG, IgE, IgM, IgD, va IgA), nhom (vi du, IgGl, IgG2, IgG3, 1gG4, IgAl va
IgA2) hodc phan nhom phén tir globulin mién dich.

Thuét ngit "khang thé don dong” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi quén thé
hiu nhu ddng nhét gdm cac phan tir khéng thé (tirc 1a cac khang thé riéng 1& bao gém
quén thé nay 13 gibéng nhau, ngoai trir cac bién thé c6 thé xuét hién trong tr nhién co thé
c6 mit v6i lugng nho), duge san sinh béi mot dong té bao dong B, thuong té bao lai.
Quan trong 13, mdi khang thé don dong nay c6 cling tinh dic hiéu khang nguyén - tirc 1a

n6 truc tiép khang lai mot yéu t6 x4c dinh trén khang nguyén.

Su san sinh c4c khang thé don dong c6 thé dugc thuc hién bang cac phuong phép
da biét trong linh vuc ndy. Tuy nhién, vi dy, cdc khang thé don dong co6 thé duoc tao ra
bing phuong phép t& bao lai (Kohler et al (1975) Nature 256:495), k§ thudt té bao lai B
ctia ngudi (Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4: 72), hodc k¥ thuét té bao lai EBV
(Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.
77-96). Theo cach khéac, khang thé don dong c6 thé dugc sin sinh bang cach s dung
phuong phap ADN téi td hop (xem, US 4816567) hodc duge phén 1ap tir thu vién khang
thé thé thuc khuén bang cach sir dung cic k§ thuét dugc md ta trong 4n pham: Clackson

et al (1991) Nature, 352:624-628; Marks et al (1991) J. Mol. Biol., 222:581-597.

Khang thé don dong 1a céc khang thé truc tiép khang lai cic yéu t6 x4c dinh khac
nhau (epitop). Quan thé khong ddng nhat gbm khang thé c6 thé c6 ngudn gbc tir huyét
thanh cia dong vat d tao mién dich bang céch sir dung cac phuong phéap da biét da biét
trong linh vuc nay.

Thuét ngtr “khang thé dic hidu kép” dugc st dung trong ban md ta dé chi khang
th nhan tao bao gdm hai khang thé don dong khac nhau. Ching c6 thé dugc thiét ké dé
gin két v6i hai epitop lidn k& trén mot khang nguyén, tir 1am ting ca 4i lyc 13n tinh dic
hiéu, hodc gin két hai khang nguyén khac nhau ddi véi nhiéu tng dung, nhung dic biét 1a
@ bd sung céc té bao T gy doc té bao T va cac té bao tiéu diét tr nhién (natural killer -

NK) hodc hudng dich khac cac doc t, nuclit phong xa hodc dugce chét gy doc té bao dé
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didu tri bénh ung thu (Holliger & Hudson, Nature Biotechnology, 2005, 9, 23). Khang
thé dac hidu kép c6 thé c6 chudi ning ciia globulin mién dich lai véi tinh ddc hiéu gan két
_ thir. nhét trén mot nhanh, va cip chudi nefmg-chuéi nhe cia globulin mién dich lai (tao ra
tinh dic hiéu gén két thit hai) & nhanh khac. CAu tric khong déi xtimg ndy tao diéu kién
thuén loi cho viéc tach hop chat dic hiéu kép mong mudn ra khéi hdn hop mach globulin
mi&n dich khong mong muén, khi c6 mit chui nhe ctia globulin mién dich chi & mét nira
phan tir dac hiéu kép giup cho qua trinh tach dién ra mot cach dé dang (WO 94/04690;
Suresh et al., Methods in Enzymology, 1986, 121:210; Rodrigues et al., 1993, J. of
Immunology 151:6954-6961; Carter et al., 1992, Bio/Technology 10:163-167; Carter et
al., 1995, J. of Hematotherapy 4:463-470; Merchant et al., 1998, Nature Biotechnology
16:677-681.

Cac phuong phép tao ra khang thé lai hodc dic hiéu kép 1 da biét trong linh vuc
nay. Trong mdt phuong phap, khang thd dic hidu kép c6 thé duge san sinh bang cach
dung hop hai t& bao lai vio mot thé “quadroma” bing cach lién két ngang héa hoc hodc
dung hop gen ctia hai. médun Fab hodc scFv khac nhau (Holliger & Hudson, Nature
Biotechnology, 2005, 9, 23).

Thuat ngit “khéng thé thé kham” dugc sir dung trong ban md ta d& chi khang thé
trong do cac phén khéc nhau co nguén géc tr cac loai dong vat khac nhau. Vi dy, khang
thé thé kham c6 thé c6 ngudn gdc tir ving bién ddi ctia chudt nhit va mién on dinh cla
nguoi. Tréi lai, “khang thé nhan tao” chu yéu 1a tr nguoi, mic du né chira cac phén
khong phai cia nguoi. Dic biét, cic khang thé nhan tao 1a globulin mién dich cia ngudi
(khang thé nhan) trong d6 cac gbc tir viing siéu bién cua khang thé nhan nay dugc thay
thé bing cc gbc tir ving siéu bién ciia cac loai khong phai ngudi (khang thé cho) nhu
chudt nhét, chuét, thé hoic dong vat linh trudng khong phai ngudi 6 tinh dac hiéu, ai luc
va kha ndng mong mudn. Trong mot sb trudng hop, cac gbc ving khung (frame region -
FR) cta globulin mién dich ciia ngudi dugc thay thé bang cac gbc khong phai nguoi
tuong tmg. Ngoai ra, cic khéng thé nhan tao c6 thé chtra cac gbc khong tim thiy dugc &
khang thé nhan hogc khang thé cho. Céc bién ddi nay duge tién hanh dé tinh ché tiép cac
dic tinh cua khang thé. Néi chung, khéng thé nhan tao hiu nhu bao gdm tét c4 trong sb it
nhét mot, va thong thudng hai, mién bién ddi, trong do6 tit ca hoic hau nhu tit ca cac
vong siéu bién tuong ng véi céc mién cta globulin mién dich khong phai cta ngudi va

tit ca hodc hau nhu tat ca cac FR 1a mién cua trinh tyr globulin mién dich clia nguoi.
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Khang thé nhan tao cling tuy y bao gbm it nhit mot phan cla ving bn dinh (Fc) cua

globulin mién dich, thuong 1 ciia globulin mién dich ctia ngudi.

Céc khang thé t4i t hop nhu cic khang thé thé khim va nhan tao don dong ¢6 thé
duoc san sinh bing k¥ thuat ADN t4i td hop da biét trong linh vuc nay. Céc khang thé
hoan toan cua ngudi ¢ thé duoc san sinh bing cach sit dung chudt nhét bién dbi gen
khong c6 kha nang biéu hién cac gen chudi niang va chudi nhe cta globulin ndi sinh,
nhung ciing c6 thé biéu hién céc gen chudi nang va chudi nhe ctia ngudi. Chudt nhit bién
dbi gen dugc tao mién dich theo cich thong thudng voi khdng nguyén da chon. Cac
khang thé don dong truc tiép khang lai khang nguyén c6 thé thu duogc bang cach st dung
k¥ thuat lai té bao thong thuong. Céac gen chuyén cta globulin mién dich ctia ngudi da
dugc nudi dudng béi chudt nhit bién ddi gen duge sip xép lai trong trong qua trinh bi¢t
hoa té bao B, va sau do chuyén loai va tao dot bién soma. Do @, bﬁng cach st dung k¥
thuét nay, co thé san sinh dugc cac khang thé IgG, IgA, IgM va IgE c6 tac dung diéu tri.
Tbéng quan vé céc k¥ thuat san sinh khang thé nay xem 4n phdm: Lonberg and Huszar
(1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93). Dé thao lugn chi tiét hon v& k¥ thuat san sinh cac
khang thé cia ngudi va khang thé don dong cuia ngudi va céc trinh tu dé san sinh céc
khang thé nay, xem, vi du, Patent MY S§ 5625126; 5633425; 5569825; 5661016;
5545806; dugc két hop vao sang ché bang cach vién dan. Céc khang thé khac cia ngudi
c6 thé c6 ban trén thi trudng tir, vi du, Abgenix, Inc. (Freemont, CA) va Genpharm (San
Jose, CA).

Thuit ngit “manh gin két khang nguyén trong thé tiép hop dugc chét theo sang
ché” dugc str dung trong ban mo ta dé chi phin khang thé c6 chifu dai ddy du trong d6
c4c méanh gén két khang nguyén cua cac khang thé nay van giit dugc chirc ning gin két
khang nguyén cia khang thé c6 chidu dai diy du tvong ing. Manh gin két khang nguyén
- nay co thé chira mot phén cia ving bidn ddi cla khang thé, phin ndy bao gbm it nhét
mot, hai, tét hon néu ba CDR dugc chon tir CDR1, CDR2 va CDR3. Manh gin két khang
nguyén ndy ciing c6 thé bao gdm phan ciia chudi nhe va chudi ning cta globulin mién
dich. Vi du vé cac doan khang thé bao gf‘)m Fab, Fab', F(ab")2, scFv, di-scFv, va BiTE
(Bi-specific T-cell engagers - khang thé gén két té bao T dic hiéu kép), doan Fv bao gbm
khang thé nano, khang thé kép, thé dung hop khéng thé kép-Fe, khang thé chira ba manh
globulin mién dich (tribody) va khang thé chira bbn manh globulin mién dich (tetrabody);
khang thé c6 kich c& nho (khang thé c6 kich c& nho); khang thé thing; doan dugc san

-97-



26474

sinh béi thu vién biéu hién Fab, khang thé khang idiotyp (khang Id), CDR (ving xé4c dinh
bd trg), va doan gin két véi epitop ciia khang thé bét k¥ trong s cac khang thé néu trén
gin két dic hiéu mién dich v6i khang nguyén dich nhu khang nguyén cia té bao ung thur,
khang nguyén cua virut hodc khang nguyén cia vi khuln, c4c phéan tir khang thé g6m mot
chudi hoic mot mién bao gdm céc khang thé chi gdm chudi ning, vi du, céc mién VHH
cia lac da va V-NAR cua ca nham; va khéng thé da dac hiéu dugc tao ra tir cac doan
khéang thé. D& so sanh, khang thé ¢6 chiéu dai diy du, dugc goi la “khang thé 1a khang
thé bao gbm céc mién VL va VH, ciing nhu céc mién 8n dinh cta chudi ning va chudi

nhe hoan chinh.

Khang thé nay cling 6 thé ¢6 mot hodc nhiéu chirc ning cam tng, dugc st dung
trong bdn mo ta dé chi cac hoat tinh sinh hoc 4nh hudng téi vung Fc (vung Fe trinh tu tu
nhién hodc ving Fc bién dbi trinh ty dugce tao ra béi k¥ thuat di truyén theo cic phuong
phép trong linh vuc k¥ thuét nay dé bién dbi qué trinh gén két thy thé) ciia khang thé. Vi
du v& chirc ning cam (mg khang thé bao gdm kha ning gin két Clq; doc t6 té bao phu
thude bd trg; kha ning gin két thu thé Fc; ddc tinh té bao qua trung gian té bao phu thudc
khang thé (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC); thuc bao; kha nang

diéu hoa nguoc cac thu thé bé mat té bao (vi dy, thu thé té bao B; BCR), v. v..

Khang thé nay ciing c6 thé 13 doan hoat tinh chirc ning, dan xuét hoic dang twong
ddng cua khing thé gin két dac hiéu mién dich t&i khang nguyén dich nhu khéng nguyén
ctia t& bao ung thu, khdng nguyén cia virut, hodc khang nguyén cua vi khuén hoic céc
khéng thé khac gén két véi cac té bao cua khdi u. Lién quan dén vin d& nay, hoat tinh
chire ndng c¢6 nghia 1a doan, dan xuét hodc dang twong ddng c6 kha ning cam ung khang
thé khang idiotyp nhan dién cing mét khang nguyén ma khéng thé nay dugc nhén dién
boi doan, dan xuit hoic dang tuong déng. Pic biét, theo mot phudng an minh hoa, tinh
khang nguyén cua idiotyp cua phén tir globulin mién dich c6 thé duoc tang 1én bang cach
1am khuyét cac trinh tu cta khung va CDR c¢6 du tan cing C véi trinh ty CDR ma nhan
dién dic hiéu khang nguyén nay. Pé x4c dinh trinh tr CDR gin két véi khang nguyén,
cac peptit tbng hop chira trinh tw CDR ¢6 thé dugc sir dung trong cac thit nghiém gén két
vGi khang nguyén nay bing phuong phép thir nghiém gin két bat ky da biét trong linh
vuc ndy (vi dy, thir nghiém 18i BIA), xem, vi du, 4n phém: Kabat et al., 1991, Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, National Institute of Health,

Bethesda, Md; Kabat E et al., 1980, J. of Immunology 125(3):961-969).
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Thuét ngtr “khéng thé” ciing c6 thé bao gbm protein dung hop cua khang thé, hoic
doan hoat tinh chic nang cta nd, vi dy, trong d6 khang thé nay duogc ngung tu bang
nhém lién két cong hoa tri (vi du, lién Kkét peptit), & du tan cing N hoic d4u tan cung C
vGi trinh tu axit amin cia protein khéc (hodc phén cua no, nhu it nhét 10, 20 hoic 50
phén axit amin cta protein) 13 khong phai khang thé nay. Khang thé hozc doan cia né ¢6

thé dugc lién két cong héa tri véi protein khac ¢ dau tén cung N ciia mién 6n dinh.

Ngoai ra, khang thé hodc manh gin két khang nguyén theo sang ché c6 thé bao
gdm céac dang twong ddng va dan xult ctia cac khang thé hoic méanh gin két khang
nguyén cia né duoc cai bién, nhu bang cich lién két cong hoa tri clia loai phéan tir bét ky
v6i diéu kién lién két cong héa tri nay cho phép khang thé giir dugc tinh dic hiéu mién
dich gén két v6i khang nguyén cua no. Vi du vé c4c qua trinh bién d6i bao gdbm qu4 trinh
glycosyl hod, axetyl hoa, pegyl hoa, phosphoryl hod, amit hoa, tao dan xuit bing cac
Vnh(’)m bao vé/phong bé da biét, phén tach protein phan giai, lién két voi don vi khang thé
t& bao hodc protein khac, v. v.. Nhidu qua trinh bién ddi héa hoc bit ky c6 thé duoge thue
hién bing cac k¥ thuat da biét, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, phan tach héa hoc
- d#c hiéu, axetyl hoa, formyl hoa, tdng hop chuyén héa véi sy c6 mit cua tunicamycin, v.
v.. Ngoai ra, the dang tuong ddng hozc din xuét c6 thé chira mot hodc nhiéu axit amin

khong c6 ngudn goc tir ty nhién.

Céac khang thé hoic manh gin két khéang nguyén theo sing ché ciing c¢6 thé co
nhiéu dang bién dbi (vi dy, thay thé, khuyét hoic bd sung) & mién Fc cia khang thé nay.
Dic biét, cac dang bién dbi co6 thé xay ra & ving ban 18 Fc va khién cho kha ning gén két

tang 1én dbi v6i thu thé FcRn (WO 97/34631).

Theo mét phuong 4n, khang thé trong thé tiép hop dugc cht theo sang ché co thé
14 khéng thé bt ky hodc manh gén két khang nguyén ciia né, tét hon néu khang thé don
dong 12 hitu ich dé didu trj bénh, 6t hon néu bénh ung thu. Bénh ung thu nay c6 thé Ia
bénh ung thur vii, bénh ung thu tryc trang, bénh ung thu ndi mac tir cung, u melanin gay
bénh ung thu thin, bénh ung thu bach ciu, bénh ung thw phdi, da u tiy, u bach huyet (vi
du, bénh dang Hodgkin va u bach huyét khong phai dang Hodgkin), céc khdi u rén nhu
bénh sacém va bénh ung thu biéu md, u melanin, u trung biéu md, sacoém xuong, bénh
ung thu budng trimg va bénh ung thu than. Theo mjt phudng an uu tién, bénh ung thu
nay 13 bénh ung thu phdi, bénh ung thu tryc trang, bénh ung thu vi, bénh ung thu biéu
md tuy, bénh ung thu thén, bénh ung thu bach cau, da u tay, u bach huyét va bénh ung
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thu budng trimg. Theo mot phuong 4n vu tién hon nita, bénh ung thu nay 1a bénh ung thu
true trang, bénh ung thu v, bénh ung thu bach cau, u bach huyét va bénh ung thu buéng

- trimg

Cac khéng thé 6 thé 12 hiru ich dé didu tri bénh ung thu bao gdm, nhung khong
chi giéi han &, cac khéng thé khang lai cac khang nguyén sau: CA125 (budng trimg),
CA15-3 (bénh ung thu biéu mo), CA19-9 (bénh ung thu bidu md), L6 (bénh ung thu biéu
mo), Lewis Y (bénh ung thu biéu mo), Lewis X (bénh ung thu biéu md), alpha
. fetoprotein (bénh ung thu biéu m6), CA 242 (truc trang), phosphataza kiém cua nhau thai
(bénh ung thu biéu mo), khang nguyén dic hiéu & tuyén tién liét (myén tién ligt), axit
phosphataza & tuyén tién liét (tuyén tién liét), yéu td sinh truéng biéu bi (bénh ung thu
biéu md), vi du, protein EGF thu thé 2 (bénh ung thu vii), MAGE-I (bénh ung thu biéu
mé), MAGE-2 (bénh ung thu bidu mé), MAGE-3 (bénh ung thu biéu md), MAGE-4
(bénh ung thu biéu md), thu thé khéang transferin (bénh ung thu biéu md), p97 (u
melanin), MUCI-KLH (bénh ung thu vii), CEA (tryc trang), gplOO (u melanin), MARTI
" (umelanin), PSA (tuyén tién liét), thu thé IL-2 (bénh bach cau té bao T va u bach huyét),
CD20 (u bach huyét khong phai dang Hodgkin), CD52 (bénh bach cau), CD33 (bénh
bach cdu),CD22 (u bach huyét), gonadotropin thudc mang dém cta ngudi (bénh ung thu
biéu md), CD38 (da u tiy), CD40 (u bach huyét), muxin (bénh ung thu biéu mé), P21
(bénh ung thu biéu md), MPG (u melanin), va san phim gen gy bénh ung thu Neu (bénh
ung thu biéu mo). Mot ) khéng thé dic hiéu, hiru ich bao gém, nhung khong chi gigi
han &, BR96 mAb (Trail, P. A., et al Science (1993) 261, 212-215), BR64 (Trail, PA, et
al Cancer Research (1997) 57, 100-105, mAbs khang CD40 antigen, nhu S2C6 mAb
(Francisco, J. A., et al Cancer Res. (2000) 60:3225-3231), c4c khang thé don dong khang
khang nguyén CD70, nhu 1F6 mAb, va cac khing thé don dong khang khang nguyén
CD30, nhu ACIO (Bowen, M. A, et al (1993) J. Immunol., 151:5896- 5906; Wahl et al.,
2002 Cancer Res. 62(13):3736-42). Nhiéu khang thé ndi twong tic khic gin két véi
khang nguyén lién quan dén khédi u ¢6 thé dugc 51’1 dung va xem xét (Franke, A. E., et al
Cancer Biother Radiopharm. (2000) 15:459-76; Murray, J. L., (2000) Semin Oncol,
27:64-70; Breitling, F., and Dubel, S., Recombinant Antibodies, John Wiley, and Sons,
New York, 1998).

Céac khang nguyén khéc lién két v6i khéi u bao gdm, nhung khong chi gi6i han &,

BMPR1B, E16, STEAP1, STEAP2, 0772P. MPF, Napi3b, SemaSb, PSCA hlg, ETBR,

-100-



26474

MSG783, TrpM4, CRIPTO, CD21, CD79, FcRH2, HER2, NCA, MDP, IL20Ra,
Brevican, EphB2R, ASLG659, PSCA, GEDA, BAFF-R, CD79A, CXCRS5, HLA-DOB,
P2X35, CD72,LY64, FCRH1, IRTA2 va TENB2.

Theo phuong &n khéc, khang thé trong thé tiép hop dugc chit theo sang ché c6 thé
1a khang thé hodc méanh gin két khang nguyén clia nd, t6t hon néu khang thé don dong,
gén két dic hiéu mién dich t6i khang nguyén cua virut, khang nguyén cia vi khuin hoic

khéng nguyén cua té bio san sinh cac khang thé ty mién lién quan dén bénh ty mién.

Khang nguyén cua virut cé thé bao gdm, nhung khong chi giéi han &, peptit,
polypeptit hodc protein cua virut bt ky nhu HIV gpl20, HIV nef, RSV F glycoprotein,
neuraminidaza cda virut cim, hemaglutinin cua virut cam, HTLV tax, glycoprotein cia
virut hecpet thong thuong (vi du, Gb, Ge, Gd, va Ge) va khang nguyén bé mit ctia bénh

viém gan B) c6 kha ning tao ra ddp tng mién dich.

Khéng nguyén cia vi khuan cé thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, peptit,
'pol'ypeptit, protein, sacarit, polysacarit, hodc phan tr lipit cua vi khuén bét ky (vi du, vi
khuén, ndm, protozoa gy bénh, hoic polypeptit cia ndm men bao gdm, vi du, LPS va

polysacarit nang) c6 kha ning tao ra dap ung mién dich.

Theo phuong 4n khéc, khang thé nay c6 thé 1a khang thé bit ky da biét dé diéu tri
hoic phong ngira bénh nhiém virut hogc vi khuin - tic 14 bénh nhiém khuén. Vi dy vé
céc khang th8 nhu vay bao gdm, nhung khéong chi gii han &, PRO542 (Progenies) 1a
khéang thé dung hop CD4 c¢6 tac dung diéu tri nhiém HIV; OsTAVIR (Protein Design
Labs, Inc., CA), 1a khang thé cua nguoi co tac dung diéu tri bénh viém gan B do virut;
PROTOVIR. (Protein Design Labs, Inc., CA) ma la khang thé IgG1 nhén tao c6 tac dung
diéu tri cytomegalovirut (CMV); va cac khéng thé khang LPS. 7

Céc khang thé khac 12 hiru ich dé diéu tri cic bénh nhiém khuén bao gdm, nhung
khéng chi giéi han &, cac khang thé khang lai khang nguyén tir c4c ching gy bénh cla
vi khuln (Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrheae,
Neisseria meningitidis, Corynebacterium diphtheriae, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Hemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella ozaenas, Klebsiella rhinoscleromotis, Staphylococcus aureus,
Vibrio colerae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter (Vibrio) fetus,

Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Edwardsiella tarda, Yersinia enterocolitica,
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Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri,
Shigella sonnei, Salmonella typhimurium, Treponema pallidum, Treponema pertenue,
Treponema carateneum, Borrelia vincentii, Borrelia burgdorferi, Leptospira
icterohernorrhagiae, Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis carinii, Francisella
tularensis, Brucella abortus, Brucella suis, Brucella melitensis, Mycoplasma spp.,
Rickettsia prowazeki, Rickettsia tsutsugumushi, Chlamydia spp.); ndm giy bénh
(Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Blastomyces
dermatitidis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum); protozoa (Entomoeba
histolytica, Toxoplasma gondii, Trichomonas tenas, Trichomonas hominis, Trichomonas
vaginalis, Tryoanosoma gambiense, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma cruzi,
Leishmania donovani, Leishmania tropica, Leishmania braziliensis, Pneumocystis
pneumonia, Plasmodium vivax, Plasmodium fa.lciparum, Plasmodium malaria); hodc
giun san (Helminith) (Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides,
Trichinella spiralis, Strongyloides stercoralis, Schistosoma japonicum, Schistosoma

mansoni, Schistosoma haematobium, va giun mdc).

Céc khang thé khéc 13 hitu ich diéu tri bénh do virut gy ra bao gdm, nhung khong
chi giéi han &, cac khang thé khang lai khdng nguyén ciia virut gdy bénh, bao gbm vi du
nhung khong chi giGi han &: Poxviridae, Hecpesviridae, Hecpes Simplex virut 1, Hecpes
Simplex virut 2, Adenoviridae, Papovaviridae, Enteroviridae, Picornaviridae,
Parvoviridae, Reoviridae, Retroviridae, virut cim, virut gdy bénh khé thé & tré em
(parainfluenza virus), virut gdy bénh quai bi, virut gdy bénh séi, ho hép hén bao, rubella,
Arboviridae, Rhabdoviridae, Arenaviridae, virut gdy bénh viém gan A, virut gy bénh
viém gan B, virut gdy bénh viém gan C, virut gdy bénh vi€ém gan E, virut gdy bénh viém
gan khong phéi» A/khong phai B, Rhinoviridae, Coronaviridae, Rotoviridae, va virut giy
suy giam mién dich & ngudi.

Theo phuong 4n khéc, khang thé cia thé tiép hop dugc chét theo sang ché ciing ¢6
thé 1a khang thé bt ky da biét dé didu tri phong ngira cac réi loan tw mién dich, nhu,
nhung khong chi giéi han &, rbi loan lién quan dén lympho bao Th2 (vi du bénh viém da
di ing, bénh hen di g, viém gidc mac di tng, viém miii di utng, hdi ching Omenn, bénh
x0 cimg hé théng, va bénh manh ghép chdng lai vat chi); 1i loan lién quan dén lympho
bao Thl (vi dy, bénh viém da khop dang thép, bénh xo cing rai rac, bénh vay nén, hoi

chimg Sjorgren, bénh viém tuyén giap Hashimoto, bénh Grave, bénh xo gan mit nguyén
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phat, bénh u hat Wegener, va bénh lao); réi loan lién quan dén lympho bao B dugc hoat
héa (vi du, bénh luput ban d6 hé théng, hdi chimg Goodpasture, bénh viém da khép dang
thip, va bénh d4i thio dudng typ I); va bénh viém gan man tinh, bénh Addison, bénh
viém phé nang di tng, phan Umg di tng, bénh viém mii di tng, hdi ching Alport, hdi
ching phan vé, Bénh viém cot séng dinh khép, hoi chimg khéng phospholipit, bénh
khép, bénh giun diia, bénh do ndm Aspergillus, bénh di tng, bénh viém da di tng, bénh
viém miii di Gng, bénh Behcet, bénh phdi Bird-Fancier, bénh hen phé quan, hoi chimg
Caplan, bénh co tim, bénh Celiac, bénh Chagas, bénh viém tiéu cdu than man tinh, hoi
chimg Cogan, bénh ngung két t lanh, bénh nhiém rubella bdm sinh, hdi ching CREST,
bénh Crohn, bénh mau chira nhiéu cryoglobulin, hi ching Cushing, bénh viém bi co,
bénh luput hinh dia, hdi chimg Dresser, hdi ching Eaton-Lambert, bénh nhiém '
Echovirut, béhh viém ndo va day cot sc‘-)ng,”bénh ly vé mét do ndi tiét, bénh nhiém virut
Epstein-Barr, bénh phéi Equine Heaves, bénh ban do, hdi ching Evan, hdi ching Felty,
bénh dau co, bénh viém thé mi Fuch, bénh viém da day teo, kich ing da day-rudt non,
bénh viém dféng mach t& bao 16n, bénh viém than tidu ciu, hdi ching Goodpasture, bénh. .
do céy ghép vat chu, bénh Graves, bénh Guillain-Barre, bénh vi€ém tuyén giap
Hashimoto, bénh thiéu méu tan mau, ban xuét huyét Henoch-Schonlein, chiing teo
thuong than tu phat, bénh xo héa phdi tir phat, bénh than IgA, bénh viém rudt, bénh dai
thao duong phu thudc insulin, bénh khép & vi thanh nién,bénh dai thdo duong & vi thanh
nién (Typ I), hdi ching Lambert-Eaton, viém méng ngua, bénh liken phéng, bénh viém
gan do luput, ching giam lympho bao do luput, bénh Meniere, bénh mo lién két hdn hop,
bénh xo cing rai rac, bénh nhuge co ndng, bénh thiéu mau 4c tinh, hoi chimg da tuyén,
bénh sa st tri tué trude tudi gia, bénh thiéu hut globulin nguyén phét, bénh xo gan mat
nguyén phat, bénh vay nén, bénh viém khép vay nén, hién tuong Rayhauds, hién tugng
say thai tai dién theo dinh ky, hdi chitng Reiter, chimg sdt do bénh viém da khép dang
thip, bénh viém da khép dang thép, hdi chimg Sampter, bénh sén méng, hoi ching
Schmidt, bénh cing da, hoi ching Shulman, hdi ching Sjorgen, héi chimg Stiff-Man,
bénh viém mét giao cam, bénh luput ban dé hé théng, bénh viém dong mach Takayasu,
bénh viém dong mach thai duong, bénh viém tuyén giap, ching giam tiéu ciu, bénh ting
ning tuyén giap, ching hoai thugng bi do nhiém doc, chiing khang insulin typ B, bénh
dai thao duong typ I, bénh loét do viém rudt két man, bénh viém mang mach nho, bénh

bach bién, bénh macroglobulin huyét va bénh u hat Wegener.
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Céac khang thé min dich dic hidu d6i véi khang nguyén cla té€ bao déng vai tro
trong viéc san sinh cic khang thé tuy mién c6 thé thu dugc bing phuong phap bat ky da
biét dbi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh v nay nhu, vi dy, k§ thuat tdng hop
héa hoc hodc bidu hién tai td hop. Vi du vé cac khang thé tr mi&n bao gbm, nhung khéng
chi gi¢i han 6, khang thé khang nhan; khang ds ADN; khang ss ADN, Khéng thé IgM,
IgG khang cardiolipin; khang thé IgM khang phospholipit, IgG; khang thé khang SM;
khang thé khang ty thé; khang thé & tuyén giap; khang thé & vi lap thé; khang thé
thyroglobulin; khang SCL-70; khang Jo; khdng UIRNP; khang La/SSB; khang SSA;
khéang SSB; khang thé khang té bao vach; Khéang histon; khang RNP; C-ANCA; P-
ANCA; khang tdm d6ng; khang Fibrillarin, va khang khéng thé GBM.

Theo phuong 4n khac, khang thé cia thé tiép hop duqc‘chét theo sang ché co thé
1a khéng thé gén két vdi ca thu thé 14n phirc hop thy thé duoc biéu hién trén lympho bio
da dugc hoat hoa, nhu khang thé c6 lién quan dén bénh tu mién. Thu thé hodc phiic hop
thu' thé ¢6 thé bao gdm thanh vién thudc siéu ho gen globulin mién dich, thanh vién thuc
siéu hoc thu thé TNF, integrin, intoleukin, thu thé xytokin, thu thé chemokin, protein
twong hop md chinh, lectin, hodc protein kiém soét bd tro. Vi du khong gidi han vé céc
thanh vién thudc siéu ho globulin mién dich thich hop 1a CD2, CD3, CD4, CD5, CDS,
CD13, CD19, CD22, CD28, CD79, CD90, CD152/CTLA-4, PD-I, va ICOS. Vi du khong
giéi han vé& cic thanh vién thudc siéu ho thu thé TNF thich hop 1a CD27, CD40,
CD95/Fas, CD134/0X40, CD137/4-1BB, TNF-Rl, TNFR-2, RANK, TACI, BCMA,
osteoprotegerin, Apo2/TRAEL-RI, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRABL-R4, va APO-3. Vi
du khong giéi han vé cac integrin thich hop 1a CDI Ia, CDIIb, CDlIc, CD18, CD29,
CD41, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49¢e, CD49f, CD103, va CD104. Vi du khong
gi6i han vé céc lectin thich hop 1a C-type, S- type, va I-type lectin.

Khéng thé gin két dich phan tir hodc khang nguyén lién quan, vi du, khang nguyén
ErbB2, 1a khang thé c6 kha ning gén két khang nguyén véi 4i luc du sao cho khéng thé
nay la hiru ich trong viéc huéng dich té bao biéu hién khang nguyén. Trong d6 khang thé
nay 1a khang thé gin két ErbB2, tot hon néu né gin két ErbB2 trai véi cac thu thé ErbB
khac, va c6 thé 1a khang thé khong phan tmg chéo mot cach dédng ké véi cac protein khac
nhu EGFR, ErbB 3 hodc ErbB4. Trong cac phuong an nady, viéc mé rong kha ndng gin
két cua khang thé véi cac protein khong phai ErbB2 (vi du, bé mit té bao gin két véi thu

thé noi sinh) nhé hon 10% khi dugc x4c dinh bang phan tich sip xép t& bao da hoat héa
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phat huynh quang (fluorescence activated cell sorting - FACS) hodc két tia mién dich
phong xa (radioimmunoprecipitation RIA). Doi khi, khang thé khang ErbB2 khong phan
-ung chéo mot cach dang ké véi protein neu cua-chudt, vi du, nhu dugc mo ta trong

Schecter et al., Nature 312:513 (1984) va Drebin et al., Nature 312:545-548 (1984).

Theo phuong 4n khac, khang thé cua thé tiép hop dugc chit hoic dich theo séng
ché c6 thé dugce chon tir khang thé hoic dich trong bang duéi ddy. Cac khang thé nhu vay
c6 tinh mién dich dic hiéu dbi v6i khang nguyén dich va c6 thé thu duoc trén thi trudng
hogic dugc san sinh béi phuong phap bat ky da biét trong linh vuc nay nhu, vi dy, phuong
phép biéu hién tai t6 hop.

Béng 1. Cac khéang thé don dong c6 tac dung didu tri

Tén Tén thuong mai Dich
3F8 GD2
8H9 B7-H3
Abagovomab CA-125 (gia dinh)
Abciximab ReoPro CD41 (integrin alpha-IIb)
Actoxumab Clostridium difficile
Adalimumab Humira TNF-a
Adecatumumab EpCAM
Afelimomab TNF-a
Afutuzumab CD20
Alacizumab pegol VEGFR2
ALD518 IL-6
Alemtuzumab Campath, MabCampath CD52
Alirocumab NARP-1
Altumomab CEA
Amatuximab mesothelin
Anatumomab TAG-72
Anifrolumab thu thé intoferon o/
Anrukinzumab IL-13
Apolizumab HLA-DR B-chain
Arcitumomab CEA-Scan CEA
Aselizumab L-selectin (CD62L)
Atinumab RTN4
Atlizumab (= tocilizumab) Actemra, RoActemra Thu thé IL-6
Atorolimumab Yéu t6 Rhesus
Bapineuzumab dang tinh bt beta i
Basiliximab Simulect D25 (chuot e thy the IL-
Bavituximab , phosphatidylserin
Belimumab Benlysta, Lympchuat-B BAFF
Benralizumab CD125
Bertilimumab CCL11 (eotaxin-1) ]
Besilesomab Scintimun khéng ngu yz%gen quan den
Bevacizumab Avastin VEGF-A
Bezlotoxumab Clostridium difficile
Biciromab FibriScint fibrin II, chudi beta

-105-




26474

Bimagrumab ACVR2B
Bivatuzumab CD44 v6
Blinatumomab CD19
Blosozumab SOST
Brentuximab CD30 (TNFRSF8)
Briakinumab IL-12, 1L-23
Brodalumab IL-17
Canakinumab Ilaris IL-1beta
Cantuzumab MUC-1
Caplacizumab VWF
Capromab té bao ung thlf bié}l md & tuyén
tién liét
_ Carlumab MCP-1
Catumaxomab Removab EpCAM, CD3
CC49 TAG-72
Cedelizumab CD4
Certolizumab pegol Cimzia TNF-a
Cetuximab Erbitux EGFR
" Ch.14,18 Disialogangliosit (GD2)
* Citatuzumab EpCAM
Cixutumumab Thu thé IGF-1
Clazakizumab Oryctolagus cuniculus
Clenoliximab CD4
Clivatuzumab MUCI1
Conatumumab TRAIL-R2
Concizumab TFPI
CR6261 cim A hemagglutinin
Crenezumab 1-40-B-amyloid
Dacetuzumab CD40
Daclizumab Zenapax CD25 (chudi (; )cﬁa thu thé IL-
Dalotuzumab thy the yéu 10 smh t_ruc’mg I
trong tu insulin
Dachugtumumab CD38 (ADP 1:iboza hydrolaza
vong)
Demcizumab DLL4
Denosumab Prolia RANKL
Detumomab Té bio u bach huyét B
Dorlimomab chura biét
Drozitumab DRS5
Duligotumab HER3
Dupilumab L4
Dusigitumab ILGF2
Ecromeximab GD3 gangliosit
Eculizumab Soliris C5
Edobacomab ndi doc tb
Edrecolomab Panorex EpCAM
Efalizumab Raptiva LFA-1 (CDl1a)
Efungumab Mycograb Hsp90
Eldelumab Prot(?in duogc cam ung bdi
intoferon gamma
Elotuzumab SLAMEF7
Elsilimomab IL-6
Enavatuzumab Thu thé TWEAK
Enlimomab pegol ICAM-1 (CD54)
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Enokizumab L9
Enoticumab DLL4
Ensituximab SAC
Epitumomab episialin
Epchudtuzumab LymphoCide CD22
Erlizumab ITGB2 (CD18)
Ertumaxomab Rexomun HER2/neu, CD3
Etaracizumab Abegrin integrin 0,83
Etrolizumab integrin a; B,
Evolocumab PCSK9
Exbivirumab khing ngu.}:én bé m3t & bénh
viém gan B
Faralimomab thu thé intoferon
~ Farletuzumab thu thé folat 1
Fasinumab HNGF
FBTAOS Lymphomun CD20
_Felvizumab virut hdn bao & dudng hd hap
Fezakinumab 1L.-22
Ficlatuzumab HGF
Figitumumab Thu thé IGF-1
Flanvotumab glycoprotein 75
" Fontolizumab HuZAF IFN-y
Foralumab CD3 epsilon
Foravirumab virut glycoprotein gay bénh dai
Fresolimumab TGF-B
Fulranumab NGF
Futuximab EGFR
Galiximab CD80
Ganitumab IGF-1
Gantenerumab dang tinh bt beta
Gavilimomab CD147 (basigin)
Gemtuzumab CD33
Gevokizumab 1L-18
Girentuximab Rencarex cacbonic anhydraza 9 (CA-IX)
Glembatumumab GPNMB
Golimumab Simponi TNF-a
~ Gomiliximab CD23 (thu thé IgE )
GS6624 lysyl oxidaza tuong tu 2
Guselkumab IL13
Ibalizumab CD4
Ibritumomab CD20
Icrucumab VEGFR-1
Igovomab Indimacis-125 CA-125
Imciromab Myoscint myosin ¢ tim
Imgatuzumab EGFR
Inclacumab selectin P
Indatuximab SDC1
Infliximab Remicade TNF-a
Inolimomab CD25 (chudi c; )cﬁa thu thé IL-
Inotuzumab CD22
Intetumumab CD51
Ipilimumab Yervoy CD152
Iratumumab CD30 (TNFRSF8)
Itolizumab CD6
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Ixekizumab IL-17A
Keliximab CD4
Labetuzumab CEA-Cide CEA
Lambrolizumab PDCD1
Lampalizumab CFD
Lebrikizumab IL-13
Lemalesomab NCA-90 (khkéng nguyén bach
cau hat)
Lerdelimumab TGF beta 2
Lexatumumab TRAIL-R2
Libivirumab khang ngu'):én bé mit & bénh
viém gan B
Ligelizumab IGHE
Lintuzumab Smart M 195 CD33
Lirilumab KIR2D
Lodelcizumab PCSK9
Lorvotuzumab CD56
Lucatumumab CD40
Lumiliximab CD23 (thu thé IgE)
Mapatumumab TRAIL-R1
Margetuximab ch4D5
Maslimomab Thu thé t& bao T
Matuzumab EGFR
Mavrilimumab thu thé GMCSF chudi a
Mepolizumab Bosatria IL-5
Metelimumab TGF beta 1
Milatuzumab CD74
Minretumomab TAG-72
Mitumomab GD3 gangliosit
Mogamulizumab CCR4
Morolimumab Yéu t6 Rhesus
Motavizumab Numax virut hdn bao & duong ho hip
Moxetumomab CD22
Muromonab-CD3 Orthoclone OKT3 CD3
Nacolomab Khéng nguyén C242
Namilumab CSF2
Naptumomab 5T4
Narnatumab RON
Natalizumab Tysabri integrin o4
Nebacumab ndi doc t6
Necitumumab EGFR
Nerelimomab TNF-a
Nesvacumab angiopoietin 2
Nimotuzumab Theracim, Theraloc EGFR
Nivolumab IgG4
Nofetumomab ?
Ocaratuzumab CD20
Ocrelizumab o CD20
Odulimomab LFA-1 (CDl11a)
Ofatumumab Arzerra CD20
Olarattumab PDGF-R a
Olokizumab IL6
Omalizumab Xolair IgE Fc region
Onartuzumab thu thé kinaza cﬁ‘a'yéu tb tan
xa ngudi
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Oportuzumab EpCAM
Oregovomab OvaRex CA-125
Orticumab oxLLDL
Otelixizumab CD3
Oxelumab 0X-40
Ozanezumab NOGO-A
Ozoralizumab Lama glama
Pagibaximab axit lipoteichoic
Palivizumab Synagis, Abbosynagis Protein gugﬁlgvﬁgu;ggn bao &
Panitumumab Vectibix EGFR
Panobacumab Pseudomonas aeruginosa
Parsatuzumab EGFL7
Pascolizumab IL-4
Pateclizumab LTA
Patritumab HER3
_Pemtumomab Theragyn MUCI1
Perakizumab IL17A
Pertuzumab Omnitarg HER2/neu
Pexelizumab C5
Pidilizumab PD-1
Pinatuzumab CD22
Pintumomab khang nguyén. ;adengbénh ung
thu bi€éu mda
Placulumab TNF nguoi
Polatuzumab CD79B
Ponezumab beta-amyloid ngudi
Priliximab CD4
Pritoxaximab doc to E. coli shiga typ-1
Pritumumab vimentin
PRO 140 CCR5
Quilizumab IGHE
Racotumomab Axit N-glycolylneuraminic
Radretumab Mién ngoai bao fibronectin B
Rafivirumab virut glycoprotein giy bénh dai
Ramucirumab VEGFR2
Ranibizumab Lucentis VEGF-A
Raxibacumab 8o 16 anthra3<, kl}éng nguyén
bao vé
Regavirumab cytome galovirgt glycoprotein
Reslizumab IL-5
Rilotumumab HGF
Rituximab MabThera, Rituxan CD20
Robatumumab Thu thé IGF-1
Roledumab RHD
Romosozumab scleroscin
Rontalizumab IFN-a
Rovelizumab LeukArrest CD11, CD18
Ruplizumab Antova CD154 (CD40L)
Samalizumab CD200
Sarilumab IL6
Satumomab TAG-72
Secukinumab IL-17A
Seribantumab ERBB3
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Setoxaximab E. coli shiga dbc 16 typ-1
Sevirumab cytomegalovirut
Sibrotuzumab FAP
Sifalimumab IFN-a
Siltuximab IL-6
Simtuzumab LOXL2
Siplizumab CD2
Sirukumab IL-6
Solanezumab dang tinh bdt beta
Solitomab EpCAM
Sonepcizumab sphingosine-1-phosphat
Sontuzumab episialin
Stamulumab myostatin
Sulesomab LeukoScan NCA-90 (khang nguyén bach
cau hat)
Suvizumab HIV-1
Tabalumab BAFF
Tacatuzumab alpha-fetoprotein
Tadocizumab integrin oyp,Ps
Talizumab IgE
Tanezumab NGF
Taplitumomab CD19
Tefibazumab Aurexis yéutd kéttu A
Telimomab chua biét
Tenatumomab tenascin C
Teneliximab CD40
Teplizumab CD3
Teprotumumab CD221
TGN1412 CD28
Ticilimumab
(= tremelimumab) CTLA-4
Tigatuzumab TRAIL-R2
Tildrakizumab 1L.23
TNX-650 IL-13
Toralizumab CD154 (CD40L)
Tositumomab Bexxar CD20
Tovetumab CD140a
Tralokinumab IL-13
Trastuzumab Herceptin HER2/neu
TRBSO07 Ektomab GD2
Tregalizumab CD4
Tucotuzumab EpCAM
Tuvirumab virut gdy bénh viém gan B
Ublituximab MS4A1
Urelumab 4-1BB
Urtoxazumab Escherichia coli
Ustekinumab Stelara IL-12, IL-23
Vantictumab Frizzled thu thé
Vapaliximab AOC3 (VAP-1)
Vatelizumab ITGA2
Vedolizumab integrin o4,
Veltuzumab CD20
Vepalimomab AOC3 (VAP-1)
Vesencumab NRP1
Visilizumab Nuvion CD3
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Volociximab integrin asp;
Vorsetuzumab CD70

Votumumab HumaSPECT khéng nguyén CTAA16.88

cua khdiu
Zalutumumab HuMax-EGFr EGFR
Zanolimumab HuMax-CD4 CD4
Zatuximab HERI1

Ziralimumab CD147 (basigin)

Zolimomab CD5

Ngoai c4c khang thé néu trén, khang thé ciia thé thé tiép hop dugc chit khang theo
sang ché c6 thé 1a Vitaxin, 1a khéng thé nhan tao dé diéu tri bénh sacém; Smart IDIO 13
khang thé khang HLA-DR nhan tao d& diéu tri u bach huyét khéng phai dang Hodgkin;
Oncolym Ia khéng thé khéang HLA-DrlO ciia loai ggm nhdm dugc danh du phéng xa dé
diéu tri u bach huyét khéng phai dang Hodgkin; va Allomune 14 khang thé don dong
khang CD2 nhan tao dé diéu trj bénh darig Hodgkin hodc u bach huyét khong phai dang
Hodgkin.

Khang thé cta thé tiép hop dugc chit theo sang ché ciing c6 thé 1a doan khang thé
bat ky da biét dé didu tri bénh bét ky, t5t hon néu bénh ung thu. Tiép theo, cac doan
khang thé nay c6 tinh mién dich dic hiéu déi voi khang nguyén dich va c6 thé thu duoc
trén thi trudng hodc dugc san sinh bing phwong phap bt ky da biét trong linh vuc nay
nhu, vi du, phwong phap biéu hién ti t6 hop. Vi du vé cac khang thé ¢6 sn nhu vy bao

gbm khang thé bét ky dugc néu trong bang sau.

Bang 2. Céc doan khang thé don dong c6 tac dung diéu tri

Loai/dang doan khang thé Tén thuong mai Pich
Fab/kham (alf{cei;g;‘;b) GplIb/gplla
Fab/ctru CroFab Noc ran
Fab/clru DigiFab Pigoxin
Fab/ctru Digibind Digoxin
Fab/chudt nhét CEA-scan CEA
i (arcitumomab)
Lucentis
Fab/nhén tao (ranibizumab; VEGF
Rhu-Fab)

Fab/nhén tao Thromboview D-dime
Fab-PEG CDP791 VEGF
Fab-PEG CDP870 TNF-a,

Fab/nhan tao dc hidu kép MDX-H210 C%egf/g;glf‘l)
(fc‘;z;l;i%iﬁo Pexelizumab C5 bd tro

(ScFv), dugc dung hop v{yi CC49 TAG-72

streptavidin cta chugt nhat khang nguyén
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Panbénh ung thu biéu
moa
ScFv dugc dung hop véi B-
lactamaza SGN-17 khéang nguyén P97
nguoi
ScFv duoc dung‘ t_xgp voi PEG Iii);gg; I:::éGn Her2
nguoi dich
Khang thé chira hai méanh
globulin mién dich
(Ve Vi) C6,5K-A Her2/Neu
nguoi
Khang thé chira hai manh
globulin mién dich L19 Mién EDB ctia
(Vg-Vo), L19-yIFN fibronectin
nguoi
Khéng thé chira hai manh
globulin mién dich '
(VL-YH.)z T84.66 CEA
nguoi
Khang thé c6 kich ¢& nho
(SCFV-,CH3)2
kham ctia loai gam nhAm-ngudi T84.66 CEA
(khang thé c6 kich ¢ nho)
Khang thé c6 kich ¢& nho
Kham ctia loai gagm nhdm-ngudi 10H8 Her2
(khéng thé c6 kich ¢& nhd)
S.F, dime Fc
(ScFv)Z'Fc
Kham ctia loai gam nham-ngudi T84.66 CEA
(khang thé c6 kich ¢& nho)
DPac hiéu kép scFv
(Vi-Vg-Vg-Vi) 28M CD28 va MAP
chudt nhit
scFv dac hiéu kép
(V1-Vu-Vg-Vp) BiTE MT103 CD19 va CD3
chua rd ngudn gbc :
scFv dac hiéu kép
(V1-Vg-Vg-V1) BiTE Ep-CAM va CD3
chua r5 ngudn gbc
Khang thé chira hai manh
globulin mil;é'nA diCIIl tandem dic Tandab CD19 & CD3
iéu kép
(VH-VL- VH -VL) (chudt nhit)
Thé dung hc_w:p VhH-P-lactamaza Thé nano CEA
cuda lac da
Dab/ngudi KhéngTNFa dAb TNFa
VhH/lac da Thé nano TNFa
Yéu t6 Von
VhH/lac da Thé nano Willebrand

(Holliger & Hudson, Nature Biotechnology, 2005, 9, 23).
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Theo céc phuong an uu tién, khang thé trong thé tiép hop dugc chit theo sang ché
c6 thé gin két vai thy thé da duoc ma héa béi gen ErbB. Khang thé nay c6 thé gin két
d3c hidu véi thu thé ErbB dugc chon tir EGFR, HER2, HER3 va HER4. Tét hon néu
khang thé trong thé tiép hop dugc chit c6 thé Gan két dac hiéu v6i mién ngoai bao cia
thu thé HER?2 va trc ché su phat trién cia céc té bao cia khdi u biéu hién qua muc thu thé
HER2. Khang thé cia thé tiép hop duoc chit c6 thé 1a khang thé don dong, vi du khéng
th8 don dong cia lodi gim nhém, khang thé thé kham, hoic khang thé nhan tao. Tét hon
néu khang thé nhan tao nay c6 thé 13 huMAb4DS5-1, huMAb4D5-2, huMAb4DS5-3,
huMAb4D5-4, huMAb4D5-5, huMAb4D5-6, huMAb4D5-7 hodc huMAb4DS-8
(Trastuzumab), dic biét t6t hon néu Trastuzumab. Khang thé nay ciing c6 thé doan khang

thé, vi du, doan Fab.
Cac khang thé dugc wu tién khac bao gom:

(i) Khang thé khang CD4. Khang thé cua thé tiép hop dugc chét co thé 1a khang
thé don dong, vi du, khang thé don dong cua loai gdm nhim, khang thé thé kham, hoac
khang thé nhén tao;

(ii) Khang thé khang CD5. Khang thé cta thé tiép hop dugc chét c6 thé 1a khang
thé don dong, vi du, khang thé don dong cua loai gdm nhim, khang thé thé kham, hoic
khang thé nhan tao;

(iii) Khang thé khang CD13. Khéang thé ctia thé tiép hop dugc chét c6 thé 1 khang
thé don dong, vi du, khang thé don dong cua loai gdm nhém, khang thé thé kham, hodc
khang thé nhan tao; va

(iv) Khang thé khang CD20. Khang thé cua thé tiép hop dugc chét c6 thé 12 khang
thé don dong, vi du, khang thé don dong cua loai gim nhim, khang thé thé kham, hoic
khang thé nhan tao. Tét hon néu khang thé nhan tao ndy la Rituximab hodc khang thé
doan cua no, vi du, doan Fab.

Quy trinh didu ché thé thé tiép hop duoc chit-khang thé

Thé tiép hop dugc chét-khang thé theo sing ché c6 thé dugc didu ché theo k¥
thuat da biét trong linh virc nay. C4c quy trinh tao tiép hop cac gbc chira it nhit mét vi tri
gin két khang nguyén ctia cic khang thé nhu cac khang thé véi nhidu dugc chit khac

nhau bang céach sir dung cac quy trinh khac nhau da dugc md ta va néu trén trong, vi duy,
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W02004/010957, W0O2006/060533 va W0O2007/024536, ndi dung cia chung dugc dua
vao trong ban mé ta niy bing cach vién din. C4c quy trinh niy bao gbm viéc sir dung
- nhém lién két c6 nguén géc tr dugc chét, doc t6 hodc nuclit phéng xa theo cach sao cho
n6 c6 thé dugc gin vao gbe sau d6 nhur khang thé. Viéc gan vao gbc nay nhu khang thé
thuong dugce thuc hién b%mg mot trong ba cach: qua nhém thiol tr do & xystein sau khi
khir mot phin nhém disulfua & khang thé nay; qua nhém amino ti do & lysin & khang thé
ndy; va qua nhém hydroxyl tw do & serin va/hodc threonin & khéng thé nay. Phuong phép
gén két thay dbi tiry thudc vao vi tri gén trén gbc nhu khang thé. Qua trinh tinh ché thé
tiép hop khang thé-dugc chét bing phuong phap sic ky loai c& (SEC) ciing dugc md ta
[xem, vi dy, 4n phim: Liu et al., Proc. Natl. Acad. Set (USA), 93: 8618-8623 (1996), va
Chari et al., Cancer Research, 52: 127-131 (1992)].

Nhu luu ¥ trén déy, duge chét hiru ich cia thé tiép hop dugc chit theo sang ché 1a
cac d?m xuét dihydropyran-2-on va tetrahydropyran-2-on da dugc bdc 10 hodc la nam
trong pham vi ciia s6 W02007/144423 va W02009/080761, ndi dung ciia chiing dugc
dua vao trong ban md ta ndy bang cach vién din. Céc hop chét nay dugc téng hop theo

cac quy trinh duge mo ta va 1y 1am vi du trong nay.

Nhu lwu ¥ trén ddy, sang ché dé cap dén quy trinh diéu ché thé tiép hop dugc chét
theo khia canh thir nhét ciia sang ché bao gdm budc tao tiép hop clia gbc Ab chira it nhét
mot vi tri gén két khang nguyén va dugc chit D c6 cong thirc (I), cong thirc (Ia) hodc

cong thirc (Ib), Ab va D 1a nhu dugc xé4c dinh theo khia canh thir nhit ctia sang ché.

Vi du v& quy trinh diéu ché thé tiép hop dugc chit theo sang ché bao gbm budc
didu ché thé tiép hop dugc chit-khang thé c6 cong thirc (G) hoic cong thire (H) theo sang

ché 1a nhu sau:

0 S—Ab
0 o)

A~

©

D o NH-(CH2)16-NH
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0 0
,(CHy)s. 0 S-Ab
D—O)LHN (CH2)q G\NJ\O/\@ o} Ry O
Ry; O o)
H)

quy trinh nay bao gdm cac buéc sau:

(i) cho dugc chit (D) c6 cong thirc (Ia)-H:

trong d6 cac phan tir thé trong dinh nghia ciia (Ia) 12 nhu duge x4c dinh néu trén,
phan Gng véi hop chét c¢6 cong thire X,-C(0)-X; trong d6 X; va X, 1a nhém doi chuyén
dé thu dugc hop chat c6 cong thic (B):

va diém gin két cia gbc -(C=0)X; 1a nhém hydroxyl tu do dugc gin vao cing

mdt nguyén tir cacbon 1a Ryg’.

(i) cho hop chit c6 cong thitc (B) thu duge & budce (i) phan Gng véi diamin ¢
cong thire H,N-(CH,);.¢NH, d& thu dugc hop chét c6 cong thirc (C):

(0]

D—0O NH-(CH2)16-NH2
©
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(iii) cho hop chét c6 cong thirc (C) thu dugc & budc (ii) phan g véi hop chét co
cdng thuac (D’):

O,N. :
ojLo o Rz O ©
AQ\N&HYCZNJ\N\/D
H R 0 H 0
23

D)
dé thu dugc hop chit c6 cong thirc (F):
o 0
,(CH2)4. o}
D—O)LHN (CHy)4 S\N/U\o O ., Rm O \
: N )J\/\/\/N
N \H)\N
H Rys O H 0

()
hodc
cho hop cht c6 cong thic (C) thu dwgc & buéc (ii) phan ang véi N-
hydroxysucxinimit este ciia axit 6-maleimidohexanoic dé thu dugc hop chét c6 cong thirc
(B):

]

D_oi J\/\/v " )

NH-(CH2)1.6-NH

(B)
(iv) Khir mot phdn mét hodc nhidu lién két disulfua & khang thé nay can tao tiép

hop dé tao ra khang thé Ab-SH da khir ¢6 nhém thiol tur do:

Ak Khu ~  AbSH

- 8 - & -
lien ket disulfua

S
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(v) phén Umg cta khing thé Ab-SH da khir mot phan c6 nhom thiol tur do vé6i hop
chét ¢6 cong thire (E) hodc (F) thu duge & bude (iv) dé tao ra 1an lugt thé tiép hop dugce

chét-khang thé c6 cong thirc (G) hogic cong thirc (H) mong mudn:

0 S—Ab
Q 0
/\k )J\/\/\/ §
D—0 NH-(CH)1.5-NH
0
(&)
0 0
S—Ab
,(CHy) 0
b-d HN 216\N)j\ /\O\ 0 Ry» O
" H J\/\/\/N
YY)
Ras O o
(H)

Tét hon néu hop chét c6 cong thirc X,-C(0)-X; dugc cho phan {mg véi duge chét
(A) ¢ budce (i) 1a 1,1°carbonyldiimidazol.

Tét hon néu diamin & bude (i) c6 cong thire NH,-(CH,),4-NH,, va tbt hon nita

néu né 1a propylen-1,3-diamin.

Theo mdt phuong an uvu tién cua quy trinh nay, hop chét trung gian (C) dugc cho
phéan tng véi hop chét c6 cong thirc (D) trong d6 Ry; 1a -(CH,);-NH-CO-NH, va Ry, 1a
isopropyl.

Theo mét phuong an vu ti€n khac cia quy trinh nay, khang thé nay duoc chon tir
Trastuzumab, Rituximab, khang thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé
khéang CD13 hodc phe‘in c6 hoat tinh mién dich cia chung, hoic né dugc chon tir
Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4, hodc ph?m c6 hoat tinh mién dich cua
ching, va tot nhit néu Trastuzumab hodic phén c¢6 hoat tinh mién dich cta né; hoic né

duge chon tir khang thé khang CD5 va khéng thé khang CD13, hoic phin c6 hoat tinh
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mién dich ctia chung, va t6t nhit néu khang thé khang CD13 hoic phan c6 hoat tinh mién
dich cia n6. Ngoai ra, qua trinh khir mét ph?m khéang thé don dong nay dugc thuc hién
bang cach st dung tris[2-carboxyetyl]phosphin hydroclorua (TCEP).

Vi du khac vé quy trinh didu ché thé tiép hop dugc chét-khang thé theo sang ché,
bao gdm budc didu ché thé tiép hop duge chét-khang thé c6 cong thirc (O) hoic cong
thie (P) 1a nhu sau:

wﬂ*cu%

quy trinh nay bao gdm:

S(CH2)13CONH(CH2)1.sNHCO——0D

H:)}1.3-NHCO—OD

(i) mot trong hai bude sau:

cho dugc chét (D) c¢6 cong thire (Ia)-H:

R1s Ro7

trong d6 cac phan tir thé trong dinh nghia ctia (Ta)-H 13 nhu duge xic dinh néu
trén, phan g véi hop chit c6 cong thirc X,-C(0)-X, trong d6 X; va X, 1a cac nhoém doi
chuyén dé thu dugc hop chét c¢6 cong thirc (B):
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0O

A

D—O0 X4
B

va diém gin két cta gdc X;(CO) 12 nhém hydroxyl tu do duge gén vao cling mot
nguyén tir cacbon 1a R;g’, hodc

(b) cho dugc chét (A) c6 cong thirc (Ta)-H niy nhu duge xac dinh néu trén phan
ung vai 4-nitro-phenylcloformat dé thu duoc hop chit c6 cong thirc (J):

]

N
)

va diém gén két ctia nhom (4-nitrophenyl)-O-CO- 14 twong tw nhu nhém d6i véi

gbc X;(CO) néu & phan (a) néu trén;
(il) mot trong hai budc sau:

(c) cho hop chét c6 cong thirc (B) thu dugc & budce (i) phan tng véi diamin c6

cong thire HyN-(CH,);.sNH, dé thu dugc hop chat c6 cong thirc (C):

(0]
D—0 NH-(CH32)16-NH2
©

va sau d6 cho hop chét cé cong thirc (C) thu dugce cho phan tng véi hop chét ¢6
cong thirc Me-S-S-(CH,);.3-CO,H dé thu dugc hop chit c6 cong thic (K)

o} o)

A

D—O NH(CH,)1sNH (CH2)13——S——SMe

X)

hodc
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(d) cho hop chét (J) thu dugc & budce (i) phan tmg véi hop chét aminoalkylthio c6
cong thire H,N-(CH,),.3SH dé thu dugc hop chit c6 cong thirc (L):

o)
o]

S——S—(CH2)13 )]\

D—O NH(CH2 )13 NH o—D

@®)

(iii) cho hop chét c6 cong thirc (K) hodc cong thie (L) thu dugc & budc (ii) phan
ung véi dithiotreitol trong cac didu kién khir disulfua dé 14n luot tao ra cac hop chat c6

cong thuc (M) va (N):

o} o

D—0O NH(CHa)+.sNH (CHp)13——gy D O NH(CH.)1 5

SH
™) ™

(iv) cho khang thé cdn tao tiép hop phan tmg véi sucxininimidyl-4-(N-

maleimidometyl)xyclohekan—l-carboxylat dé tac din xuét khang thé & mot hoic nhiéu

nhém lysin véi nhom sucxininimidyl-4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1- carbonyl:

0]
o)
Ab——N
Ab—-NH; + SMCC —— = H/U\O\/b
N
(o)

(v) cho khang thé da tao din xuét thu dugc & budce (iv) phan tmg v6i hop chit c6
cong thirc (M) hodc (N) thu dugc ¢ budce (iii) dé tao ra thé tiép hop dugc chit-khang thé

mong mudn ¢6 cdng thirc (O) hogc cong thire (P):
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o
Ab—NH
N
S(CH3)13CONH(CH,)1.,sNHCO——0D
o}
o 1
0}
Ab——NH
N
S(CHy)1.3-NHCO—O0D
®

Nhu dbi v6i quy trinh néu trén, t5t hon néu hop chét c6 cong thire X,-C(0)-X; 1a
1,1°-carbonyldiimidazol. Tuong tu, t6t hon néu hop chat diamin c6 cong thic (B) NH,-

(CHy),.4-NH,, va t8t hon nira néu propylen-1,3-diamin.

Theo mot phuong an uu tién cua sang ché, hop chét nay dugc cho phan ung véi
hop chdt c6 cong thirc (C) dé thu dugc hop chit c6 cong thic (K) ia axit 3-
(metyldisulfanyl)propanoic.

Theo mdt phuong 4n vu tién khac, hop chét aminoalkylthio dugc cho phan ung
v6i hop chit c6 cong thirc () dé thu dugc hop chét ¢ cong thirc (L) 1a 3-aminopropan-1-
thiol.

Trong d6 viée gin vao gbc duoc chit lién két duoc tién hanh qua nhém thiol tu do
& xystein sau khi khir mot phin nhém disulfua & gbc nay chia it nhit mot vi tri gin két
khang nguyén nhu khing thé don dong, qua trinh khir mot phin thudng dugc tién hanh
truGe tién bang cach pha lodng téi ndng d6 thich hop va tao dém ‘dung dich nay trude khi
khir mot phin lién két disulfua bing cach bd sung chat khir thich hop nhur tris[2-
carboxyetyl]phosphin hydroclorua (TCEP) hodc dithiotreitol (DTT). Bing cach lua chon
£ 1& thich hop cta gbc cin khir nhu khéng thé don dong va chit khir, céc diéu kién phan
ung va thoi gian khir, ¢6 thé thu duoc ty 1¢ giita thiol ty do va gbc mong mudn, vi dy, bén

nhém thiol ty do/khang thé don dong.

Géc d khir mot phin nhu khang thé don dong da khir mot phan c6 nhém thiol tur
do, dugc didu ché nhu d3 néu trén, tiép d6 dugc cho phan tmg v6i hop chit lién két véi

dugc chit theo sang ché c6 cong thirc D-X-(AA),-L; (trong d6 nhom L trong hop chét
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nay 13 nhém maleimit khong phan g véi nhém thiol). Thé tiép hop dugc chét-khang
thé thu duge duoc tinh ché bang cac cach thich hop bit ky da biét trong linh vuc nay, vi
du bing cach phuong phép sic ky loai ¢& (SEC) [xem, vi dy, Liu et al., Proc. Natl. Acad.
Set (USA), 93: 8618-8623 (1996), va Chari et al., Cancer Research, 52: 127-131 (1992)].

Theo mot phuong 4n wu tién ciia sang ché, khang thé don dong d3 khtr mot phén 1a
Trastuzumab hodc khang thé khang CD13 hoic phan c6 hoat tinh mién dich cta ching,
6t hon néu Trastuzumab hodc phi‘ln ¢6 hoat tinh mién dich cia no; hodc tdt hon néu

khang thé khang CD13 hoic phan ¢ hoat tinh mién dich ciia né.

Theo phuong 4n khéc cua sang ché, lysin & gbc nay chira it nhit mot vi tri gin két
khang nguyén nhu khang thé don dong truéc tién cé thé duoc cho phan tmg véi
sucxinimidyl-4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-carboxylat. Nhom amin ty do trén
khéang thé c¢6 thé phan tng v6i N-hydroxysucxinimit este dé tao ra khéang thé da duoc

hoat hoa bai maleimit:

. R

khing the ds dugc
hoat héa béi maleimit

SMCC

Sau d6, khang thé da dugc hoat héa bdi maleimit c6 thé dugc cho phan tng véi

hop chét c6 cong thirc D-X-(AA),-H ¢6 gdc thiol hoat dong .

Hai vi du cu thé v& c4c quy trinh diéu ché thé tiép hop duge chét-khang thé co
cong thire [D-(X)p-(AA)y-(L)-]o-Ab theo sang ché bing céach tao tiép hop bang nhém
thiol t do & xystein sau khi khir mot phin nhém disulfua & khéng thé nay va bang nh6m
amino tr do & lysin & khang thé nay sau khi hoat héa bing nhém maleimit dugc thé hién

trong cac Fig.1 va 2.
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Dugc phim chira thé thé tiép hop dugc chit-khang thé theo sang ché va st dung

dugc phdm nay

Séang ché ciing d& cap dén duoc phim chira thé tiép hop dugc chét theo sang ché
va chit mang duoc dung. Vi du vé dang ding cia thé tiép hop dugc chét c6 cong thirc
téng quét [D-(X)p-(AA)yw-(L)-],-Ab theo sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &
duong miéng, khu tri, ngoai duong ti€u hda, duéi ludi, tryc trang, 4m dao, mit va qua
miii. Puong dua thube ngoai dudng tiéu héa bao gbm tiém duéi da, tiém tinh mach, trong
co, trong xuong tc hodc ky thujt truyén. Tt hon néu ché phim dugc dugc ding ngoai
dudng tiéu héa. Dugc phim theo sang ché c6 thé dugc bao ché @ cho phép thé tiép hop
dugc chit theo sang ché c6 d6 sinh kha dung trong qua trinh sit dung dugc phim cho
dong vét, t6t hon néu ngudi. Ché phém c6 thé duge ding & dang mot hoic nhiéu don vi
lidu, trong d6 vi du, vién nén c6 thé 1a don vi lidu riéng 1&, v dd chira chira thé tiép hop

dugc chét-khang thé theo sang ché & dang khi dung c6 thé gitr nhidu don vi liéu.

Chét mang dugc dung hodc ta dugc 1dng c6 thé c6 mit, sao cho ché phém, viduy, &
dang vién nén hodc dang bdt. Chét mang co thé 1a dang 16ng, v6i ché phém, vi du, 1a sird
dung theo dudng miéng hodc dang 1éng dung dé tiém. Ngoai ra, chit mang c6 thé 13 khi,
dé tao ra ché phém khi dung hitu ich, vi du, dung dé x0ng hit. Thuat ngir “chét mang”
duogc str dung trong ban mo ta dé chi chét pha loang, chit bd trg hodc ta dugc, véi thé tiép
hop dugc chét-khéng thé theo sang ché dugc cp. Cac chit mang dwoc dung nay c6 thé 1a
dang 16ng, nhu nude va dau, bao gdm diu mé, c6 ngudn gdc dong vat, thuc vat hoic téng
hop, nhu dau lac, diu diu nanh, dau khoang, dau hat ving va céc dau tuong tu. Chét
mang co thé 12 nuéc mubi, gbm acaxia, gelatin, tinh bdt dang bot nhdo, bot talc, keratin,
silic dioxyt keo, ure, va céc loai tuong tu. Ngoai ra, chét phu tro, chit 1am &n dinh, chét
lam dac, chit 1am tron va chét tao mau cé thé dugc st dung. Theo mdt phuong 4n, khi
dugc ding cho dong vit, thé thé tiép hop dugc chit khang theo sang ché hoic ché phim
va chit mang duoc dung 13 v6 tring. Nudc 1a chét mang dugc wu tién khi thé thé tiép hop
dugc chit khang theo sang ché duoc sir dung qua dudng tiém tinh mach. Dung dich nuéce
mubi va dung dich nudc dextroza va glyxerol ciing c6 thé dugc st dung 1am cac chat
mang léng, ddc biét 1a cac dung dich dung dé tiém. Céc chit mang dugc dung thich hop
cling bao gém cac ta dugce nhu tinh bot, glucoza, lactoza, sucroza, gelatin, mach nha, bot
gao, bot mi, da phén, silicagel, natri stearat, glyxerol monostearat, bt talc, natri clorua,

stra tach kem kho, glyxerol, propylen, glycol, nuédc, etanol va the like. Ché phim theo
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sang ch€, n€u muodn, c6 the con chira céc lugng nhd chat lam am hodc chat tao nhil tuong,

hodc chit dém pH.

Khi sir dung qua dudng miéng, tét hon néu ché phdm & dang rin hoic 16ng, trong
d6 dang ban rén, ban 16ng, hdn dich va gel duoc bao ham & cic dang trong ban md ta nay

& dang ran hodc 1dng.

Pbi v6i ché phim rén dé ding qua dudng miéng, ché phidm c6 thé dugc bao ché
thanh bdt, hat, vién nén di ép, tao hat, vién nang, gdbm nhai, banh qué hodc dang tuong
tyr. Ché pham rén ﬁhu véy thudng chira mot hodc nhiéu chét pha loang tro. Ngoai ra, mot
hodc nhiéu thanh phan sau c¢6 thé c6 mit: chét két dinh nhu carboxymetylxenluloza, etyl
xenluloza, xenluloza dang vi tinh thé, hodc gelatin; cac ta dugce nhu tinh bot, lactoza hodc
dextrin, chét gdy rd nhu axit alginic, natri alginat, tinh bdt ngd va cac loai tuong tu; chét
1am tron nhu magie stearat; td dugc chay nhu silic dioXit keo; chét 1am ngot nhu sucroza
hodc sacarin; chét tao huong nhu bac ha, metyl salixilat hodc chét tao huong cam; va chét

tao mau.

Khi ché phdm & dang vién nang (vi du, vién nang gelatin), thi ngoai cAc loai chét
lidu néu trén, né c6 thé chira chit mang 1éng nhu polyetylen glycol, xyclodextrin hoidc

dau béo.

Ché phém co thé & dang 16ng, vi du, con ngot, sird, dung dich, nhii trong hoic hén
dich. Ché pham 1éng c6 thé 13 hitu ich dé diing qua dudng miéng hoidc dé phan phdi bang
cach tiém. Khi sir dung qua dudng miéng, ché phim c6 thé bao gdm mét hodc nhiéu chit
1am ngot, chét bao quan, chit nhudm/chét tao mau va chét ting cudng mui huong. Trong
ché phém dé dung béng cach tiém, mot hodc nhiéu chit hoat dong bé mit, chit bao quan,
chit thim uét, chit phan tan, chét tao hdn dich, chit dém, chit 1am én dinh va chit déng

truong ciing c6 thé dugc bao gdm.

Pudng dua thube duoc wu tién 12 duong dua thube ngoai dudng tiéu héa bao gdm,
nhung khong chi giGi han &, trong da, trong co, trong mang bung (IP), tinh mach, duéi
da, qua mili, trén mang cung, qua miii, trong ndo, trong nao thit, trong vo, trong 4m dao
hodc da. Cach ding duogc wu tién thay dbi tiy vao thdy thudc, va ciing phu thudc mét
phén vao vi tri clia tinh trang bénh 1y (nhur vi tri cia bénh ung thu). Theo mot phuong 4n
wu tién khéc, thé tiép hop duoc chit-khang thé theo sang ché dugc sir dung qua dudng

tiém tinh mach.
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Ché phdm léng theo sang ché, ma chung 1a cac dung dich, hdn dich hodc dang
tuong tu khac, c6 thé ciing bao gdm mot hoic nhiéu thanh phén sau: chét pha loing vo
tring nhu nuée ding dé tiém, dung dich nuéc mudi, t6t hon néu nudc mubi sinh 1y, dung
dich Ringer, dung dich natri clorua ding truong , diu 6n dinh nhu mono hoic digylxerit
tdng hop, polyetylen glycol, glyxerin, hodc cdc dung mdi khéc; céc chét khang khuin
nhu rugu benzylic hodc metyl paraben; va chét diéu chinh tinh truong nhu natri clorua
hodc dextroza. Ché phidm ding ngoai dudng ti€u hoéa co thé dwgc kém theo trong dng
thubc tiém, bom tiém ding ngay hodc lo da lidu bing thuy tinh, chit déo hodc chét liéu

khac. Nudc mudi sinh 1y 13 chét bd trg duge wu tién.

Luong thé tiép hop dugc chét theo sang ché 1a du dé didu tri r6i loan hodc tinh
trang bénh ly cu thé s& phu thudc \}éo ban chét ctia rbi loan hoic tinh trang bénh 1y, va ¢6
thé dugce xac dinh bing k¥ thuat 1Am sang tiéu chun. Ngoai ra, cac thir nghiém in vitro
hoic in vivo c6 thé tuy y dugce st dung dé hd tro cho viéc xac dinh khoang lidu tbi vu.
Lidu chinh x4c cin dung trong ché phdm ciing s& phu thudc vao dudng dua thubc, va
mitc d6 trAm trong cta bénh hoic r6i loan, va can dugc quyét dinh theo quyét dinh cua

thdy thubc va tinh trang ciia mdi ddi tugng bi bénh.

Ché phim chira lugng hitu hiéu cia thé tiép hop dugc chit theo sang ché sao cho
thu duoc lidu thich hop. Liéu chinh x4c cta cac hop chét phu thudc vao ché phém cu thé,
duong dua thudc, va vi tri cu thé ctia no, vat chu va bénh can didu tri, vi du bénh ung thu
va, trong truong hgp nay, loai khdi u. Cac yéu t khéac nhu tudi tac, thé trong, giéi tinh,
ché @ an udng, thoi gian ding, t6c do bai tiét, tinh trang bénh Iy ctia vét chi, dang két
hop duoc chét, tinh nhay cAm phan Ung va mirc d0 nghiém trong cia bénh lién quan.
Vi¢c dung c6 thé dugc thuc hién mot cach lién tuc hodc dinh ky trong lidu dung nap tdi
da.

Thong thuong, luong nay it nhét 13 khoang 0,01% thé tiép hop duogc chét theo
sang ché theo khéi luong ché phim. Khi sir dung qua dudng miéng, lugng ndy co thé
thay dbi nim trong khoang tir 0,1% dén 80% khdi luong ché phim. Tt hon néu ché
phim ding theo du’émg miéng c6 thé chira thé tiép hop dugc chit theo sang ché & ham

lwong ndm trong khoang tir 4% dén 50% khéi lugng.
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Tét hon néu ché phim theo sang ché duge didu ché sao cho don vi lidu ding ngoai
duong tiéu hoa chira chira thé tiép hop dugc chét theo sang ché & ham luong nim trong
~ khoang tir 0,01 % dén 2% khéi luong.

Dé sir dung qua dudng tiém tinh mach, ché phdm c6 thé thuong bao gbm tir 0,1
mg/kg dén 250 mg/kg thé trong ctia dong vit, t5t hon néu nim trong khoang tir 0,1 mg/kg
dén khoang 20 mg/kg thé trong clia dong vat, va t6t hon nira néu nim trong khoang tir 1

mg/kg dén 10 mg/kg thé trong ctia dong vat.

Thé tiép hop dugc chét theo sang ché hoic ché phim c6 thé dugc dung theo dudng
thong thuong bét ky, vi du, bﬁng cach truyén hodc tiém lidu cao, bﬁng cach hép thu qua

16p bi€u mo hodc niém mac da.

Theo cac phuong an cu thé, mong mudn c6 thé dung mot hoic nhiéu thé tiép hop
duoc chit theo sang ché hoidc ché phém khu tri & khu vue can diéu tri. Theo mot phuong
an, viéc dung co thé 1a tiém truc tiép tai vi tri (hodc vi tri trudc d6) cua bénh ung thu,

_khéi u hodc md méi bi bénh ung thu hoic bi bénh ung thu truée d6. Theo phuong 4n
khéc, viéc ding c6 thé 13 tiém truc tiép tai vi tri (hodc vi tri trude d6) xuat hién bénh ty
mién.

Viéc ding cho phdi ciing c6 thé dugce sir dung, vi du, b%ing cach stir dung may xong
hodc may phun miy, va ché phdm chira chit tao khi dung, hoic bing cach truyén dich
trong flocacbon hodc chét hoat dong bé mit téng hop ding cho phéi. Theo mot sb
phuong 4n nhét dinh, thé thé tiép hop duogc chit khang theo sang ché hoic ché phdm c6
thé dugc bao ché & dang vién dan, chia chét két dinh va chit mang quy uéc nhu

triglyxerit.

Ché phém theo séng ché co thé duogc dung ¢ dang dung dich, hdn dich, nhii twong,
vién nén, tao hat, tao hat, vién nang, vién nang chura cac chét 16ng, bot, ché phém giai
phong kéo dai, thubc dan, nhii trong, dang khi dung, dang phun xit, hdn dich, hoic dang
khac bat ky thich hop dé st dung. Vi du khac vé cac chit mang dugc dung thich hop

dugc md ta trong “Remington's Pharmaceutical Sciences” bdi E. W. Martin.

Dugc phim c6 thé duge bao ché bang cach sir dung phuong phap da biét trong
linh vuc dugc phém. Vi du, ché phém dugc du dinh dé ding bang céch tiém c6 thé dugc

bao ché bing cach két hop thé tiép hop duoc chét theo sang ché voi nudc d tao ra dung
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dich. Chét hoat dong bé& mit c6 thé duge bd sung dé tao diéu kién thuan loi cho viée tao

ra dung dich hodc hdn dich ddng nhit.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra rang thé tiép hop duoc chét va ché phim theo

sang ché dic biét 1a hiru hiéu ¢ diéu tri bénh ung thu.

Do d6, nhu d4 néu trén, khia canh thir siu clia sang ché mé ta phuong phap diéu tri
cho déi twong bi bénh c6 nhu ciu cin diéu tri, dic biét 1a ngudi, mic bénh ung thu bao
gdm budc ding cho ca thé mic bénh lugng hitu hiéu didu tri cua thé tiép hop dugc chat
hodc ché phdm theo sang ché. Khia canh thir tu cia sang ché dé cap dén thé tiép hop
dugc chét theo khia canh thir nhit cia sang ché ding d& diéu tri bénh ung thu, va t6t hon
nita néu bénh ung thu dugc chon tir bénh ung thu phéi, bénh ung thu truc trang, bénh ung
thu va, bénh ung thu biéu mo tuy, bénh ung thu than, bénh ung thu bach clu, dau thy va
u bach huyét.

Thé tiép hop dugc chit va ché phim theo sang ché 12 hitu ich dé &c ché sy khuéch
~ dai cua té bao cua khéi u hoic té bao ung thu, hoic dé diéu tri bénh ung thu & dong vat.
Do d6, thé tiép hop dugc chét va ché phdm theo séng ché c6 thé dugc sit dung trong
nhidu truong hop dé didu tri bénh ung thu & dong vét. Thé tiép hop theo sang ché bao
gdm gbc lién két véi duge chit chira it nhat mot vi tri gin két khang nguyén c6 thé duge
stt dung @& phan phdi dugc chit hogc don vi dugce chit t&i té bao cia khdi u hoic té bao
ung thu. Khong gén boi gia thuyét bat ky, theo mét phuong én, gbc nay chira it nhit mot
vi tri gén két khang nguyén clia thé tiép hop dugc chét theo sang ché gin két véi hoic
lién hop véi khang nguyén cua té bao ung thu hoic t& bao cua khéi u, va thé tiép hop
duoc chét theo sang ché c6 thé dugc hép thu bén trong té bao ciia khéi u hoic té bao ung
thu thong qua qua trinh nhap bao qua thu thé. Khang nguyén c6 thé dugc gin vao té bao
ciia khdi u hogic t& bao ung thu hodc c6 thé 1a protein nén ngoai té lién quan dén té bao
ctia khdi u hodc té bao ung thu. Ngay khi vao bén trong té bao, mot hodc nhiéu trinh ty
d3c hiéu trong don vi lién két dugc phén cht thiy phan bang mot hoic nhiéu proteaza
hodc hydrolaza lién quan dén t& bao ctia khéi u hoic té bao ung thu, din dén gidi phong
duogc chat hodc hop chét lién két voi dugce chét. Sau d6, dugce chét hodc hop chét lién két
v6i duge chit da dugc giai phong duge di chuyén tu do trong té bao va tao ra hoat tinh
gdy doc té€ bao. Theo phuong 4n khéc, dugc chét hodc don vi dugc chit dugc phén giai ra
khoi thé tiép hop duoc chét theo sang ché nim ngoai té bao cia khéi u hozc t& bao ung

thu, va sau d6, dugc chit hodic hop chit lién két v6i dugc chit thdm vao té bao.
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Theo mdt phuong an, gc nay chira it nhit mot vi tri gin két khang nguyén gin két
v6i té bao ciia khéi u hodc t& bao ung thu. Theo phuong 4n khéc, gdc nay chira it nhit
mdt vi tri gin két khang nguyén gin két véi té bao cia khdi u hodc khang nguyén cuia té
bao ung thur ndm trén bé mit té bao cta khdi u hoic té bao ung thu. Vin theo phuong 4n
khac, gbc nay chira it nhit mot vi tri gfn két khang nguyén gin két véi té bao ctia khbi u
hogc khang nguyén cia t€ bao ung thu 13 protein nén ngoai bao lién quan dén té bao cia

khéi u hoic té bao ung thu.

Tinh dic hiéu cta gbc nay chira it nhit mot vi tri gin két khang nguyén dbi véi té
bao cta khdi u hoidc té bao ung thu cu thé c6 thé 13 quan trong dé xac dinh cac khéi u
hodc bénh ung thu can duge diéu tri mot cach hiéu qua nhét. Vi du, thé tiép hop duoc
chét theo séng ché c6 don vi Trastuzumab co thé 13 hiru ich dé didu tri bénh ung thu biéu
mo6 duong tinh véi khang nguyén bao gdm bénh ung thu bach cdu, bénh ung thu phdi,
bénh ung thu rudt két, u bach huyét- (vi du, bénh dang Hodgkin, u bach huyét khong phai
dang Hodgkin), cac khdi u rin nhu, bénh sacom va bénh ung thu biéu mé, da u tay, bénh
ung thu than va u melanin. Tét hon néu bénh ung thu c6 thé 14 bénh ung thu phdi, bénh
ung thu truc trang, bénh ung thu vi, bénh ung thu biéu mo tuy, bénh ung thu than, bénh
ung thu bach cau, da u tiy, u bach huyét hodc bénh ung thu buéng trung. Vi du, thé tiép
hop duge chét theo séng ché c6 don vi Rituximab c6 thé 1a hitu ich dé diéu trj cac khdi u
biéu hién CD-20 nhu bénh ung thu mau bao g?)m bénh bach ciu va u bach huyét. Vi du,
thé tiép hop dugc chét theo sang ché c6 don vi khang thé khang CD4 c6 thé 13 hitu ich dé
diéu tri cac khdi u biéu hién CD-4 nhu bénh ung thu miu bao gém u bach huyét. Vi du,
thé tiép hop dugc chét theo sang ché c6 don vi khang thé khang CDS5 c6 thé 13 hitu ich dé
didu tri c4c khéi u bidu hién CD-5 nhu bénh ung thu mau bao gdm bénh bach ciu va u
bach huyét. Vi du, thé tiép hop dugc chét theo sang ché c6 don vi khang thé khang CD13
c6 thé 12 hiru ich dé diu tri cac khdi u bidu hién CD-13 nhu bénh ung thu méu bao gdm
bénh bach cdu va u bach huyét.

Céac loai bénh ung thu cu thé khéc c6 thé dugc didu tri béng thé tiép hop dugc chét
theo sang ché bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, bénh ung thu mau-tity xuong bao
gdm tht ca cac dang clia bénh bach cdu; u bach huyét, nhu bénh dang Hodgkin, u bach
huyét khong phai dang Hodgkin va da u tiy.

Cu thé, thé tiép hop dugc chét va ché phém theo sang ché c6 hoat tinh vugt troi dé
didu tri bénh ung thu nhu bénh ung thu phdi, bénh ung thu tryc trang, bénh ung thu va,
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bénh ung thu biéu mé tuy, bénh ung thu thén, bénh ung thu bach ciu, da u tiy, u bach
huyét va bénh ung thu budng trimg.

Thé tiép hop duogc chét va ché phim theo sang ché tao qua trinh tiép hop dich t6i
khéi u hodc bénh ung thu cu thé, nhd d6 1am giam doc tinh thudng gip cia cac thé tiép
hop nay. Cac don vi lién két 1am 6n dinh thé thé tiép hop duoc chit khang trong mau, con
c6 thé phan cit boi proteaza va hydrolaza dic hiéu khdi u trong té bao, giai phéng dugc

chat.

Thé tiép hop dugc chét va ché phdm theo sang ché c6 thé duoc ding cho dong vt
cling d4 tién hanh phiu thust lam phép tri liéu cho bénh ung thu. Theo mot phuong 4n

ctia sang ché, phuong phap diéu tri khac 13 tri liéu birc xa.

Trong phuong 4n cu thé cua sang ché, thé tiép hop dugc chét hoic ché phim theo
sang ché dugc ding déng thoi vé6i tdc nhan hoéa tri liéu hodc véi tri li€u bic xa. Theo
phuong an cu thé khéc, tdc nhan hoéa tri liéu hodc trj liéu birc xa duge dung trude hodc
sau khi ding thé tiép hop duoc chit hodc ché phdm theo sang ché, tot hon néu it nhat mot
gid, ndm gio, 12 gid, ngay, tuln, thang, tdt hon nita néu mot vai thang (vi du, tdi da ba
thang), trudc hodc sau khi ding thé tiép hop duoc chit-khang thé hoic ché phim theo

séang ché.

Téac nhén hoa tri liéu c¢6 thé dugc ding trong mdt loat cic giai doan, mot hoic
dang Két hop bat ky cda cac tidc nhan hoa tri li€u da biét trong linh vuc nay c6 thé duoc
dung.

Péi véi birc xa, qua trinh tri li€u blrc xa cé thé dugc st dung tuy thudc vao loai
bénh ung thu cin duge diéu tri. Vi dy, nhung theo cach khong gidi han, birc xa tia X ¢
thé dugc cép; cu thé, dién thé mega nang lugng cao (buc xa & mirc ndng lugng 16n hon 1
MeV) ¢6 thé duoc sir dung cho khéi u nim sdu, va chim dién tir va birc xa tia X dién thé
ortho ¢6 thé dugce st dung cho bénh ung thu da. Céc chét déng vi phéng xa phat tia X,

nhu cac chat dong vi phong xa radi, coban va céc nguyén t6 khéc, cling c¢6 thé dugce dung.

Theo khia canh thir tdm, sdng ché dé cap dén kit chira lugng hiru hiéu diéu tri cia

thé tiép hop dugc chét theo khia canh thir nhit ciia sang ché va chit mang dugc dung.

Theo mdt phuong 4n, kit theo khia canh nay dugc ding dé diéu tri bénh ung thu,
va tét hon nira néu bénh ung thu dugc chon tir bénh ung thu phdi, bénh ung thu truc
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trang, bénh ung thu vi, bénh ung thu biéu mé tuy, bénh ung thu than, bénh ung thu bach
cAu, da u tiry,u bach huyét va bénh ung thu budng trimg.

Vi du thyc hién sang ché

Sang ché dugc mo ta chi tiét hon thong qua cac vi du khong gi¢i han dudi day.

Trong céc vi du nay, cac chir viét tit sau duoc st dung:
CDI: 1,1’-carbonyldiimidazol
DIPEA: diisopropyletylamin
Hex: hexan
EtOAc: etyl axetat
DCM: diclometan
NMP: N-metyl-2-pyrolidon
DMEF: dimetylformamit
EDC: N-(3-dimetylaminopropyl)-N -etylcarbodiimit hydroclorua
EDTA: axit etylendiamintetraaxetic
MeOH: metanol
DTT: dithiotreitol
Py: pyridin
THEF: tetrahydrofuran
TCEP: Tris[2-carboxyetyl]phosphin hydroclorua
MC: 6-maleimidocaproyl
Fmoc: 9-florenylmetoxycarbonyl
Cit: xitrulin
Val: valin
DMSO: dimetylsulfoxit
Trt: triphenylmetyl

HOBt: 1-hydroxybenzotriazol
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DIPCDI: N,N’-diisopropylcarbodiimit
TFA: axit trifloaxetic

PABOH: rugu 4-aminobenzylic
bis-PNP: bis(4-nitrophenyl) cacbonat
NAC: N-Axetylxystein

SEC: phuong phap sic ky loai c&
HPLC: séc ky 1éng hiéu ning cao
ADC: thé tiép hop dugc chit-khang thé

ATCC: ngin hang giéng va vi sinh vat Hoa Ky (American Type Culture
Collection) '

DMEM: mdi trudng Eagle dugc cai bién Dulbecco
RPMI: mdi trudong nudi cdy Rosmell Park Memorial Institute
ITS: Chit bd sung méi trudng insulin-transferin-natri selenit
FCS: Huyét thanh bao thai bd
SRB: sulforhodamin B
PBS: dung dich nuéc mubi dém phosphat
DR: dép tmg liéu
UV: tia cuc tim
SMCC: Sucxinimidyl-4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-carboxylat
LAR: Ty 18 giita nhom lién két va khang thé
Vi du diéu ché

Diéu ché hop chéit 9: MC-Val-Cit-PABC-PNP

So d0 phan ung
1.- Fmoc-Cit-OH
2.~ FmoeVa-OH DIPCDR HipBNE
e NGVBGIEOH e MC-VaCIL-PABOH e MC-VRRCH-PABC-PNP
. DIFCDL, HOBY, DMF Gy, DME DME
Nhwa chorotrityl 7% Hop chit 10 % Hop chat 11 % Hop chit9
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(a) Piu ché hop chit 10: MC-Val-Cit-OH

Hop chét 10
0]
i H \:/J?\/\/\/N )
HO N
j:r \([)(\H 0
HN , '

HN™ S0

Cl-TrtCl-nhya (20g, 1,49mmol/g) (Iris Biotech, Ref.: BR-1065, nhya 2-clotrityl
clorua (c& ray 200-400, 1% DVB, 1,0-1,6mmol/g), CAS 42074-68-0) dugc dit vao dia
~ loc. DCM (100mL) duge bd sung vao nhua nay va hdn hop nay duoc khudy trong 1 gio.
Dung mdi dugc loai bd bang cach loc trong chan khéng. Dung dich chira Fmoc-Cit-OH
(11,83g, 29,78mmol) va DIPEA (17,15mL, 98,45mmol) trong DCM (80mL) dugc bd
sung va hdn hop nay dugc khudy trong 10 phut. Sau khi DIPEA (34,82mmol,
199,98mmol) duge bd sung va hdn hop nay duogc khudy trong 1 gid. Phan umg dugc két
thiic bang cach bd sung MeOH (30mL) sau khi khudy trong 15 phut. Do &6, Fmoc-Cit-O-
TrtCl-nhya da tao ra dugc dua vao quy trinh rira/xtr ly sau: DCM (5 x 50mL x 0,5 pht),
DMF (5 x 50mL x 0,5 phut), piperidin:DMF (1:4, 1 x 1 phut, 2 x 10 phut), DMF (5 x
50mL x 0,5 phut), DCM (5 x 50mL x 0,5 phit). Nudc rira piperidin cudi cing tao ra
NH,-Cit-O-TrtCl-nhura. Néng d6 chét mang tinh toan dugc: 1,15mmol/g.

NH,-Cit-O-TrtCl-nhua thu dugc néu trén duogc rira béng DMF (5 x 50mL x 0,5
phut) va dung dich chira Fmoc-Val-OH (31,22g, 91,98mmol), HOBt (11,23g,
91,98mmol) trong DMF (100mL) duoc bd sung vao tNH,-Cit-O-TrtCl-nhwa, dwoc khudy
va DIPCDI (14,24mL, 91,98mmol) dugc bd sung va hdn hop nay duge khudy trong 1,5
gid. Phan tmg duge két thiic bang cach rira bing DMF (5 x 50mL x 0,5 phut). Do do,
Fmoc-Val-Cit-O-TrtCl-nhwa di tao ra duoc xir Iy bang piperidin:DMF (1:4, 1 x 1 phut, 2
x 10 phut) va rira bing DMF (5 x 50mL x 0,5 phut). Nudc rira piperidin cudi cing thu
duoc NH,-Val-Cit-O-TrtCl-nhua.

Dung dich chira axit 6-maleimidocaproic (MC-OH) (9,7g, 45,92mmol), HOBt
(6,21g, 45,92mmol) trong DMF (100mL) dugc bd sung vao NH,-Val-Cit-O-TrtCl-nhwa
thu duoc néu trén, khudy va DIPCDI (7,12mL, 45,92mmol) dugc bd sung va hdn hop nay
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dugc khudy trong 1,5 gid. Phan tng dugc két thiic bang cach rira bang DMF (5 x 50mL x
0,5 phat) va DCM (5 x 50mL x 0,5 phut).

Peptit dugc phéan giai tir nhya bang cach xir Iy bang TFA:DCM (1:99, 5 x 100mL).
Nhya duge rira bang DCM (7 x 50mL x 0,5 phut). Phéan dich loc d3 thu gom dugc 1am
bay hoi dén khd trong diéu kién 4p suét thip va phan rin thu dugc dugc nghién bing

Et,0 va loc dé thu duoc hop chét 10 (7,60g, 71%) duéi dang chat rin mau tring.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dq): 8 12,47 (s, 1H), 8,13 (d, J="7,3 Hz, 1H), 7,74 (d,
J=9,0 Hz, 1H), 6,99 (s, 2H), 5,93 (s, 1H), 5,35 (s, 2H), 4,20 (dd, J = 9,0, 6,8 Hz, 1H),
4,15-4,07 (m, 1H), 3,36 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,00-2,88 (m, 2H), 2,21-2,12 (m, 1H), 2,11-
2,03 (m, 1H), 1,98-1,86 (m, 1H), 1,74-1,62 (m, 1H), 1,61-1,50 (m, 1H), 1,50-1,31 (m,
6H), 1,21-1,11 (m, 2H), 0,84 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 0,80 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi v6i CpH33NsO5: 467,2. Thu dugc bang thuc
nghiém: 468,3 (M+H)".

(b) Piéu ché hop chit 11: MC-Val-Cit-PABOH

Hop chét 11

Ho/\© o H\E/J?\/\/\i}?
No - N
N YN

o o
HN
N

H, 0

B6 sung dung dich chira HOBt (0,92¢g, 6,84mmol) trong DMF (5mL) vao dung
dich chtra hop chit 10 (1,6g, 3,42mmol) va rugu 4-aminobenzylic (PABOH) (0,84g,
6,84mmol) trong DCM (60mL). DIPCDI (1,05mL, 6,84mmol) dugc bd sung vao, hdn
hop phén tmg dugc khudy trong thoi gian 2 gid & nhiét 6 23°C, Et,0 (150mL) duge bd
sung vao, va phan rin thu dugc duge loc trong dia loc trong chan khong dé thu duogc hop
chét 11 (1,31g, 67%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-d): 5 9,88 (s, 1H), 8,03 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 7,77 (dd,
J=122, 8,5 Hz, 1H), 7,53 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,21 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,99 (s, 3H),
6,01-5,92 (m, 1H), 5,39 (s, 2H), 5,07 (s, 1H), 4,41 (s, 2H), 4,39-4,31 (m, 1H), 4,23-4,12
(m, 1H), 3,36 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,06-2,97 (m, 1H), 2,96-2,90 (m, 1H), 2,22-2,03 (m,
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2H), 2,01-1,88 (m, 1H), 1,76-1,62 (m, 1H), 1,63-1,28 (m, 6H), 1,25-1,11 (m, 2H), 0,84
(d, J= 6,9 Hz, 3H), 0,81 (d, J= 6,8 Hz, 3H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi voi CrgHsoNgO7: 572,3. Thu dugc bang thuc
nghiém: 573,3 (M+H)".

(c) Didu ché hop chét 9: MC-Val-Cit-PAB-PNP

Hop chét 9

nes
(0]
J)I:‘/N . JJ\/\/\/N
N Y ON
H o H o)

" HN
HZN/&O
Bb sung DIPEA (0,45mL, 2,61mmol) vao dung dich chira hgp chét 11 (500mg,
0,87mmol) va bis(4-nitrophenyl) cacbonat (bis-PNP) (2,64g, 8,72mmol) trong
DCM:DMF (8:2, 25mL). Hn hop phan tmg dugc khuéy‘trong thoi gian 20 gid ¢ nhiét
d6 23°C va rét vao cot silicagel (DCM:CH;0H, from 50:1 dén 10:1) dé thu dugc hop
chét dich 9 tinh khiét (364mg, 57%).

R¢#= 0,40 (CH,Cl,:CH;0H, 9:1).

'H NMR (400 MHz, CDCl;/CD;0D): & 9,45 (s, 1H), 8,23 (d, J = 8,3 Hz, 2H),
7,59 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,34 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,65 (s, 2H),
5,20 (s, 2H), 4,56 (dt, J = 10,5, 5,4 Hz, 1H), 4,15 (d, J=7,2 Hz, 1H), 3,46 (dd, J = 8,0,
6,4 Hz, 2H), 3,16-2,89 (m, 2H), 2,21 (dd, J = 8,3, 6,6 Hz, 2H), 2,06-1,97 (m, 1H), 1,90-
1,83 (m, 1H), 1,73-1,46 (m, 7H), 1,34-1,20 (m, 2H), 0,91 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 0,90 (d, J =
6,7 Hz, 3H).

3C NMR (125 MHz, CDCl,/CD;0D) § 174,4, 172,4, 171,1, 170,6, 160,5, 1555,
152,5, 145,3, 138,7, 134,1, 129,9, 129.5, 125,2, 121,8, 120,0, 70,6, 59,0, 53,2, 37,5, 35,8,
30,6, 29,6, 29,3, 28,1, 26,2, 26,2, 25,1, 19,1, 18,1.

ESI-MS m/z: Tinh toén duge dbi voi CssHysN;Oqq: 737,3. Thu duge bang thuc
nghiém: 738,3 (M+H)".

Vi du 1: Bidu ché hop chat 1
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WO02007144423,
Hop chit 30a, trang 81

Hop chat 3

MM OALNMM ; 5 W
Py = ﬁ%m

Hop chit 1 ?fa Hop chat 4

(a) Didu ché hop chét 3

B6 sung 1,1’-carbony1diimidazol (876mg, 5,4mmol) vao dung dich chtra hop chét
2 (Hop chit 30a, dugc didu ché nhu duge md ti trong WO 2007144423, dugc két hop
vao sang ché bing céch vién din) (1,014g, 1,8mmol) trong DCM (45mL). Sau khi khudy
& nhiét do 23°C qha dém, hdn hop phan tmg dugc cd trong chan khong. Phin cén thu
duge duoc tinh ché bing hé théng séc ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc, ndm trong
khoang tir 99:1 dén 85:15) dé thu dugc hop chit 3 tinh khiét (1,176g, 86%).

'H NMR (500 MHz, CDCL): 3 8,39 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 8,12 (bs, 1H), 7,40 (bs,
1H), 7,30 (t, J = 11,5 Hz, 1H), 7,08 (bs, 1H), 6,91 (t, J = 12,0 Hz, 1H), 6,86 (t, J= 10,0
Hz, 1H), 6,22 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,18 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 5,67 (d, J = 12,0 Hz, 1H),
5.63-5,61 (m, 2H), 5,28 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 4,94-4,91 (m, 1H), 4,81-4,76 (m, 1H), 4,42
(d, J = 9,0 Hz, 1H), 4,23-4,19 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 2,87-2,82 (m, 1H), 2,58-2,46 (m,
3H), 2,42-2,35 (m, 3H), 2,08 (s, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,06 (s, 9H).

BC NMR (125 MHz, CDC13): 5 168,5, 166,4, 161,5, 148,7, 145,2, 140,4, 137.,6,
137,0, 134,4, 133,9, 133,0, 130,9, 124,2, 123,9, 121,0, 120,5, 117,03, 110,0, 1081,
104,1, 81,7, 77,8, 60,4, 55,4, 37,2, 34,5, 26,6, 26,3, 21,0, 17,1, 16,6.

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi véi C3sHasCIN4O7: 656,30. Thu duge bing thuc
nghiém: 657,3 (M+H)".

(b) Piéu ché hop chit 4

B4 sung propan 1,3-diamin (0,19mL, 2,22mmol) vao dung dich chira hop chét 3
(1,160g, 1,78mmol) trong DCM (45mL), di dugc diéu ché nhu dugc mo ta trong bude

(a) néu trén. Hon hop phan tng dugc khudy & nhiét 6 23°C qua dém, va sau d6 duoc cd
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trong chan khong. Phan cén thu dugc duge tinh ché bing hé thong séc ky nhanh (SiNH,,
DCM:CH;0H, nim trong khoang tir 100:0 dén 97:3) d& thu dugc hop chét 4 tinh khiét
(800mg, 68%).

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8,90 (d, J= 11,7 Hz, 1H), 7,34-7,26 (m, 1H), 6,99-
6,74 (m, 2H), 6,50 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,15 (d, J = 12,9 Hz, 1H), 5,83 (t, J = 11,5 Hz,
1H), 5,70 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 5,68-5,57 (m, 2H), 5,27 (d, J = 9,4 Hz, 1H), 4,80 (q, J =
8,3 Hz, 1H), 4,52-4,44 (m, 2H), 4,24-4,17 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,39-3,17 (m, 2H), 2,93-
2,82 (m, 1H), 2,78 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,50-2,34 (m, 2H), 2,34-2,24 (m, 2H), 2,19-1,99
(m, 2H), 2,06 (s, 3H), 1,84 (s, 3H), 1,72-1,50 (m, 2H), 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,04 (s,
9H).

BC NMR (125 MHz, CDCl;): § 168.,4, 166,1, 161,5, 156,7, 145,2, 139,9, 137,1,
134,0, 133,9, 131,8, 1243, 124,2, 122,5, 120,9, 108,1, 105,5, 81,8, 74,3, 60,6, 55,4,
39,81, 39,30 37,2, 34,7, 33,1, 31,5, 29,6, 26,7, 26,2, 21,0, 17,1, 16,6.

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi voi Cs4Hs CIN,O7: 662,30. Thu duge b%lng thuc
nghiém: 663,3 (M+H)". |

(c) Didu ché hop chit 1

B sung DIPEA (15uL, 0,086mmol) vao dung dich chita hgp chédt 4 (52mg,
0,078mmol), da dugc didu ché nhu dugc méd ta trong budc (b) néu trén, va N-
hydroxysucxinimit este cua axit 6-maleimidohexanoic (27,1mg, 0,088mmol) trong DCM
(2mL). Hon hop phan tng dugc khudy & nhiét do 23°C qua dém va ¢ trong chan khong.
Phin cén thu dugc dugc tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hop
Hex:EtOAc) dé thu duoc hop chit 1 tinh khiét (29,7mg, 44%).

'H NMR (500 MHz, CDCLy): § 8,86 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,30 (¢, J=11,6 Hz,
1H), 6,90 (td, J = 11,5, 1,2 Hz, 1H), 6,78 (t, J= 9,7 Hz, 1H), 6,68 (bs, 2H), 6,63 (d, J =
9.4 Hz, 1H), 6,51 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 6,16 (d, J= 11,8 Hz, 1H), 5,76 (t, J = 6,4 Hz, 1H),
5,72 (d, J= 11,6 Hz, 1H), 5,65 (dd, J= 6,4, 2,9 Hz, 1H), 5,62-5,57 (m, 1H), 5,29 (d, J =
11,1 Hz, 1H), 4,81 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,52-4,48 (m, 2H), 4,24 (ddd, J = 11,4, 7.3, 4,3
Hz, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,50 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 3,33-3,10 (m, 4H), 2,93-2,81 (m, 1H),
2.45-2.31 (m, 5H), 2,17 (t, J= 7,6 Hz, 2H), 2,10-1,98 (m, 1H), 2,07 (s, 3H), 1,84 (s, 3H),
1,72-1,54 (m, 8H), 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).
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3C NMR (125 MHz, CDCL,): & 173,8, 170,8, 168.3, 166,5, 161,6, 157,1, 145,1,
140,4, 137,5, 134,2, 134,1, 134,0, 131,9, 124,2, 124,0, 122,5, 120,6, 108,3, 106,0, 81,8,
74,5, 60,6, 55,4, 37,7, 37,6, 37,2, 36,3, 36,1, 34,7, 33,4, 31,0, 29,8, 28.3, 26,7, 26,3, 26,2,
25.6,21,0, 17,2, 16,6.

ESI-MS m/z: Tinh todn dugc ddi voi CasHgrCINsO;o: 855,42. Thu dugce bang thuc
nghiém: 856,5 (M+H)".

Vi du 2: Didu ché hop chit 5
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Hop chit 6 )
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Hop chat 5 Hep chit 8

(a) Piéu ché hop chét 7

B sung 1,1°-carbonyldiimidazol (691mg, 4,26mmol) vao dung dich chira hop
chit 6 (Hop chét 30b, dugc didu ché nhu dugc mo ta trong WO 2007144423, dugc két
hop vao sang ché bang cach vién dan) (750mg, 1,42mmol) trong DCM (35,5mL). Sau khi
khudy & nhiét d6 23°C qua dém, hdn hop phén tng dugc b trong chan khong. Phin cin
thu duoc dugc tinh ché bing hé thdng sic ky nhanh (SiO,, hdn hgp Hex:EtOAc) dé thu
duoc hop chit 7 tinh khiét (717mg, 81%)).

'H NMR (300 MHz, CDCL;): & 8,24 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 8,09 (s, 1H), 7,40 (s,
1H), 7,36-7,23 (m, 1H), 7,05 (s, 1H), 6,95-6,83 (m, 2H), 6,34 (d, J= 9,2 Hz, 1H), 6,14 (d,
J=11,8 Hz, 1H), 5,74-5,57 (m, 3H), 5,43-5,34 (m, 1H), 5,28 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 4,98-
4,88 (m, 1H), 4,78 (q, J = 7.8 Hz, 1H), 4,47 (d, J= 9,2 Hz, 1H), 4,25-4,16 (m, 1H), 3,64
(s, 3H), 2,92-2,76 (m, 1H), 2,59-2,37 (m, 6H), 1,83 (s, 3H), 1,64 (d, J= 6,7 Hz, 3H), 1,14
(d, J=6,7 Hz, 3H), 1,03 (s, 9H).

(b) Piéu ché hop chit 8
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Bé sung propan 1,3-diamin (0,27mL, 3,24mmol) vao dung dich chira hop chét 7
(1,68g, 2,7mmol), da dugc diéu ché nhu duge mo ta trong budc (a) néu trén, trong DCM
(80mL). Hon hop phan tng dugc khudy & nhiét d6 23°C qua dém va co trong chéan
khong. Phin cén thu dwgc dugc tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,,
DCM:CH;0H, nim trong khoang tir 100:0 dén 97:3) d¢é thu dugc hop chit 8 (854mg,
50%).

'H NMR (300 MHz, CDCl5): & 8,90 (d, J= 11,7 Hz, 1H), 7,39-7,18 (m, 1H), 6,92-
6,84 (m, 2H), 6,50 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,15 (d, J = 12,9 Hz, 1H), 5,75-5,67 (m, 2H),
5,66-5,54 (m, 2H), 5,46-5,33 (m, 1H), 5,26 (d, J= 10,3 Hz, 1H), 4,83 (q, J= 8,3 Hz, 1H),
4,50-4,48 (m, 2H), 4,30-4,04 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,39-3,17 (m, 2H), 2,93-2,82 (m,
1H), 2,78 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,50-2,34 (m, 3H), 2,34-2,24 (m, 2H), 2,19-1,99 (m, 1H),
1,83 (s, 3H), 1,72-1,50 (m, 2H), 1,62 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,04
(s, 9H).

BC NMR (125 MHz, CDCly): & 1683, 166,2, 161,6, 157.1, 145,1, 139,9, 137,1,
134,0, 133,9, 126,9, 124,9, 124,2, 123,9, 120,9, 108,2, 106,3, 81,8, 75,0, 60,6, 55,4, 39,6,
37,2,34,7,32,8,31,5, 31,1, 29,6, 26,7, 26,2, 17,1, 16,6, 12.9.

ESI-MS m/z: Tinh toadn dugc dbi v6i C3HsN,O5: 628,4. Thu duogc b?mg thuc
nghiém: 629,5 (M+H)".

(c) Didu ché hop chét 5

B6 sung N-hydroxysucxinimit este cta axit 6-maleimidohexanoic (88,3mg,
0,28mmol) vao dung dich chira hop chét 8 (150mg, 0,24mmol), dugc diéu ché nhu dugc
mo ta trong bude (b) néu trén, trong DCM (8mL) & nhiét do 23°C. Hén hop phan tng
dugce khudy & nhiét dd 23°C trong 18 gid, va cb trong chan khong. Phan cén thu duoc
dugc tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hgp Hex:EtOAc) dé thu dugc hop
chét 5 tinh khiét (75mg, 38%).

'H NMR (500 MHz, CDCly): § 8,87 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,32-7,22 (m, 1H), 6,89
(t, J= 11,6 Hz, 1H), 6,78 (t, J= 9,7 Hz, 1H), 6,68 (s, 2H), 6,61 (d, J= 9,4 Hz, 1H), 6,54
(t, J= 6,0 Hz, 1H), 6,15 (d, J= 11,6 Hz, 1H), 5,77-5,51 (m, 2H), 5,64 (dd, J = 6,4, 3,0
Hz, 1H), 5,60-5,55 (m, 1H), 5,38 (ddd, J = 13,0, 8,8, 6,6 Hz, 1H), 5,28 (d, J = 10,0 Hz,
1H), 4,83 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,59-4,44 (m, 2H), 4,23 (ddd, J = 11,5, 7.2, 4,4 Hz, 1H),
3,65 (s, 3H), 3,49 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,29-3,12 (m, 4H), 2,87-2,81 (m, 1H), 2,48-2,32
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(m, 5H), 2,18-2,09 (m, 3H), 1,88-1,82 (m, 1H), 1,83 (s, 3H), 1,67-1,55 (m, 7H),1,62 (d, J
= 6,8 Hz, 3H), 1,15 (d, J= 6,7 Hz, 3H), 1,04 (s, 9H).

BC NMR (125 MHz, CDCl,): § 173,6, 170,8, 168,2, 166.4, 161,6, 157,4, 145,2,
140,2, 137,4, 134,2, 134,1, 134,0, 127,0, 124,9, 123,9, 120,7, 108,3, 106,5, 81,8, 75,3,
60.6, 55,4, 37,7, 37,6, 37,2, 36,3, 36,0, 34,7, 31,8, 31,6, 31,1, 29,9, 28,3, 26,7, 26,4, 26,2,
25,2,22.6,17,2, 16,6.

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi v6i CyqHg3NsOqo: 821,5. Thu duoc b%mg thuc
nghiém: 822,4 (M+H)".

Vi du 3: Didu ché hop chét 12
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Hop chit 12
(a) Diéu ché hop chét 12

DIPEA (25pL, 0,14mmol) dugc bd sung vao dung dich chira hop chit 9 (94,5mg,
0,13mmol), di dugc diéu ché nhu dugc thé hién trong vi du diéu ché néu trén, va Hop
chit 4 (85mg, 0,13mmol), da dugc didu ché nhu dwgc md ta trong vi du 1(b) néu trén,
trong NMP (6,5mL) & nhiét ¢ 23°C. Sau 9 gio, hdn hop phén tng dugc pha lodng bing
H,0 va chiét bing EtOAc. Lép hitu co thu gom duge 1am khé trén Na,SO4 khan, loc, va
c0 trong chan khong. Phén cén thu dugc duge tinh ché bing hé thdng séc ky nhanh (SiO,,
DCM:CH;0H, nim trong khoang tir 100:0 dén 90:10). Cubi cling, hop chét 12 (35,7mg,
22%) dugc tinh ché bing HPLC ban diéu ché (Symmetry C18, 7 pm, 19 x 150mm,
gradien H,O + CH;CN, tbc 0 dong bang 15mL/phut, phét hién UV).
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'H NMR (500 MHz, CDCI5/CD;0D): & 7,49 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,22 (d, J = 8,1
Hz, 2H), 7,19 (t, J = 11,8 Hz, 1H), 6,96 (dd, J = 23,5, 8,9 Hz, 1H), 6,84 (t, /= 11,5 Hz,
1H), 6,70-6,64 (m, 1H), 6,64 (s, 2H), 6,10 (d, J= 11,6 Hz, 1H), 5,93 (t, /= 6,2 Hz, 1H),
5,82 (t, J= 6,2 Hz, 1H), 5,69 (d, J= 11,4 Hz, 1H), 5,61 (dd, J= 6,3, 3,1 Hz, 1H), 5,54 (t,
J=17,8Hz, 1H), 5,22 (d,J=9,7 Hz, 1H), 4,96 (s, 2H), 4,75 (q, /= 8,1 Hz, 1H), 4,55-4,49
(m, 2H), 4,43-4,36 (m, 1H), 4,23-4,10 (m, 2H), 3,59 (s, 3H), 3,44 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
3,18- 3,04 (m, 8H), 2,82-2,72 (m, 1H), 2,49-2,34 (m, 3H), 2,27 (t, J= 7,1 Hz, 2H), 2,18
(t, J = 7.2 Hz, 2H), 2,16-2,06 (m, 1H), 2,01-1,95 (m, 1H), 2,00 (s, 3H), 1,87-1,79 (m,
1H), 1,78 (s, 3H), 1,73-1,40 (m, 11H), 1,35-1,20 (m, 2H), 1,09 (d, J= 10,0 Hz, 3H), 0,96
(s, 9H), 0,87 (dd, J= 6,8, 4,3 Hz, 6H).

BC NMR (125 MHz, CDCl;): § 174,1, 172,2, 171,0, 170,3, 168,8, 166,8, 162,1,
160,2, 157,0, 156,9, 144,9, 140,2, 137,7, 137,5, 134,0, 132,4, 131,7, 128,7, 124,0, 123 4,
122.4, 1204, 119,8, 111,5, 108,6, 107,0, 81,9, 73,8, 68,6, 66,2, 60,3, 58,8, 55,4, 53,0,
37,6, 37,5, 37,1, 35,9, 34,6, 33,2, 30,6, 29,9, 29,2, 28,0, 26,5, 26,2, 26,0, 25,0, 22,6, 20,8,
19,1, 18,2, 17,04, 16,4.

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc ddi voi Ce3HgoCIN1O5s: 1260,6. Thu dugc b%mg thuc
nghiém: 1261,6 (M+H)".

Vi du 4: Didu ché hop chit 13
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(a) Didu ché hop chiét 14

BS6 sung N-(3-dimetylaminopropyl)-N'-etylcarbodiimit hydroclorua (EDC)
(47,8mg, 0,22mmol) va N,N'-diisopropyletylamin (3,8pL, 0,22mmol) vao dung dich chira
hop chét 4 (110mg, 0,17mmol), d4 duge diéu ché nhu dugc md ta trong vi du 1(b) néu
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trén, va axit 3-(metyldisulfanyl)propanoic (34mg, 0,22mmol) trong DCM (5mL). Hon
hop phén tng dugc khudy & nhiét d6 23°C trong 6 gid, pha lodng bing H,0 va chiét bang
DCM. L6p hitu co thu gom dugce lam kho trén Na,SO4 khan, loc va ¢6 trong chan khong.
Phin cin thu dugc dugc tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hop
Hex:EtOAc) @& thu dugc hop chét 14 tinh khiét (123mg, 93%).

'H NMR (500 MHz, CDCl;): 5 8,88 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,29-7,24 (m, 1H), 6,90
(t, J= 11,5 Hz, 1H), 6,82 (t, J=9,1 Hz, 1H), 6,63 (t, J= 6,1 Hz, 1H), 6,49 (d, J=9,4 Hz,
1H), 6,16 (dd, J = 11,5, 1,5 Hz, 1H), 5,70 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 5,68-5,51 (m, 3H), 5,29
(4, J=9,7 Hz, 1H), 4,81 (q, J = 8,2 Hz, 1H), 4,52 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 4,52-4,43 (m, 1H),
424 (ddd, J= 11,5, 7.3, 4,3 Hz, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,37-3,21 (m, 3H), 3,21-3,12 (m, 1H),
2.97 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2,90-2,81 (m, 1H), 2,60 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,49-2,35 (m, 3H),
2,39 (s, 3H), 2,33 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 2,14-2,07 (m, 1H), 2,07 (s, 3H), 1,84 (s, 3H), 1,73-
1,64 (m, 2H), 1,16 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

BC NMR (125 MHz, CDCls): & 171,6, 168,2, 166,4, 161,6, 157,2, 145,2, 140,3,
137,4, 134,2, 134,0, 131,9, 124.,4, 124,1, 1224, 120,7, 108,3, 105,6, 81,8, 74,8, 60,6,
| 60,4, 55,5, 37,8, 37,2, 36,2, 35,6, 34,7, 33,1, 31,0, 29,8, 26,7, 26,2, 23,0, 21,0, 17,2, 16,6.

(b) Diéu ché hop chét 13

Dung dich chira hop chit 14 (100mg, 0,125mmol), di dugc diéu ché nhu dugc mod
ta trong budc (a) néu trén, trong hdn hop chira EtOAc (4,3mL) va CH;0H (4,3mL) duge
xir Iy bang dung dich chira dithiotreitol (154,8mg, 1,0mmol) trong dung dich dém kali
phosphat 0,05M (4,3mL) & d pH=7,5 chtra axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) 2mM.
Hbn hop nay dugc khudy & nhiét d9 23°C trong 4 gid. Phan (mg duge xt ly bing dung
dich chira dung dich dém kali phosphat 0,2M (13mL) & d6 pH = 6,0 chira EDTA 2mM,
sau d6 chiét béng EtOAc. Lép hitu co thu gom dugc 1am khd trén Na,SO4 khan, loc va c6
trong chan khéng. Phén cén thu duge dugc tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,,
hén hop Hex:EtOAc) dé thu duoc hop chit 13 tinh khiét (35mg, 37%).

'"H NMR (300 MHz, CDCly): § 8,91 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,27-7,24 (m, 1H), 6,91
(t,J= 11,5 Hz, 1H), 6,82 (t, J=9,7 Hz, 1H), 6,67 (t, J= 6,1 Hz, 1H), 6,49 (d, J= 9,4 Hz,
1H), 6,16 (d, J= 11,6 Hz, 1H), 5,71 (d, J= 11,6 Hz, 1H), 5,66-5,57 (m, 3H), 5,29 (d, J =
9,9 Hz, 1H), 4,84 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,51 (d, J= 9,5 Hz, 1H), 4,50-4,45 (m, 1H), 4,24-
4,20 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,36-3,12 (m, 4H), 2,90-2,71 (m, 3H), 2,64-2,24 (m, 7H),
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2,14-2,04 (m, 1H), 2,06 (s, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,73-1,68 (m, 2H), 1,15 (d, J= 6,7 Hz, 3H),
1,05 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh toan duge dbi véi C37HssCIN,OgS: 750,3. Thu duoc bang thuc
nghiém: 773,2 (M+Na)".

Vi du 5: Diéu ché hop chét 15
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(a) Diéu ché hop chét 16

Bb sung pyridin (85pL, 1,06mmol) va 4-nitrophenyl cloformat (214,7mg,
1,06mmol) & 0°C vao dung dich chtra hop chét 2 (Hop chét 30a, dwgc diéu ché nhu duge
md ta trong WO 2007144423, dugc két hop vao sang ché bang cach vién dan) (300mg,
0,53mmol) trong DCM (5mL). Hdn hop phan tng dugc khudy & nhiét d6 23°C trong 1,5
gid, pha loang bing axit xitric 10% va chiét bing DCM. Lép hitu co thu gom dugc lam
kho trén Na,SO, khan, loc va c6 trong chén khong. Phén cén thu duoc duoc tinh ché
bang hé théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chit 16 tinh
khiét (307mg, 80%).

"H NMR (500 MHz, CDCL): & 8,29 (d, J= 9,2 Hz, 2H), 8,08 (d, /= 10,9 Hz, 1H),
7,44 (d, J=9,1 Hz, 2H), 7,27-7,22 (m, 1H), 6,92-6,83 (m, 2H), 6,20 (d, /= 9,2 Hz, 1H),
6,17 (dd, J= 11,6, 1,4 Hz, 1H), 5,67-5,58 (m, 3H), 5,29 (d, J= 10,0 Hz, 1H), 4,84 (q, /=
8,2 Hz, 1H), 4,77-4,72 (m, 1H), 4,41 (d, J= 9,3 Hz, 1H), 4,22 (ddd, J= 11,5, 7,5, 4,4 Hz,

-142-



26474

1H), 3,67 (s, 3H), 2,89-2,82 (m, 1H), 2,54-2,33 (m, 6H), 2,10 (d, J= 1,2 Hz, 3H), 1,85 (d,
J=1,3Hz, 3H), 1,17 (d, J= 6,7 Hz, 3H), 1,02 (s, 9H).

13C NMR (125 MHz, CDCL): & 168.4, 166,1, 161,5, 155,3, 152,5, 145,5, 145,2,
140,4, 137,6, 134,3, 134,0, 133,2, 1253, 124,4, 124,1, 121,8, 121,2, 120,4, 108,1, 104,6,
81,8, 79,1, 60,4, 55,5, 37,3, 34,7, 32,7, 30,1, 26,6, 26,3, 21,1, 17,2, 16,6.

(b) Piéu ché hop chit 17

B4 sung hdn dich chita 3-aminopropan-1-thiol hydroclorua (44,8mg, 0,26mmol)
trong DCM (2,5mL), trietylamin (58puL, 0,34mmol) va DMF (0,1mL) & nhiét 46 23°C
vao dung dich chira hop chét 16 (156,3mg, 0,21mmol) trong DCM (2,5mL). Hén hop
phan tmg dugc khudy & nhiét d6 23°C trong 3 gid, pha lodng bang H,0 va chiét bing
DCM. L6p hiru co thu gom duge 1am kho trén khan Na,SOy, loc va c6 trong chin khong.
Phin cén thu dugc dugc tinh ché bé’mg hé théng sdc ky nhanh (SiO,, hdn hop
Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chét 17 tinh khiét (80mg, 95%).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): & 8,68 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 7,28 (t, J = 11,6 Hz,
1H), 6,89 (t, J= 11,5 Hz, 1H), 6,76 (t, J= 9,6 Hz, 1H), 6,65 (d, J=9,1 Hz, 1H), 6,13 (d,
J=11,7 Hz, 1H), 5,87-5,51 (m, 4H), 5,28 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 4,77 (q, J = 8,2 Hz, 1H),
4,61-4,39 (m, 2H), 4,29-4,00 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,31-3,18 (m, 2H), 2,98-2,77 (m,
1H), 2,68 (t, J=7,4 Hz, 2H), 2,55-2,22 (m, 6H), 2,04 (s, 3H), 2,00-1,80 (m, 2H), 1,83 (s,
3H), 1,15 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi véi CegHogClLNgO14S,: 1356,6. Thu duge béng
thyc nghiém: 1357,3 (M+H)".

(c) Diéu ché hop chét 15

Dung dich chtra hop chdt 17 (59,4mg, 0,044mmol) trong hdn hep chira EtOAc
(1,5mL) va CH;0H (1,5mL) dugc xir Iy bing dung dich dithiotreitol (0,35mL,
0,35mmol) trong dung dich dém kali phosphat 0,05M (1,5mL) & d¢ pH = 7,5 chura axit
etylendiamintetraaxetic (EDTA) 2mM. Hén hop nay duge khudy & nhiét d6 23°C trong 4
gi0. Phan tng dugce xu ly bang dung dich chira dung dich dém kali phosphat 0,2M & do
pH = 6,0 chtta EDTA 2mM va chiét bang EtOAc (x3). Lép hitu co thu gom duge lam
khé trén Na,SO, khan, loc va ¢d trong chan khong. Phin cén thu dugc dugc tinh ché
bing hé théng séc ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chét 15 dich
tinh khiét (31mg, 59%).
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'H NMR (500 MHz, CDCLs): & 8,66 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,29 (t, J = 11,2 Hz,
1H), 6,91 (t, J= 11,5 Hz, 1H), 6,83 (t, J=9,7 Hz, 1H), 6,38 (d, J= 9,4 Hz, 1H), 6,17 (d,
J=11,8 Hz, 1H), 5,70 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 5,65-5,51 (m, 2H), 5,34 (t, J = 6,3 Hz, 1H),
5,29 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,82 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,56-4,48 (m, 1H), 4,45 (d, J=9,3
Hz, 1H), 4,22 (ddd, J = 11,4, 7,5, 4,3 Hz, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,31 (q, J = 6,4 Hz, 2H),
2,88-2,83 (m, 1H), 2,55 (q, J = 7,7 Hz, 2H), 2,47-2,30 (m, SH), 2,12-2,07 (m, 1H), 2,08
(s, 3H), 1,88-1,76 (m, 5H), 1,17 (d, J= 6,6 Hz, 3H), 1,06 (s, 9H). '

13C NMR (125 MHz, CDCl,): & 168,2, 166,2, 161,5, 156,7, 145,2, 140,2, 137,3,
134,2, 134,0, 132,0, 124,4, 124,2, 122,3, 120,8, 108,1, 105,5, 81,8, 74,5, 60,6, 55,4, 39,6,
37,3, 34,6, 33,9, 33,3, 30,8, 26,7, 26,3, 21,8, 21,1, 17,2, 16,7.

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc déi véi CasHsoCIN;O,S: 679,3. Thu duge bing thuc
nghiém: 702,4 (M+Na)".

Vi du 6: Didu ché hop chét 18
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Hop chit 8 Hop chit 19
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Hop chét 18

(a) Piéu ché hop chét 19

Bb sung N-(3-dimetylaminopropyl)-N'-etylcarbodiimit hydroclorua (EDC)
(126mg, 0,58mmol) va N,N'-diisopropyletylamin (0,1mL, 0,58mmol) vao dung dich chtra
hop chét 8 (280mg, 0,45mmol), da dugc diéu ché nhu dugc mé ta trong vi du 2(b) néu
trén, va axit 3-(metyldisulfanyl)propanoic (88mg, 0,58mmol) trong DCM (7,5mL). Hén
hop phan tng dugc khudy & nhiét d 23°C trong 3 gid, pha loang bang H,0 va chiét bang
DCM. Lép hitu co thu gom duge 1am khé trén Na,SO4 khan, loc va ¢6 trong chan khong.
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Phin cén thu duoc dugc tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hon hop
Hex:EtOAc) d& thu dugc hop chét 19 tinh khiét (240mg, 71%).

'H NMR (500 MHz, CDCi;): & 8,91 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,34-7,20 (m, 1H), 6,89
(t, J= 11,4 Hz, 1H), 6,83-6,72 (m, 2H), 6,51 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 6,16 (d, J = 11,3Hz,
1H), 5,70 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 5,64 (dd, J = 6,1, 3,3 Hz, 1H), 5,61-5,55 (m, 2H), 5,47-
5,33 (m, 1H), 5,28 (d, J= 9,3 Hz, 1H), 4,84 (q, J= 8,3 Hz, 1H), 4,51 (d, /= 9,6 Hz, 1H),
4,52-4,47 (m, 1H), 4,27-4,19 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,37-3,21 (m, 3H), 3,21-3,12 (m,
1H), 2,96 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,90-2,81 (m, 1H), 2,60 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2,43-2,35 (m,
5H), 2,39 (s, 3H), 2,16-2,04 (m, 1H), 1,84 (s, 3H), 1,70-1,61 (m, 5H), 1,16 (d, J=6,7 Hz,
3H), 1,05 (s, 9H).

BC NMR (125 MHz, CDCl;) & 171,5, 168,1, 166,3, 157.4, 145,2, 140,3, 1374,
1342, 134,0, 127,0, 124,9, 124,0, 120,8, 108,3, 106,3, 81,8, 75,5, 60,6, 55,4, 53,4, 37,8,
37.2,36,2, 35,9, 34,7, 33,1, 31,8, 31,2, 29,8, 26,7, 26,2, 23,0, 17,2, 16,6, 13,0.

ESI-MS m/z: Tinh todn dugc dbi véi CigHssN4OsS,: 763,4. Thu duge bang thuc
nghiém: 762,4 (M+H)".

(b) Didu ché hop chit 18

Dung dich chtra hgp chét 19 (240mg, 0,31mmol), da dugc diéu ché nhu duge md
ta trong budce (a) néu trén, trong hén hop chira EtOAc (15mL) va CH;0H (22mL) duge
xu ly b?mg dung dich dithiotreitol (0,79mL dung dich 1,0M, 0,79mmol) trong dung dich
dém kali phosphat 0,05M (17,4mL) & d6 pH = 7,5 chua axit etylendiamintetraaxetic
(EDTA) 2nM. Hén hgp nay dugc khudy & nhiét @6 23°C trong 4 gio. Phan ung dugc x{r
Iy bang dung dich chtra dung dich dém kali phosphat 0,2M (21mL) ¢ do pH = 6,0 chira
EDTA 2mM va chiét bing etyl axetat. Lép hiru co thu gom dugc lam khd trén Na;SO,4
khan, loc va c6 trong chan khong. Phan cén thu dugc duoc tinh ché bz"mg hé théng séc ky

nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chit 18 tinh khiét (105mg, 47%)

'H NMR (300 MHz, CDCl;): § 8,93 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 7,30-7,22 (m, 1H), 6,90
(t, J = 11,6 Hz, 1H) 6,86-6,72 (m, 2H), 6,48 (d, J = 9,4 Hz, 1H), 6,16 (d, J = 11,6 Hz,
1H), 5,70 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 5,65-5,55 (m, 3H), 5,48-5,34 (m, 1H), 5,29 (d, /= 9,9 Hz,
1H), 4,84 (q, J = 9,4, 8,7 Hz, 1H), 4,52 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 4,57-4,44 (m, 1H), 4,32-4,17
(m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,39-3,20 (m, 3H), 3,22-3,09 (m, 1H), 2,90-2,75 (m, 3H), 2,50 t,J
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=6,9, 2H), 2,45-2,28 (m, 5H), 2,16-2,08 (m, 1H), 1,83 (s, 3H), 1,72-1,65 (m 2H), 1,64 (d,
J=6,6 Hz, 3H) 1,16 (d, J= 6,7 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi vai C37HseN403S: 716,4. Thu dugc bf?lng thuc
nghiém: 717,3 (M+H)".

Vi du 7: Didu ché hop chét 25
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Hep chét 24 Hop chit 25

(a) Pidu ché hop chét 23

B sung 1,1’-carbonyldiimidazol (308mg, 1,90mmol) vao dung dich chira hop
chét 22 (333mg, 0,63mmol) (Hop chét 71, da dugc didu ché nhu duge md ta trong WO
2009080761, dugc két hop vao sang ché bing cach vién dén) trong CH,Cl, (12,5mL).
Sau khi khudy & nhiét d6 23°C qua dém, hdn hop phan ng dugc cd trong chin khong.
Phin cén thu dugc dugc tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hop
Hex:EtOAc) dé thu duoc hop chit 23 tinh khiét (344mg, 88%).

'H NMR (300 MHz, CDCL): & 8,14 (s, 1H), 8,11 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,43 (s,
1H), 7,28 (t, J = 11,6 Hz, 1H), 7,08 (dd, J = 1,7, 0,9 Hz, 1H), 6,96-6,81 (m, 2H), 6,26 (d,
J=93 Hz, 1H), 6,17 (d, J= 11,6 Hz, 1H), 5,66 (dt, J= 11,4, 1,4 Hz, 1H), 5,62 (dd, J =
5.9, 3,5 Hz, 1H), 5,28 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 5,04-4,89 (m, 1H), 4,80 (g, J = 8,3 Hz, 1H),
4,40 (d, J= 9,3 Hz, 1H), 4,21 (ddd, J= 10,3, 7,5, 5,3 Hz, 1H), 3,65 (s, 3H), 2,91-2,78 (m,
1H), 2,68-2,49 (m, 3H), 2,45-2,31 (m, 2H), 1,89 (t, J= 2,5 Hz, 3H), 1,84 (s, 3H), 1,15 (d,
J=6,7 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi voi Cs34HagN4O7: 620,32, Thu duge br:fmg thuc
nghiém: 621,3 (M+H)".

(b) Diéu ché hop chit 24
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B& sung propan 1,3-diamin (0,022mL, 0,26mmol) vao dung dich chira hop chét 23
(0,130g, 0,21mmol) ), da dugc diéu ché nhu dugc mo ta trong budce (a) néu trén, trong
CH,Cl, (3,5mL). Hon hgp phan tmg dugc khudy & nhiét ¢o 23°C trong 6 gid va cb trong
chan khong. Phin cén thu dugc dugce tinh ché belmg} hé théng sic ky nhanh (SiO,,
DCM:CH;OH, nim trong khoang tir 100:0 dén 97:3) dé thu duoc hop chét 24 (120mg,
91%).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): § 8,71 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,28 (t, J = 11,6 Hz,
1H), 6,91-6,77 (m, 2H), 6,44 (d, J= 9,4 Hz, 1H), 6,14 (d, J= 11,6 Hz, 1H), 5,77-5,57 (m,
3H), 5,27 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,83 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,57-4,53 (m, 1H), 4,46 (d, J =
12,4 Hz, 1H), 4,31-4,11 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,31-3,24 (m, 2H), 2,93-2,67 (m, 3H),
2,56-2,24 (m, 6H), 2,16 (s, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,63 (dd, J= 9.6, 3,5 Hz, 2H), 1,15 (d, J =
6,6 Hz, 3H), 1,04 (s, 9H).

BC NMR (125 MHz, CDCl): & 168,3, 166,1, 161,6, 156,5, 145,2, 140,0, 137,2,
134,1, 134,0, 124,3, 124,2, 120,9, 108,1, 106,0, 81,8, 78,4, 74,5, 73,2, 60,6, 55,4, 39,8,
39,2, 37,3, 34,8, 33,0, 30,9, 30,2, 26,7, 26,3, 17,2, 16,7, 3,6.

ESI-MS m/z: Tinh toén dugc dbi voi CasHsoN,O7: 626,37. Thu dugce bing thyuc
nghiém: 627,3 (M+H)".

(c) Didu ché hop chét 25

Bé sung N-hydroxysucxinimit este cia axit 6-maleimidohexanoic (21,6mg,
0,07mmol) vao dung dich chira hop chit 24 (40mg, 0,064mmol) ), d dugc diéu ché nhu
duoc mo ta trong budce (b) néu trén, trong CH,Cl, (2mL). Hdn hop phan tGng dugc khudy
& nhiét d6 23°C qua dém va cd trong chan khong. Phén cén thu dugce dugc tinh ché bing
hé théng séc ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chét 25 tinh khiét
(33,5mg, 64%).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 8,67 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,29-7,23 (m, 1H), 6,90
(t, J=11,5 Hz, 1H), 6,80 (t, J= 9,6 Hz, 1H), 6,68 (s, 2H), 6,46 (d, J = 9,4 Hz, 1H), 6,42
(bs, 1H), 6,16 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 5,73-5,67 (m, 2H), 5,64 (dd, J = 6,2, 3,1 Hz, 1H),
5,30 (d, J= 9,6 Hz, 1H), 4,86 (q, J = 8,4 Hz, 1H), 4,63-4,54 (m, 1H), 4,44 (d, J= 9,4 Hz,
1H), 4,30-4,18 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,50 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,34-3,10 (m, 3H), 2,85
(dt, J=9,9, 6,9 Hz, 1H), 2,54-2,37 (m, 4H), 2,36-2,28 (m, 1H), 2,16 (t, J = 7,6 Hz, 2H),
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1,84 (d, J = 1,3 Hz, 3H), 1,83-1,81 (m, 3H), 1,70-1,51 (m, 8H), 1,34-1,23 (m, 2H), 1,16
(d, J= 6,6 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

BC NMR (100 MHz, CDCl;): § 173.,4, 170,8, 168,1, 166,4, 161,6, 157,0, 1452,
140,3, 137,5, 134,3, 134,1, 133,9, 124,2, 120,7, 108,2, 106,2, 81,8, 78,4, 74,3, 73,5, 60,7,
55,4,317.7, 37,6, 37,3, 36,4, 35,9, 34,6, 32,8, 30,3, 29,9, 28,3, 26,7, 26,4, 26,2, 25,4, 25,2,
244,172, 16,6, 3,6.

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi v6i CasHg CIN5O;o: 819,44. Thu duoc bang thyc
nghiém: 820,4 (M+H)".

Vi du 8: Diéu ché hop chéat 27

Hop chit 26
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Hop chat 27

(a) Piéu ché hop chit 26

Bé sung N-hydroxysucxinimit este ciia axit 3-(metyldisulfanyl)propanoic (36,2mg,
0,12mmol) vao dung dich chira hop chit 24 (70mg, 0,11mmol), di dugc diéu ché nhu
duge md ta trong vi du 7(b) néu trén, trong CH,Cl, (2mL). H6n hop phan tmg dugc
khudy & nhiét d§ 23°C trong 16 gi& va cd trong chian khong. Phén cén thu dugc dugce tinh
ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) @ thu dugc hop chit 26
tinh khiét (46,3mg, 61%) dué6i dang chét rin mau tring.

'H NMR (400 MHz, CDCl5): & 8,72 (d, J= 10,8 Hz, 1H), 7,29-7,19 (m, 1H), 6,90
(t, J=11,3 Hz, 1H), 6,80 (t, J= 9,7 Hz, 1H), 6,69 (t, J= 6,1 Hz, 1H), 6,47 (d, J= 9,4 Hz,
1H), 6,16 (d, J= 11,0 Hz, 1H), 5,69 (d, J= 11,5 Hz, 1H), 5,64 (dd, J= 6,3, 3,1 Hz, 1H),
5,30 (d, J=0,5 Hz, 1H), 4,86 (q, J = 8,4 Hz, 1H), 4,60-4,54 (m, 1H), 4,46 (d, J= 9,4 Hz,
1H), 4,23 (ddd, J= 11,5, 7.4, 4,8 Hz, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,33-3,22 (m, 3H), 3,19-3,14 (m,
1H), 2,96 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,66-2,54 (m, 1H), 2,59 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,48-2,42 (m,
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5H), 2,40 (s, 3H), 2,38-2,28 (m, 1H) 1,83 (s, 3H), 1,82 (s, 3H), 1,73-1,64 (m, 2H), 1,16
(d, J=6,7 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

B3C NMR (100 MHz, CDCls): § 171,5, 168,1, 166,4, 165,2, 157,0, 145,1, 140,4,
137,5, 134,3, 134,0, 124,20, 124,0, 120,7, 108,2, 106,2, 81,8, 78,4, 74,2, 73,6, 60,7, 55,4,
37,8,37,3, 35,9, 34,6, 33,1, 30,3, 29,8, 26,7, 26,2, 24,4, 23,0, 17,2, 16,6, 3,6.

(b) Didu ché hop chit 27

Dung dich chtra hgp chét 26 (44,3mg, 0,064mmol), da dugc didu ché nhu dugc
mo ta trong budce (a) néu trén, trong hén hop chira EtOAc (3,6mL) va CH3;0H (3,6mL)
duge xtr 1y bang dung dich chira dithiotreitol (0,19mL dung dich 1,0M, 0,19mmol) trong
dung dich dém kali phosphat 0,05M (3.6mL) & 46 pH = 7,5 chira axit
etylendiamintetraaxetic (EDTA) 2nM. Hdn hop ndy dugc khudy & nhiét d6 23°C trong 4
gi0. Phan ung dugc xu ly bang dung dich chtra dung dich dém kali phosphat 0,2M
(21mL) & d6 pH = 6,0 chira EDTA 2mM va sau d6, dugc chiét bang etyl axetat. Lép hitu
co thu gom dugc 1am kho trén Na,SO,4 khan, lgc va c6 trong chan khong. Phén cén thu
duge duge tinh ché bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé thu duoc
hop chit 27 dich tinh khiét (33,6mg, 74%) duéi dang chit rin tréng.

'H NMR (500 MHz, CDCl): & 8,73 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,27 (t, J = 11,5 Hz,
1H), 6,91 (td, J = 11,5, 1,1 Hz, 1H), 6,94-6,86 (m, 1H), 6,85-6,77(m, 1H), 6,43 (d, J =
9.4 Hz, 1H), 6,17 (dd, J = 12,0, 1,6 Hz, 1H), 5,71 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 5,65 (dd, J=6,5,
2,9 Hz, 1H), 5,54 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 5,30 (d, J = 10,5 Hz, 1H), 4,84 (q, J = 8,3 Hz, 1H),
4,53 (d, J=9,5 Hz, 1H), 4,48-4,44 (m, 1H), 4,24 (ddd, J = 11,5, 7,3, 4,2 Hz, 1H), 3,67 (s,
3H), 3,336-3,22 (m, 3H), 3,21-3,10 (m, 1H), 2,89-2,84 (m, 1H), 2,80 (dt, J= 8,2, 6,8 Hz,
2H), 2,49 (t, J= 7,2 Hz, 2H), 2,45-2,36 (m, 5H), 2,31-2,28 (m, 1H), 1,84 (s, 3H), 1,83 (s,
3H), 1,72-1,69 (m, 2H), 1,16 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi véi C3HssN,OsS: 714,37. Thu dugc bing thuc
nghiém: 737,3 (M+Na)".

Vi du 9: Pidu ché thé tiép hop khang thé-duoc chat ADC1 véi Trastuzumab va hop chét 1
(a) Khtr mot phan Trastuzumab dé tao ra Trastuzumab khir mot phan (Hop chét 20)

Dung dich Trastuzumab (Trastuzumab dugc mua tir Roche dué6i dang bt dong

khé mau tréng @8 didu ché dung dich ddm dic d truyén) (9,52mL, 200mg, 1,38umol)
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duoc pha loang thanh néng d6 Smg/mL bing dung dich dém histidin/axetat 20nM (d6 pH
=5,5,30,5mL), tiép d6 didu chinh d6 pH bing dung dich dém phosphat/EDTA (d6 pH =
8,4, 13mL). Qua trinh khir mot phan lién két disulfua trong khang thé nay dugc thuc hién
bing cach bd sung dung dich tris[2-carboxyetyl]phosphin hydroclorua (TCEP) 5,17mM
(689uL, 3,562umol, 2,6 duong lugng). Phan ung khir dugc khudy trong 90 phut & nhiét
d6 20°C. Ngay sau khur, thir nghiém Ellman duogc thuc hién dé x4c dinh ty 1€ gitra thiol tu
do va khang thé (Free Thiol to Antibody ratio - FTAR) bang 4,1, gin bang tri s6 4,0, nhu
da dinh.

(b) Piéu ché ADC1

B sung (1,25mL) tiép d6 bd sung dung dich méi diéu ché chira hop chét 1, da
duoc diéu ché nhu dugc md ta trong vi du 1, (10mM trong DMSO, 366uL, 3,66umol, 5,7
duong luong) vao dung dich Trastuzumab khir mot phén 13 hop chit 20 (24,98mL,
93,0mg, 0,64pumol), da duoc diéu ché nhu dugc md ta trong vi du 7(a) néu trén, trong
DMSO. Trong qué trinh bb sung hop chit 1, dung dich nay trd nén rat duc, do 46 DMSO
(1mL) dugc bd sung tiép. Phan tmg tao tiép hop duoc khudy trong 30 phit & nhiét do
20°C va dung dich khéng con duc nita trong qué trinh phan Ung tao tiép hop. Luong du
duoc chit duoc 1am ngudi b%mg cach bd sung N-axetylxystein (NAC) (10 mM, 366pL,
3,66pmol), tiép d6 1a khudy dung dich trong 20 phut. Phan tmg tiép hop da 1am ngudi
dugc tinh ché bang cach ly tdim Vivaspin va dung dich dém dugc trao dbi v6i dung dich
dém tao PBS cudi cung. Thé tiép hop cudi cing ADC1 dugce ¢o dén ndng d6 cubi cing
b?mg 8,56 mg/mL nhu dugc xac dinh b::flng UV va 7,4mL (63,3mg, 0,43umol, 68,0%)
dung dich ADC thu dugc. Tién hanh chay SEC HPLC dé xac dinh d9 tinh khiét cia thé
tiép hop (61,4%).

ADCI1 dugec tinh ché tiép bang sic ky loc gel didu ché trén hé thng tinh ché Akta
bang cach sir dung cot HiLoad 16/600 superdex 200 do sy c6 mit clia lwong 16n cac két
tu. Sau khi thu gom, n(“)ng do cudi cung (1,6 mg/mL) dugc x4c dinh b%mg UV va 36 tinh
khiét (90,9%) ctia thé tiép hop dugc chét cudi cing dugc xac dinh bang SEC HPLC dé
tao ra 8,65mL (13,7mg, 0,09umol, 14,7%) dung dich ADC (ADCI).

Vi du 10: Didu ché thé tiép hop khang thé-dugc chit ADC2 bing Trastuzumab va hop
chét 5

(a) Khir mot phin Trastuzumab d tao ra Trastuzumab khir mot phén (hop chét 20)

-150-



26474

Dung dich Trastuzumab (14,29mL, 300mg, 2,06pumol) dugc pha lodng thanh ndng
do 5 mg/mL bang dung dich dém histidin/axetat 20nM (d6 pH = 5,5, 45,74mL), tiép d6
didu chinh d6 pH bing dung dich dém phosphat/EDTA (d6 pH = 8,4, 14,4mL). Qua trinh
khir mot phan lién két disulfua trong khang thd duoc thyc hién bing cach bd sung dung
dich tris[2-carboxyetyl]phosphin hydroclorua (TCEP) 5mM (1,07mL, 5,36umol, 2,6
duong lugng). Phan tmg khir dugc khudy trong 90 phit & nhiét 9 20°C. Ngay sau khu,
thtr nghiém Ellman dugc thuc hién dé x4c dinh ty 1& gifta thiol ty do va khang thé
(FTAR) bing 4,1, gin bang tri s6 4,0, nhu da dinh.

(b) Piéu ché ADC2

DMSO duge bd sung (1,18mL) sau do bd sung dung dich méi diéu ché chia hop
chét 5, di duoc didu ché nhu dwoc mo ta trong vi du 2, (10 mM trong DMSO, 368pL,
3,68umol, 5,7 duong lugng) vao dung dich Trastuzumab khir mot phé‘ln - hop chét 20
(23,6mL, 93,8mg, 0,645pumol), d3 dugc didu ché nhu dugc mo ta trong vi du 8(a) néu
trén. Dugc chét-lién két dugc bd sung mdt cach cin than vao thanh 10 phﬁn. Sau khi bd
sung ph?m thir sdu, dung dich tré nén duc nhe va hién tuong duc khong hét trong phan
tng tao tiép hop va 1am ngudi. Hon hop phan tng tao tiép hop dugc khudy tron 30 phit &
nhiét d6 20°C. Lugng du dugc chét dugc 1am ngudi bang cach bd sung N-axetylxystein
(NAC) (10 mM, 368uL, 3,68umol) bang cach khudy dung dich trong 46 phit. Dung dich
duoc loc qua bom tiém loc 0,2pm. Phan ung tiép hop da 1am ngudi duogc cd dén 16,5
mg/mL bing cach ly tim Vivaspin va lam sach qua cot NAP-25. Tién hanh chay SEC
HPLC dé& xéc dinh b tinh khiét ctia san phdm (36,1%).

ADC2 dugc tinh ché tiép bang sic ky loc gel didu ché trén hé théng tinh ché Akta
bang céach st dung cot HiLoad 16/600 superdex 200 do sy ¢6 mdt cua lugng 16n céc két
tu. Sau khi thu gom, ndng d cudi cling (3,7 mg/mL) dugc xac dinh bang UV va dp tinh
khiét (78,3%) cia thé tiép hop ADC dich cudi cing dugc xac dinh bing SEC HPLC dé
tao ra 5,3mL (19,4mg, 19,4%) dung dich ADC (ADC?2).

Vi du 11: Diéu ché thé tiép hop khang thé-dugc chit ADC3 bang Trastuzumab va Hop
chét 12

(a) Diéu ché ADC3

DMSO duge bd sung (1,18mL), sau d6 bd sung dung dich méi diéu ché chira hop
chét 12, d duogc diéu ché nhu dugc md ta trong vi du 3, (10 mM trong DMSO, 369uL,
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3,69umol, 5,7 duong lugng) vao dung dich Trastuzumab khir mot phén - Hop chét 20
(23,6mL, 93,8mg, 0,645umol), da duoc diéu ché nhu duge md ta trong vi du 10(a) néu
trén. Dugc chét-lién két duge bd sung mot cach cin than thanh 10 phin, dung dich nay
khong bi duc sau khi bd sung phén thr ba. Quan sét thdy dung dich duc nhiéu trong khi
bd sung hai phan cudi cing. Dung dich khong trong sudt cho dén budc loc. Hén hop
phan tmg tao tiép hop dugc khudy trong 31 phut & nhiét d6 20°C. Lugng du dugc chét
dugc 1am ngudi bang cach bd sung N-axetylxystein (NAC) (10 mM, 369uL, 3,69umol)
bang cach khudy hdn hop phan tng trong 50 phit. Phan tmg tiép hop da 1am ngudi dung
dich dugc loc qua bom tiém loc 0,2um va c6 dén 14,2 mg/mL bang cach ly tim Vivaspin.
Sau d6, n6 dugc tinh ché qua cot NAP-25. Tién hanh chay SEC HPLC & xac dinh do
tinh khiét ciia san pham (34,2%).

ADC3 duoc tinh ché tiép bang sic ky loc gel diéu ché trén hé thdng tinh ché Akta
bang cach st dung cot HiLoad 16/600 superdex 200 do su c6 mit clia lwong 16n cac két
tu. Sau khi thu gom, ndng d9 cudi cing (2,3 mg/mL) dugc x4c dinh bang UV va d9 tinh
khiét (78,6%) ctia thé tiép hop dugc chét cudi cing dugc xé4c dinh bing SEC HPLC dé
taora 7,3mL (16,6mg, 16,6%) dung dich ADC (ADC3).

Vi du 12: Diéu ché lan luot c4c thé tiép hop khang thé-duge chit ADC 4, 5 va 6 bang.
Trastuzumab va céc hgp chat 13, 15 va 18
(a) Tao tiép hop SMCC véi Trastuzumab (Hop chét 21)

Dung dich dém Trastuzumab (262mg, 1,8umol) dugc thay bing dung dich dém
phosphat (50 mM phosphat, EDTA 2mM, d9 pH = 6,5) bing cé4ch st dung cot NAP-25.
DMSO dugce bd sung (5%) vao dung dich Trastuzumab da gop lai trong cac thiét bi phan
tng thuy tinh (16-17 g/L). Qua trinh tao tiép hop lién két duge bét ddu bang cach bd sung
SMCC (20,0 mM, 8,0 duong lrgng) vao dung dich Trastuzumab. Phan tng dugc khudy &
18°C trong 3 gid. Sau d6, hdn hop phan tng dugc tinh ché qua cot NAP-25 dé thu duoc
hop chit 21. Thir nghiém Ellman ngugc duge thuc hién dé xac dinh LAR bang 3,7.

(b) Tao tiép hop ciia cac hop chét 13, 15 va 18 vé6i Trastuzumab-MCC: diéu ché ADC4,
ADC5 va ADCS.

Déi v6i phan tng tao tiép hop, & budc thir nhéit dung dich chira thé tiép hop khang
thé - hop chét 21, pha loing bing dung dich dém phosphat (dung dich phosphat 50mM,
EDTA 2mM, d6 pH = 6,5) t6i néng d6 10 g/L. Sau d6, DMSO (5%) dugc bb sung vio
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dung dich hop chét 21. Phan tmg tao tiép hop véi céc hop chét 13, 15 va 18 dugc thuc
hién bing cach bd sung tir tir dugc chit (10 mM, 6,3-6,6 dwong luong) vao dung dich
hop chét 21 va khudy trong bdn gid & 18°C. Sau khi hoan thanh phan {ng tao tiép hop, -
hdn hop phan tmg duge loc qua mang 0,2um va 1am sach lai qua cdt NAP-25 bang cach
thay dung dich dém thanh dung dich dém 1 x PBS. Tién hanh chay SEC HPLC d¢ x4c
dinh b tinh khiét ctia thé tiép hop va ndng d6 cia thanh phim duge do bing UV.

ADC tir quy trinh diéu ché miu véi hop chét 15 dugc phan 1ap c6 @9 tinh khiét
cao (74,5%) va hiéu sut 56% (49 mg) va khong cAn phai 1am sach thém. Nong d6 cubi
(5,7 mg/mL) ctia dung dich ADC5 (87mL) dugc x4c dinh bang UV.

Tuy nhién, trong hai quy trinh didu ché mAu voi hop chit 13 va 18, c6 mit céc loai
¢6 phén tir thip. Céc loai ndy c6 thoi gian luu rit gidng vé6i pic ctia san phdm va khong
duogc tach trén cdt SEC. Dé loai bo cac phi‘m can cua dugc chit van c6 mat trong dung
dich, cac dung dich cho tiép qua cot NAP-25. Séc ky dd sau khi 1am sach NAP-25 lan thir
nhét va tht hai 12 giéng nhau, do d6 céc loai khong c6 ngudn gbe tir duge chit ty do van
¢6 mit trong dung dich va phai c6 ngudn gdc 16n hon. Sau d6, cdc miu ndy duge tinh ché

tiép bang sic ky loc gel trén cdt loai cd.

Sau khi thu gom, ndng d6 cudi cing (2,8mg/mL va 3,9mg/mL) dugc x4c dinh
bing UV va do tinh khiét (62,3% va 50,9%) ctia thé tiép hop duge chit cudi cing dugc
x4c dinh bing SEC HPLC dé 14n luot tao ra 6,7mL (19,3mg, 22,0%) dung dich ADC4 va
6,8mL (26,7mg, 30,5%) dung dich ADC6.

Vi du 13: Diéu ché céc th8 tiép hop khang thé-duoc chit ADC 7 va 8 véi Trastuzumab va
cac hop chit 25 va 27

(a) Phuong phép chung

Ndng d6 khang thé dugc xac dinh bing phuong phap quang phd bing cach kiém
soat @ hép phu ctia n6 & budce séng 280nm bing cach sir dung hé s6 tit mol 12 2,18E5 M’
" em™ va phén tir Ivgng 14 150 kDa. Dung dich dém dugc sir dung trong cac quy trinh nay
1a dung dich dém A (natri phosphat 50 mM & d¢ pH = 6,5 bang EDTA 2mM) hoic dung
dich dém B (natri phosphat 50 mM & d¢ pH = 8,0) hodc dung dich dém nudc mudi
phosphat (“PBS”). Ty 1¢ gifta dugc chét va khang thé (Drug to antibody ratio -DAR)
dugc suy ra tir ty 18 gitra nhom lién két va khang thé (linker to antibody ratio -LAR) trong
truong hop quy trinh tao tiép hop qua Lys, hoic tir Cys ty do/mol ty 1& khang thé trong
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trueong hop thé tiép hop huéng dich Cys, cho rang phan Ung tao tiép hop gitta duge chét-
lién két v6i dAu ndi maleimit hodc véi Cys tu do dugc dinh lugng. Ca hai cach xac dinh
nay duoc dua trén phan tmg do mau cta 5,5'-dithiobis(axit 2-nitrobenzoic) (“DTNB”) voi .
nhém thiol tr do @ tao ra san 'phém cdng thionitrobenzoat ¢4 mau. Pé x4c dinh LAR,
san phdm cdng dugce tao ra bing céach trén thé tich twong duong ctia dung dich DTNB
200uM trong dung dich dém B véi dung dich N-axetyl-xystein 200uM trong cung mdt
dung dich dém. Sau d6, 75pL hdn hgp ndy dugc tron v6i 75puL mau thir nghiém va sau
khi 0 1 gio, 6 hép phu & 412 nm dugc x4c dinh bing thiét bi quang phd va tri s6 thu
dugc duge so sanh vdéi tri sé thu duge tir dudng cong chuin bing cach sir dung cac ndng
d6 da biét cia N-hydroxysucxinimit este cta axit 4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-
carboxylic (“SMCC”) dé thu dugc ndéng dd maleimit trong mau. Sau do, ndng dd nay
duoc chuyén sang ndng d khang thé dé tinh toan LAR. Tuong tu, Cys tu do dugc xac
dinh bang cach tron 50pL miu thit nghiém vGi 150uL DTNB 133uM trong dung dich
dém B, kiém soat do hép phu & 412 nm va so sénh tri s6 thu dugc véi tri sb thu duge tir
dudng cong chuin bang cach sir dung ndng o Cys da biét: sau d6, ndng dd suy ra cia

Cys tu do trong mau tht nghiém dugc chuyén thanh ndng d9 khang thé dé tinh toan ty 1.
(b) Didu ché thé tiép hop khang thé-dugc chét

Khi dugc chét hiru ich giy doc té bao dugc tiép hop véi cac gbc Cys (nhu véi hop
chit 25 d8 didu ché ADC?7), thi truéc d6 khang thé nay dugc khir bang Tris(2-
carboxyetyl)phosphin hydroclorua (“TCEP”). Tém lai, dung dich khang thé 70uM (10,5
mg/mL) trong dung dich dém B dugc trén véi luong thich hgp cua dung dich TCEP
5mM trong nu6c @ giit cho chat khtr & lwong du 2,5 14n so véi khang thé nay. Hon hop
ndy dugc § va khudy trong 60 phiit & nhiét d 20°C va sau d6 nho timg phan khang thé da
khir thu dugc dugc loai bd d tinh toan ty 18 giita Cys tu do va khang thé, dong thoi miu
con lai duge tron vai thé tich thich hop ciia dung dich Hop chét 25 10mM trong DMSO
@8 thu duogc luong hop chét du 6 14n so vé6i khang thé nay: nhan thiy rang khang thé da
khir nay thudng c6 mit nho hon 6 Cys tu do/protein phén tir, ty 1€ mol gitra hop chét va
Cys tu do thu dugc khong bao gio nho hon 1. DMSO duoc bd sung néu c6 dé giir cho
ndng @0 clia né & 5% (thé tich/thé tich) va hdn hop nay dugc u trong 30 phut & nhiét do
20°C. Sau d6, N-axetyl-xystein dugc bd sung dé 1am ngudi phan tmg, bing cach st dung
thé tich thich hop cta dung dich 10mM trong nuéc dé dat t6i ndng d¢ cla duge chét-lién

két. Cudi cling thé tiép hop thu duoc dugc tinh ché khoi phin cén ciia cdc chét phan tmg
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bang cach loc gel trong Sephadex G-25 bang cach sir dung c¢ot PD-10 do GE Healthcare
cung cip. Su c6 mit cia cac két tu duoc kiém tra bing cach phan tich phuong phap sdc
ky loai c& béng cach sir dung hé Akta FPLC dugc trang bi cot Superdex-100 10/300 thue
hién phuong phap dbng ding véi PBS véi tbe dcf)' 1mL/phut: néu dién tich pic twong ung
v6i cac két tu vuot qua 10% tong dién tich pic, thi monome dugc tinh ché bing cach st
dung cung mot hé sic ky véi cot didu ché Superdex 200 16/600 thuc hién cing mot
phuong phap da néu trén. Nong d6 ADC cubi cing duogc x4c dinh bang thiét bi quang
phd bang cach kiém soat do hip phu ctia né & bude séng 280nm bang cach sir dung cung
hé sb tét mol so v6i khang thé gbc: khi ndéng 46 ADC nhé hon 2 mg/mL, thi n6 dugc co
bing cach str dung thiét bi Vivaspin do GE Healthcare cung cip va ndng d6 méi dugc

x4c dinh lai nhu da néu trén.

Khi dugc chét giy doc té bao dugc tiép hop v6i céc gbc Lys (nhur véi hop chat 27
8 didu ché ADCS), thi khang thé truéc d6 dugc hoat héa bang SMCC. Tém lai, dung
dich khang thé 70uM (10,5 mg/mL) trong dung dich dém A dugc tron v6i lugng thich
hop cua dung dich SMCC 20 mM trong DMSO dé giir cho chét phan tng hoat héa c6 -
mat voi lugng du 8 14n so véi khang thé nay. DMSO dugc bb sung néu c6 dé dat duoc
ndng do DMSO cubi 1a 5% (thé tich/thé tich). Hén hop nay dwoc & va khudy trong 3 giy
& nhiét d6 18°C va sau d6, lugng du SMCC dugc loai bd b%lng sic ky loc gel trén
Sephadex G-25 bang cach sir dung cdt PD-10 do GE Healthcare cung chp. Luong nhd
khang thé d3 hoat hoa thu duoc dugc loai bo dé tinh toan LAR va miu con lai dugce tron
v6i thé tich thich hop ciia dung dich 10mM ctia hop chét 27 trong DMSO dé dat dugc
lwong hop chét du 8 14n so v6i khang thé: cho rang tri s6 LAR khong bao gid {luqt qua 8,
diéu ndy dam bo ring ty 1¢ mol gitta hop chét va vi tri phan tmg thu dwoc khong bao gi¢
nhé hon 1. DMSO duoc bd sung néu c6 dé giir cho ndng d6 ctia né & 5% (thé tich/thé
tich). Hon hop nay dugc U trong 4 gio ¢ nhiét do 18°C va thé tiép hop thu dugc duge tinh
ché tir phan cén cua cac chét phan tng bang céch loc gel trén Sephadex G-25 bang cach
stt dung cdt PD-10 do GE Healthcare cung cép. Su ¢6 mat cla cac két tu dugc kiém tra
bang cach phén tich phuong phép sic ky loai c& bing cach sir dung hé Akta FPLC dugc
trang bi cot Superdex-100 10/300 tién hanh phuong phdp ddng ddng véi PBS &
ImL/phut: néu dién tich pic twong émg véi cic két tu vuot qua 10% tong dién tich pic, thi
monome dugc tinh ché bang cach st dung cing mot hé sdc ky voi cot didu ché Superdex

200 16/600 thuc hién cung mot phuong phap da néu trén. Nong d6 ADC cubi cling duoc
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x4c dinh bang phuong phap quang phd bing cach kiém soat do hip phu ciia n6 & budc
séng 280nm sit dung ciing hé sb tit mol so v6i khang thé gde: khi ndng 4o ADC nhé hon
- 2 mg/mL, thi n6 dugc cd bing cach sir dung thiét bi Vivaspin do GE Healthcare cung cap

va nong d6 mai dugce x4c dinh lai nhu da néu trén.

Vi du 14: Diéu ché khang thé don dong khang CD4, khang CD5 va khang CD13

Céc khang thé don dong khang CD4, khéang CD5 va khang CD13 thu dugc theo
cac phuong phép da biét thuong duoc st dung trong linh vyc k§ thuat nay. Tom lai,
chudt nhit BALB/c dugc tao mién dich bang té bao HPB-ALL (dé san sinh chi yéu
khang thé khang CD4) hoic bang té bao T ctia ngudi duoc hoat hoa bing hdn hop chira
phorbol 12-myristat 13-axetat va khang thé don dong khang CD3 dang c6 trén thi trudng
nhu mo ta trong bai bdo Cebrian et al. (1988, J. Exp. Med. 168:1621-1637) (dé san sinh
cha yéu khang thé khang CD5) hogic bang té bao ndi mod clia ngudi dugc 14y ra tir day rén
(d8 san sinh cha yéu khang thé khang CD13). Cudi cling, 1,5E7 ciia céc té bao twong tmg
duge tiém vao trong mang bung chudt nhat vao ngay thir 45 va 30 va trong tinh mach vao
ngay thtr 3. Vao ngay 0, 14 lach tir cic con vat nay dugc 14y ra va céc té bao 14 lach dugce
dung hop véi té bao u tiy SP2 ciia chudt nhit véi ty 16 12 4:1 theo k¥ thudt tiéu chuén dé
tao ra céc té bio lai trong mg va phan bé trén dia nudi ciy md 96 giéng (Costar Corp.,
Cambridge, MA). Sau 2 tudn, dich ndi nudi céy té bao lai duoc thu gom va kha ning
phan ng cta chiing dbi véi dong té bao dugc st dung trong budc tao mién dich dugc thir
nghiém bing thiét bi do dong chay té bao. Dich ndi trén bé mit hoan toan dugc thir
nghiém bang cach nhuém huynh quang mién dich cac té bao twong tmg bing cach sir
dung 1am khéng nguyén. Té& bao lai ¢c6 miu két tia mién dich, nhudm dic hiéu va kha
nang phan bd t& bao dugc chon va tach dong va tach dong cAp hai bang cach pha lodng
gi6i han.

Ngay khi céc dong dugce chon, céc té bao dugc nudi cdy trong moi trudng RPMI-
1640 c6 bd sung 10% (thé tich/thé tich) huyét thanh bao thai bd, glutamin 2mM, 100
U/mL Penixilin va 100pg/mL streptomyxin ¢ nhiét d§ 37°C trong 3-4 ngay cho dén khi
moi trudng niy chuyén sang mau vang nhat. Tai thoi diém d6, hai phéan ba thé tich moi
truong dugc loai ra, duge ly tdm ¢ 1,000xg trong 10 phut dé tao hat céc té bao va dich
ndi trén bé miat dugc ly tAm lai dé tinh ché tiép & 3.000xg trong 10 phut hodc dugce loc
qua mang c& 18 22um. Dich ndi trén bé mat da 1am sach duoc két tiia bing 55% dung

dich amoni sulphat bdo hoa va tao hat thu dugc dugc tai hdn dich trong Tris-HCI 100mM
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& do pH = 7,8 (1mL/100mL dich ndi trén bé m3t da 1am sach ban d4u) va phan giai & 4°C
trong 16-24 gid d6i v6i 5L Tris-HCI 100mM & d6 pH = 7.8 bang NaCl 150mM, thay
dung dich phéan gidi it nhét ba 1an. Cubi ciing, nguyén liéu da phan giai dugc nap 1én cot
Protein A-Sepharoza va khang thé don dong twong ung dugc rua giai bang natri xitrat
100nM & do pH = 3,0 hodc theo cach khéac b?mg glyxin 1M & d9 pH = 3,0. Céac phén doan
nay chia khang thé nay duoc trung hoa b?ing Tris-HC1 2M & d6 pH = 9,0 va cudi cing
dugc phan gidi déi voi PBS va bao quan & -80°C cho dén khi st dung.

Vi du 15: Didu ché cdc thé tiép hop khang thé-duge chét ADC 9, 10 va 11 véi khang
CD13 vacachgpchat 1,12 va 13

(a) Phuong phap chung

Trong tat ci phuong phap da néu trong ban md ta nay, ndng d6 khang thé dugc
kidm tra bing thiét bi quang phd bing cach kidm soat d6 hip phu ctia n6 & budc séng
280nm bing cach sit dung hé sb tit mol 1a 2,25E5 M em™ va phan tir lugng 1a 150 kDa.
Dung dich dém dugc st dung trong céc quy trinh nay 1a dung dich dém A (natri phosphat
50mM do pH = 6,5 bing EDTA 2mM) hogc dung dich dém B (natri phosphat 50mM do
pH = 8,0) hodc dung dich dém nudc mubi phosphat (“PBS”). Ty 1€ giita dugc chit va
khéng thé (“DAR”) dugc suy ra tir ty 1& giira nhom lién két va khang thé (“LAR”) trong
truong hop tao tiép hop qua Lys, hoic tir Cys tur do/mol cia ty 1¢ khang thé trong trudng
hop thé tiép hop nay huéng dich Cys, cho rang phan tng tao tiép hop cia dugc chit-lién
két v6i dau ndi maleimit hodc v6i Cys tu do duge dinh lugng. Ca hai cach x4c dinh nay
dugc thuc hién dua trén phan ung do mau cua 5,5'-dithiobis(axit 2-nitrobenzoic)
(“DTNB”) v6i nhom thiol tu do dé tao ra san phim cong thionitrobenzoat c6 mau. bé
x4c dinh LAR, san phdm cong nay dugce tao ra bang cach tron thé tich twong dwong cla
dung dich DTNB 200pM trong dung dich dém B véi dung dich N-axetyl-xystein 200pM
trong cung mdt dung dich dém. Sau do, 75uL hén hop nay duge tron véi 75uL mau thi
nghiém va sau khi & 1 gio d0 hép phu & 412 nm dugc xéc dinh bang thiét bj quang phd va
tri sb thu dugce duge so sanh véi cac tri s6 thu dugc tir dudng cong chuén bﬁng cach su
dung cidc ndéng do da biét coa N-hydroxysucxinimit este cia axit 4-(N-
maleimidometyl)xyclohexancarboxylic (“SMCC”) dé thu dugc ndng d6 clia maleimit
trong mau. Sau do, ndéng dd nay duoc chuyén sang ndng d khang thé dé tinh toan LAR.
Tuong tu, Cys tu do dugc xéc dinh bang cach tron 50pL miu thir nghiém véi 150pL
DTNB 133uM trong dung dich dém B, kiém soat do hip phu & 412 nm va so sanh tri s
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thu dugc véi cac tri s6 thu duge tir dudng cong chuén bang cich sit dung ndng d6 Cys da
biét: ndng d6 suy ra ctia Cys tu do trong mau thit nghiém sau d6 dugc chuyén sang ndng

d6 khang thé dé tinh toan ty 1.
(b) Pidu ché thé tiép hop khang thé-dugc chét

Khi duge chit gay doc té bao dugc tiép hop véi cac gbe Cys (nhu dbi véi hop chét
1 @ didu ché ADC9 hogc hop chét 12 d& didu ché ADC10), thi trude d6, khang thé nay
dugce khir bang Tris(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (“TCEP”). Tém lai, dung dich
70uM (10,5 mg/mL) chira khéng thé nay trong dung dich &&m B dugc tron véi lugng
thich hop cua dung dich TCEP 5mM trong nudc dé giit cho lwong chit khir du 2,5 1an
sao voi khang thé nay. Hbn hop nay dugc 1 va khudy trong 60 phut & nhiét do 20°C va
sau d6, lugng nho khang thé da khir thu dugc dugc loai bé dé tinh toén ty 1& gitta Cys tu
do va khang thé, ddng thdi miu con lai dwgc tron véi thé tich thich hop ctia dung dich
10mM chira dugc chét lién két (Hop chit 1 dbi véi ADC9 hoidc hop chét 12 dbi vai
ADC10) trong DMSO dé dat dugc lugng hop chit du 6 14n so véi khang thé nay: cho
rang khang thé da khir nay thudng nhé hon 6 Cys tu do /phan tir protein, ty 1¢ mol gitra
hop chéit va Cys ti do thu dugc khong bao gid nhé hon 1. DMSO dugc bd sung néu c6 dé
gitt cho ndng dd cia né & 5% (thé tich/thé tich) va hdn hop ndy duge  trong 30 phit &
nhiét do 20°C. Sau d6, N-axetyl-xystein dugc bd sung dé 1am ngudi phan Umg, st dung
thé tich thich hop cta dung dich 10mM trong nuéc d dat t6i ndng do duge chét-lién két.
Cubi cing, thé tiép hop thu duge dugc tinh ché tir phan cin cta cic chit phan tng bing
cach loc gel trén Sephadex G-25 bang cach st dung cot PD-10 do GE Healthcare cung
cAp. Su c6 mit cia cac két tu duge kiém tra bang cach phén tich phuong phép sic ky loai
cd bang cach sir dung hé Akta FPLC dugc trang bi cot Superdex-100 10/300 tién hanh
phuong phap ddng ding véi PBS & 1mL/phut: néu dién tich pic tuong tmg véi cac két tu
vugt qua 10% tdng dién tich pic, thit monome dugc tinh ché bing cach sir dung ciing mét
hé sic ky vé6i cot diéu ché Superdex 200 16/600 thyc hién cing mét phuong phép da néu
trén. Nong d6 ADC cudi cing dugc xac dinh bing thiét bi quang phd bang cich kiém
soat d6 hip phu cta n6 & buéc séng 280nm bang céch sir dung cling hé sb tit mol 16n
hon so v6i khang thé gbc: khi ndng d6 ADC nhd hon 2 mg/mL, thi n6 dugc cd bang cach
sir dung thiét bj Vivaspin do GE Healthcare cung cAp va ndng d6 méi duge xéac dinh lai

nhu d3 néu trén.
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Khi duoc chit gay doc té bao dugc tiép hop véi cac gbc Lys (nhu véi hop chét 13
dé didu ché ADCI11), thi truée d6 khang thé nay duoc hoat héa bing SMCC. Tém lai,
dung dich 70uM (10,5 mg/mL) chira khing thé nay trong dung dich dém A duogc tron véi
luong thich hgp cua dung dich SMCC 20 mM trong DMSO dé gitr cho luong chat phan
g hoat héa du 8 1in so véi khang thé nay. DMSO dugc bd sung néu c6 @ dat duoc
ndng do DMSO cubi 12 5% (thé tich/thé tich). Hdn hop nay dugc @ va khudy trong 3 gi
& nhiét 5 18°C va sau d6, lugng du SMCC dugc loai bo bang cach sic ky loc gel trén
Sephadex G-25 bang cach sir dung cot PD-10 do GE Healthcare cung cap. Lugng nhd
khang thé da hoat héa thu duogc duge loai bd dé tinh toan LAR va mAiu con lai duge tron
v6i thé tich thich hop cta dung dich 10mM Hop chét 13 trong DMSO dé dat dugc lugng
hop chét du 8 14n so v6i khang thé nay: cho rang tri sd LAR khong bao gib vugt qua 8§,
didu nay dam bao ring ty 1é mol giita hop chét va vi tri phan tng thu duge khong bao gid
nhé hon 1. DMSO duge bd sung néu c6 dé giir cho ndng dd ciia n6 13 5% (thé tich/thé
tich). Hon hop nay dugc u trong 4 gi & nhiét 40 18°C va thé tiép hop thu duoc dugc tinh
ché tir phin cén cia cac chat phan tmg bang cach loc gel trén Sephadex G-25 bang cach
stt dung c6t PD-10 do GE Healthcare cung cép. Su co mit cta céc két tu duoc kiém tra
bang cach phan tich phuong phap sic ky loai ¢& biang cach st dung hé Akta FPLC dugc
trang bi cdt Superdex-100 10/300 tién hanh phuong phap ddng ding véi PBS &
1mL/phut: néu dién tich pic twong tmg véi cac két tu virot qua 10% tong dién tich pic, thi
monome duoc tinh ché b'?lng cach sir dung cung mot hé sic ky v6i cot diéu ché Superdex
200 16/600 thyc hién cing mdt phuong phap da néu trén. Nong d6 ADC cudi ciing dugc
xé4c dinh bing thiét bi quang phd bang cach kiém soét do hép phu cia n6 & bude séng
280nm bang cach sir dung ciing hé sé tit mol 16n hon so vé6i khang thé gdc: khi ndng do
ADC nhé hon 2 mg/mL, thi né dugc c6 bing cich sir dung thiét bi Vivaspin do GE
Healthcaré cung cép va n(‘A)ng d6 méi dugce xac dinh lai nhu da néu trén.

Vi du 16: Diéu ché thé tiép hop khang thé-dugc chat ADC 12 va 13 véi Rituximab va cdc
hop chat 1 va 12
(a) Phuong phép chung

Nong d0 khang thé dugc kiém tra bang thiét bi quang ph bang cach kiém soat d6
hip phu ctia né & budc séng 280nm bing cach sit dung hé sb tit mol 1a 2,45E5 M cm™
va phén tir lugng 1a 150 kDa. Dung dich dém duoc sir dung trong céc quy trinh nay la
dung dich dém B (natri phosphat 50mM d¢ pH = 8,0) hodc dung dich dém nuéc mubi
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phosphat (“PBS™). Ty 1¢ gitta dwgc chét va khang thé (“DAR”) dugc suy ra tir ty 1€ gitra
Cys tu do/mol cua khang thé, tir d6 cho rang phan tng tao tiép hop giita dugc chét-lién
- kétva Cys trr do duge dinh hrgng. Viéc xac dinh nay dugc thuc hién dua trén phan Ung
do mau cia 5,5'-dithiobis(axit 2-nitrobenzoic) (“DTNB”) véi nhém thioi tu do dé tao ra
san phim cong thionitrobenzoat c6 mau. 50pL mau thr nghiém dugc trdn véi 150pL
DTNB 133uM trong dung dich dém B, sau d6 46 hép phu & 412 nm dugc do va tri s6 thu
duoc duge so sanh véi cac tri s6 thu duge tir dudong cong chuin biang cach sir dung ndéng
d6 Cys da biét. Nong d6 suy ra cia Cys tu do trong mau thir nghiém sau d6 duoc chuyén

sang ndng 4 khéng thé dé tinh toan ty 1.
(b) Didu ché thé tiép hop khang thé-dugc chat

Trude khi tao tiép hop véi dugc chét-lién két qua Cys, khang thé nay duoc khir
bing Tris(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (“TCEP”). Tém lai, dung dich 70pM
(10,5 mg/mL) chira khang thé trong dung dich dém B dugc tron véi luong thich hop cia

dung dich TCEP 5mM trong nudc dé giir cho luong chét khir du 2,5 14n sao véi khang
' thé nay. HBn hop niy duge i va khudy trong 60 phit & nhiét o 20°C va sau d6, luong
nho khéng thé da khir thu duge dugc loai bo dé tinh toan ty 1& gitta Cys tu do va khang
thé, ddng thoi mAu con lai duge tron véi thé tich thich hop cia dung dich 10mM cia
duoc chét lién két (Hop chét 1 déi véi ADCI2 hodc hop chit 12 dbi véi ADC13) trong
DMSO dé dat dugc lwong hop chét du 6 14n so vé6i khang thé nay: cho rang khang thé da
khir nay thuong nhod hon 6 Cys ty do/phén tir protein, ty 1 mol gilta hop chét va Cys tu
do thu dugc khong bao gio nhé hon 1. DMSO dugc bd sung néu c6 dé giit cho ndéng d6
ctia n6 12 5% (thé tich/thé tich) va hdn hop ndy duoc u trong 30 phit & nhi¢t d¢ 20°C. Sau
do, N-Axetyl-xystein‘ duge bd sung dé 1am ngudi phan ung, st dung thé tich thich hop
cia dung dich 10mM trong nudc dé dat t6i néng do dugc chét-lién két. Cudi cing, thé
tiép hop thu dugc dugc tinh ché tir phin cin cia cac chit phan tmg bing cach loc gel trén
Sephadex G-25 bang cach sir dung cot PD-10 do GE Healthcare cung cip. Su c6 mit clia
cac két tu dugc kiém tra bang cach phan tich phuong phap sic ky loai c& str dung hé Akta
FPLC duoc trang bi cdt Superdex-100 10/300 tién hanh phuong phap dbng déng voi PBS
& 1mL/phut: néu dién tich pic twong tmg véi cac két tu vuot qua 10% tbng dién tich pic,
thi monome dugc tinh ché bﬁng cach st dung cung mot hé séc ky véi cot diéu ché
Superdex 200 16/600 thuc hién cing mot phuong phap da néu trén. Nbng d6 ADC cudi

cung dugc x4c dinh bing thiét bi quang phd bang cach kiém soét d6 hip phu cia n6 &
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budc séng 280nm bing cach st dung clng hé s& tit mol 16n hon so v6i khang thé gbc:
khi ndng d6 ADC nhé hon 1 mg/mL thi n6 dugc ¢d bing cach sir dung thiét bi Vivaspin
do GE Healthcare cung cip va ndng d6 méi duge xac dinh lai nhu da néu trén.

Vi du 17: Didu ché thé tiép hop khang thé-dugc chat ADC 14 va 15 véi khéng CD5 va
cac hop chat 1 va 12

(a) Phuong phép chung

Nong d khang thé duoc kiém tra bing thiét bi quang phd bang cach kiém sodt do
hép phu ciia n6 & bude séng 280nm bing céch sit dung hé sb tat mol 1a 2,25E5 M em™
va phan tir lrgng 14 150 kDa. Dung dich dém dugc sir dung trong cdc quy trinh nay la
dung dich d&ém B (natri phosphat 50mM d6 pH = 8,0) hodc dung dich dém nudc muéi'
phosphat (“PBS”). Ty 1€ giita dugc chét va khang thé (“DAR”) dugc suy ra tir ty 1 Cys
tu do/mol ctia khang thé, cho rang phan ting tao tiép hop cia dugc chat-lién két véi Cys
tu do duge dinh luong. Viéc xéc dinh ndy dugc thuc hién dua trén phan tmg do mau cia -
5,5'-dithiobis(axit 2-nitrobenzoic) (“DTNB”) v6éi nhém thiol ty do @8 tao ra san phim
cong thionitrobenzoat ¢ mau. 50uL mau thtr nghiém dugc trén v6i 150uL DTNB
133uM trong dung dich dém B, sau do, 46 hép phu & 412 nm duogc do va tri s6 thu duoc
duoc so sanh véi cac tri sb thu duge tir dudng cong chudn bing cach sir dung ndng dd |
Cys da biét. Néng do suy ra cia Cys ty do trong mau thir nghiém sau d6 dugc chuyén

sang ndng do khang thé dé tinh to4n ty 1.
(b) Didu ché thé tiép hop khéang thé-dugc chit

Trude khi tao tiép hop vé6i dugc chét-lién két qua Cys, khang thé nay duogc khir
bang Tris(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (“TCEP”). Tom lai, dung ‘dich 70pM
(10,5 mg/mL) chtra khéng thé nay trong dung dich dém B duogc tron véi lugng thich hop
cta dung dich TCEP 5mM trong nudc dé giir cho luong chét khir du 2,5 1an sao véi
khéng thé nay. Hon hop nay dugc i va khudy trong 60 phut & nhiét d§ 20°C va sau do,
leong nhé khéang thé da khir thu dugc duge logi bé dé tinh toén ty 18 gitra Cys tu do va
khang thé, ddng thoi mu con lai duge trdn v6i thé tich thich hop ciia dung dich 10mM
chira dugc chit lién két (Hop chét 1 déi véi ADC14 hogc hop chét 12 dbi véi ADC15)
trong DMSO dé dat duoc luong hop chit du 6 14n so v6i khang thé nay: cho rang khang
thé da khir nay thuong nhé hon 6 Cys ty do/phén tir protein, ty 1¢ mol gilta hop chit va
Cys tu do thu dugc khong bao gio nhé hon 1. DMSO dugc bd sung néu c6 @é giir cho
ndng dd ctia n6 1a 5% (thé tich/thé tich) va hdn hop nay dugc U trong 30 phit & nhiét do
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20°C. Sau d6, N-Axetyl-xystein dugc bd sung dé lam ngudi phan tng, st dung thé tich
thich hop cta dung dich 10mM trong nuéc dé dat toi néng d6 dugc chét-lién két. Cubi
cung, thé tiép hop thu dugc duge tinh ché tir phin cén ciia cic chit phan img bang cich
loc gel trén Sephadex G-25 bing c4ch sir dung c6t PD-10 do GE Healthcare cung cép. Su
c6 mit cia céc két tu duoc kidm tra bing cach phén tich phuong phap sic ky loai ¢& bing
cach str dung hé Akta FPLC dugc trang bi cot Superdex-100 10/300 tién hanh phuong
- phap ddng déng v6i PBS & ImL/phit: néu dién tich pic trong g véi céc két tu vurot qua
10% téng dién tich pic, thi monome dugc tinh ché b'flng cach sir dung ciing mot hé sic ky
v6i cdt didu ché Superdex 200 16/600 thuc hién ciing mot phuong phép d néu trén.
Nong d6 ADC cubi cing dugc x4c dinh bing thiét bi quang phd bing cach kiém soat do
hép phu ctia né & bude séng 280nm bing cach sir dung cling hé s6 tat mol 16n hon so vé6i
khang thé géc: khi ndng @ ADC nhé hon 1 mg/mL, thi n6 duogc ¢b bing céch sit dung
thiét bi Vivaspin do GE Healthcare cung cép va nﬁ”)ng d0 mdi duoc xac dinh lai nhu da
néu trén. 7

Vi du 18: Diéu ché thé tiép hop khidng thé-dugc chit ADC 16 va 17 v6i khang CD4 va
cac hop chat 1 va 12

(a) Phuong phéap chung

Nong d6 khang thé duogc kiém tra bang thiét bi quang phd bang cach kiém soat do
hép phu ctia né & bude séng 280nm bing cach sir dung hé sb tit mol 13 2,25E5 M cm’™
va phan tr luong 1a 150 kDa. Dung dich dém dugc st dung trong cac quy trinh nay la
dung dich dém B (natri phosphat 50mM dd pH = 8,0) hodc dung dich dém nuéc mubi
phosphat (“PBS™). Ty 1& gitra dugc chit va khang thé (“DAR™) dugc suy ra tir ty 1 Cys
tur do/mol ctia khang thé, cho riang phan tmg tao tiép hop ctia dugc chét-lién két véi Cys
tu do dugc dinh lugong. Viéc xac dinh nay dugce thuc hién dua trén phan tng do mau cia
5,5'-dithiobis(axit 2-nitrobenzoic) (“DTNB”) v4i nhém thiol tu do dé tao ra san phim
cong thionitrobenzoat c6 mau. S0pL mau thir nghiém dugc trdn véi 150pL DTNB
133uM trong dung dich dém B, sau d6, d6 hfip phu & 412 nm dugc do va tri sb thu duoc
dugc so sanh véi cac tri sb thu duoc tir dudng cong chuén b?mg cach st dung néng dd
Cys da biét. Nong d6 suy ra ciia Cys tu do trong miu thir nghiém sau d6 dugc chuyén

sang ndng d6 khang thé dé tinh toan ty 1.

(b) Diu ché thé tiép hop khang thé-dugc chat
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Trude khi tao tiép hop véi duge chét-lién két qua Cys, khéng thé nay duoc khir
bang Tris(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (“TCEP”). Tém lai, dung dich 70uM
(10,5 mg/mL) chira khing thé nay trong dung dich &&m B duogc tron véi lugng thich hop
ctia dung dich TCEP 5mM trong nuéc dé giit cho luong chét khir du 2,5 lan sao voi
khang thé nay. Hn hop nay duge 1 va khudy trong 60 phiit & nhiét do 20°C va sau do,
luong nhd khang thé da khir thu duge dugce loai bé dé tinh toan ty 1¢ gitta Cys tu do va
khang thé, dﬁ“)ng thdi miu con lai dugce tron véi thé tich thich hop cda dung dich 10mM
chira dugc chat lién két (Hop chét 1 déi v6i ADC16 hoic hop chit 12 ddi véi ADC17)
trong DMSO dé dat duoc lwong hop chit du 6 14n so v&i khang thé nay: cho ring khang
thé da khir ndy thudng nhé hon 6 Cys tu do/phén tir protein, ty 1& mol giita hop chit va
Cys tu do thu dugc khong bao gio nhé hon 1. DMSO dugc bb sung néu c6 dé gitr cho
ndng do cta né 1 5% (thé tich/thé tich) va hdn hop ndy dugc U trong 30 phut & nhiét o
20°C. Sau d6, N-Axetyl-xystein dugc bd sung d& 1am ngudi phan tng, sir dung thé tich
thich hgp ctia dung dich 10mM trong nudc dé dat t6i nf‘mg dd duoc chét-lién két. Cubi
ciing, thé tiép hop thu duge dugc tinh ché tir phin cin cta céc chét phan tmg bing cach
loc gel trén Sephadex G-25 bang cach sir dung cdt PD-10 do GE Healthcare cung clp. Su
¢6 mit ciia cac két tu dugc kiém tra bing cach phan tich phuong phap sic ky loai c& sir
dung hé Akta FPLC dugc trang bi cot Superdex-100 10/300 tién hanh phuong phép dong
ding v6i PBS & 1mL/phut: néu dién tich pic twong tmg véi cac két tu vuot qua 10% tdng
dién tich pic, thi monome dugc tinh ché st dung cung mot hé sdc ky véi cot diéu ché
Superdex 200 16/600 thyc hién cing mt phuong phép da néu trén. Ndng d6 ADC cubi
cung dugc xac dinh bang thiét bi quang phd bing cach kiém soat do hdp phu cia né &
bude song 280nm bing cach st dung ciing hé sb tit mol 16n hon so véi khang thé gdc:
khi ndng 6 ADC nhé hon 1 mg/mL, thi n6 dugc cd bing cach st dung thiét bi Vivaspin

do GE Healthcare cung cip va ndng d6 méi duge xac dinh lai nhu da néu trén.
Vi du 19: Téng hop hop chat c6 cong thirc D-X-(AA),-L;

Diéu ché hop chét 28

-163-



26474

a
MeO o - - QMNHE
[a) ¥ R R H
s =9 N N, 2 Y
oo

Hep chit 8
. Hop chét9
D]:PEA? NMP
o] s

Hén’go

Hop chét 28
(a) Pidu ché hop chét 28

DIPEA (10pL, 0,06mmol) dugc bd sung vao dung dich chta hgp chit 9 (13mg,
0,02mmol), da dugc diéu ché nhu dugc thé hién trong vi du diéu ché néu trén, va Hop
chét 8 (20mg, 0,02mmol), da dugc diéu ché nhu duge mo ta trong vi du 2 néu trén, trong
NMP (6,5mL) & nhiét ¢ 23°C. Sau 9 gid, hon hgp phan tng dugc pha loang bang H,0
va chiét béng EtOAc. L6p hitu co thu gom duge 1am kho trén khan Na,SOy, loc, va c6
trong chan khong. Phin cén thu dugc duge tinh ché bing hé théng séc ky nhanh (SiO,,
DCM:CH;O0H, nim trong khoang tir 100:0 dén 90:10) d& thu dugc hop chét 28 dich tinh
khiét (9mg, 38%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5/CD;OD): & 9,40 (s, 1H), 8,92 (d, J = 10,6 Hz, 1H),
7.67 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,47 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,21 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7,16 (t, J =
11,9 Hz, 1H), 6,97 (t, J = 9,6 Hz, 2H), 6,82 (t, J = 11,4 Hz, 1H), 6,67-6,64 (m, 1H), 6,64
(s, 2H), 6,08 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 5,68 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 5,62-5,58 (m, 1H), 5,54-
5,47 (m, 1H), 5,35-5,29 (m, 1H), 5,20 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 4,94 (s, 2H), 4,77 (q, J = 8,1
Hz, 1H), 4,54-4,45 (m, 2H), 4,37 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 4,20-4,12 (m, 1H), 4,08 (t, J = 7.8
Hz, 1H), 3,58 (s, 3H), 3,42 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,18- 3,00 (m, 7H), 2,81-2,75 (m, 1H),
2.35-2,30 (m, 3H), 2,29-2,25 (m, 3H), 2,17 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,14-2,06 (m, 1H), 2,04-
1,92 (m, 1H), 1,86-1,74 (m, 1H), 1,76 (s, 3H), 1,61-1,42 (m, 10H), 1,54 (d, J = 6,3 Hz,
3H), 1,30-1,14 (m, 4H), 1,08 (d, J = 6,4Hz, 3H), 0,94 (s, 9H), 0,86 (dd, J = 6,8, 4,3 Hz,
6H).
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3C NMR (100 MHz, CDCl,): & 173,0, 172,1, 171,0, 170,2, 168,5, 167,1, 162,0,
161,3, 157,2, 157,0, 145,0, 140,2, 137,7, 137,5, 137,1, 134,0, 132,4, 128,8, 126,9, 124.9,
124.4, 1243, 124,0, 120,5, 119,8, 108,6, 107,3. 81,9, 74,8, 66,1, 60,4, 58,8, 55,4, 37,6,
37,2, 36,0, 34,8, 31,9, 31,6, 30,9, 30,7, 30,0, 29,7, 29,3, 28,1, 26,5, 26,2, 26,1, 25,1, 19,2,
18,3,17.1, 16,5, 12,9.

ESI-MS 7/z: Tinh to4n duge di véi Ce3HooN19O1s: 1226,7. Thu duge bing thyc
nghiém: 1267,4 (M+H)".

Vi du 20: Téng hop hop chit c6 cong thuec D-X-(AA),-H

Didu ché hop chit 36

Hop chit 6
WO02007144423, Hep chét 29
Hop chat 30b, trang 32 P A

\ Hep chit 33

Hop chat 35 Ho’p l:lnt 34
i;,j{,
Hop _chat 36

(a) Piéu ché hop chét 29

BS sung pyridin (0,31mL, 3,82mmol) va 4-nitrophenyl cloformat (769,7mg,
3,82mmol) & 0°C vao dung dich chira hop chét 6 (1,01g, 1,91mmol) (Hop chét 30b, duoc
didu ché nhir dwoc mé ta trong WO 2007144423, duge két hop vao séng ché bing cach
vién dan) trong DCM (40mL). Hon hop phén tmg duge khudy & nhiét d6 23°C trong 1,5
gi0, pha loang bing axit xitric 10% va chiét bing DCM. Lép hitu co thu gom dugc lam
kho trén Na,SO, khan, loc va cd trong chan khong. Phin cén thu dugc dugce tinh ché
bing hé théng sic ky nhanh (SiO,, hén hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chét 29 tinh
khiét (783mg, 59%).
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'H NMR (400 MHz, CDCly): 5 8,26 (d, J=9,2 Hz, 2H), 8,02 (d, J = 10,9 Hz, 1H),
7.43 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 7,22 (t, J = 9,2 Hz, 1H), 6,92-6,76 (m, 2H), 6,21 (d, J = 9,3 Hz,
1H), 6,17-6,12 (m, 1H), 5,73-5,64 (m, 1H), 5,65-5,56 (m, 2H), 5,46-5,38 (m, 1H), 5,27
(d,J=9,9 Hz, 1H), 4,86 (g, J= 8,2 Hz, 1H), 4,76 (p, J = 6,2 Hz, 1H), 4,40 (d, J= 9,3 Hz,
1H), 4,21 (ddd, J = 10,7, 7,6, 4,9 Hz, 1H), 3,66 (s, 3H), 2,89-2,79 (m, 1H), 2,59-2,29 (m,
6H), 1,83 (d, J= 1,3 Hz, 3H), 1,61 (s, 3H), 1,16 (d, J= 6,7 Hz, 3H), 1,00 (s, 9H).

(b) Didu ché hop chét 33

8
A i
_MMCL DIPEA MIMHEN" "y KS 0> M‘tMHNM‘SJ\O“'\

DCM EtOH Hop chét 31

BrHHN"""Br

Hop chat 30 rp chét 31
1} PriH,, DOM, 23 °C 5 s
2) MeSO,Me, MeOH X :
- Hop chét 32 : DCH  Hop chét 33 P
p chat 32 p chat 33

Didu ché hop chét 30

B sung 4-metoxytriphenylmetyl clorua (5,89g, 19,Immol) va DIPEA (6,3,mL,
36,38mmol) vao dung dich chtra 3-bromopropylamin hydrobromua (1,22¢g, 2,98mmol)
trong CH,Cl, (30mL). Hon hgp phan tng dugc khudy & nhiét d§ 23°C qua dém, pha
loang bang H,0 va chiét bing CH,Cl,. L6p hitu co thu gom dugc 1am kho trén Na,SO,
khan, loc va c0 trong chan khong. Phén cén thu duge duge tinh ché bang hé théng sic ky
nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) d& thu dwgc hop chét 30 tinh khiét (8,16g, 100%)
dudi dang chit rén tréng.

"H NMR (400 MHz, CDCl5): § 7,50-7,42 (m, 4H), 7,39-7,33 (m, 2H), 7,29-7,22
(m, 4H), 7,22-7,15 (m, 2H), 6,81 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 3,78 (s, 3H), 3,56 (t, J = 6,8 Hz,
2H), 2,26 (t, J= 6,7 Hz, 2H), 2,07-1,96 (m, 2H).

Diéu ché hop chét 31

B& sung kali etylxanthogenat (1,46g, 9,08mmol) vao dung dich chira hop chét 30
(1,49¢, 3,63mmol) trong etanol (36mL). Hén hop phan tng dugc khudy & nhiét d6 23°C
qua dém va sau do, kali bromua két tha dugc loc ra khoi dung dich. Sau khi phé“m loc

duoc bay hoi trong diéu kién 4p suét thip, va phin cin ran dugc nghién bing hexan. Phin
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rén thu duge duoc loai bod bang cach loc va ph?m loc dugc bay hoi va tinh ché bing séc
k¥ nhanh (SiO,, hdn hgp Hex/EtOAc) dé thu dugc hop chét 31 (1,31g, 80%).

'H NMR (400 MHz, CDCLy): & 7,50-7,42 (m, 4H), 7,39-7,33 (m, 2H), 7,29-7,22
(m, 4H), 7,22-7,15 (m, 2H), 6,81 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 4,62 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,78 (s,
3H), 3,32-3,20 (dd, J= 7.7, 6,9 Hz, 2H), 2,23 (t, J= 6,7 Hz, 2H), 1,91-1,80 (m, 2H), 1,41
(t,J=17,1 Hz, 3H).

Didu ché hop chit 32

Bé sung 1-propylamin (4,4mL, 66,4mmol) vao dung dich chira hop chét 31 (3g,
6,64mmol) trong DCM (10mL). Hon hgp phén tng dugc khudy & nhiét d6 23°C trong 10
phut va cd trong chén khong. Phén cén thu duge dugc sir dung trong budc tiép theo ma
khong can 1am sach thém. N6 duge hoa tan trong metanol kho (50mL) va lam lanh dén
nhiét d6 0°C. Metyl metanthiosulfonat (9,7mL, 7,97mmol) dugc bd sung va dung dich
nay dugc khudy trong 16 gid' & nhiét d 23°C. Dung méi dugc loai bo trong chan khong,
phin cin diu dugc hoa tan trong diclometan, dugc rira bang dung dich dém c6 d6 pH =7
va nuée mubi, duoc 1am kho va lam bay hoi. Phin cén thu duge duge tinh ché bing hé

théng séc ky nhanh (SiO;, hdn hop Hex:EtOAc) d& thu dugc hop chat 32 (1, 6g, 59%).

'H NMR (400 MHz, CDCly): & 7,52-7,44 (m, 4H), 7,38 (d, J= 8,9 Hz, 2H), 7,32-
7,22 (m, 4H), 7,19 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 3,79 (s, 3H), 2,90-2,72
(m, 2H), 2,39 (s, 3H), 2,24 (t, J= 6,7 Hz, 2H), 1,88 (p, J= 6,9 Hz, 2H).
Diéu ché hop chit 33

B& sung axit dicloaxetic (0,9mL, 10,9mmol) vao dung dich chira hop chét 32
(1,22, 2,98mmol) trong CH,Cl, (30mL). H3n hgp phan tng dugc khudy & nhiét do 23°C
trong 20 phut va pha lodng bang nudc. Lép hitu co duge chiét va pha nuéc duge bazo
héa bing KOH 10%. Sau d6, né dugc chiét déu bing diclometan (3x), va phan chiét hitu
co thu gom dugc lam khé trén Na,SOy, loc va cd @& thu duge hop chat 33 (409meg,
100%).

'H NMR (400 MHz, CDCL): 8 2,83-2,75 (m, 2H), 2,41 (s, 3H), 1,88-1,81 (m,
2H).

(c) Didu ché hop chit 34
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B6 sung hop chét 33 (50mg, 0,36mmol) va DIPEA (0,06mL, 0,36mmol) vao dung
dich chira hop chat 29 (230,2mg, 0,33mmol), dugc didu ché nhu dugc md ta trong bude
(a) néu trén, trong CH,Cl, (10mL). Hon hgp phén tng dugc khudy & nhiét dd 23°C trong
3 gid, pha loang bang H,0 va chiét bing CH,Cl,. Lép hitu co thu gom duge lam kho trén
Na,SO4 khan, loc va c6 trong chan khong. Phin cén thu dugc duge tinh ché béng hé
théng sic ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:FtOAc) dé thu duoc hop chit 34 tinh khibt
(150mg, 66%). |

'H NMR (400 MHz, CDCLy): & 8,68 (d, J= 10,7 Hz, 1H), 7,31 (t, J = 6,0 Hz, 1H),
6,90 (dd, J= 12,7, 10,2 Hz, 1H), 6,81 (dd, J= 10,9, 8,5 Hz, 1H), 6,38 (d, J= 9,4 Hz, 1H),
6,16 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 5,69 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 5,65-5,52 (m, 3H), 5,41-5,37 (m,
1H), 5.29-5,56 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 4,83 (q, J= 8,3 Hz, 1H), 4,54-4,50 (m, 1H), 4,46 (d, J
= 9.4 Hz, 1H), 4,24-4,19 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,36-3,16 (m, 2H), 2,86-2,82 (m, 1H),
2,70 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2,44-2,35 (m, 5H), 2,40 (s, 3H), 2,19-2,04 (m, 1H), 1,98-1,83
(m, 2H), 1,84 (s, 3H), 1,63 (d, J= 6,6 Hz, 3H), 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi véi C35H53N3O782: 691,33. Thu duogc bﬁng thuc
nghiém: 692,4 M+H)".

(d) Diéu ché hop chét 35

B6 sung hdn dich chira 3-aminopropan-1-thiol hydroclorua (37,2mg, 0,29rhmol)
trong DCM (2,5mL), DIPEA (59uL, 0,34mmol) va DMF (0,1mL) & nhiét d§ 23°C Vao
dung dich chira hop chit 29 (121,3mg, 0,17mmol), dugc diéu ché nhu dugc mo ta trong
budc (a) néu trén, trong DCM (2,5mL). Hon hop phan tmg dugc khudy & nhiét d6 23°C
trong 7 gio, pha lodng bing H,O va chiét bang EtOAc. Lép hiru co thu gom duge 1am
kho trén khan Na,SO,, loc va cb trong chan khong. Phan cén thu dugc duge tinh ché
bing hé théng séc ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé thu dugc tinh khiét Hop chét
35 (40,5mg, 37%). |

'H NMR (300 MHz, CDCL): 5 8,63 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 7,34- 7,21 (m, 1H), 6,88
(t, J= 11,4 Hz, 1H), 6,76 (t, J = 9,6 Hz, 1H), 6,68 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 6,13 (d, J= 11,6
Hz, 1H), 5,7-5,67 (m, 3H), 5,66-5,48 (m, 3H), 4,81 (q, J = 8,1 Hz, 1H), 4,66-4,50 (m,
1H), 4,46 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 4,25-4,18 (m, 1H), 3,64 (s, 3H), 3,27-3,34 (m, 1H), 2,88-
2,77 (m, 1H), 2,66 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,42-2,30 (m, 5H), 2,22-2,06 (m, 2H), 1,89-1,74
(m, 5H), 1,62 (d, J= 6,6 Hz, 3H), 1,15 (d, J= 6,7 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).
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ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi v6i CesHiooNeO14S2: 1288,67. Thu duge bing
thuc nghiém: 1289,4(M+H)".

(¢) Diéu ché hop chit 36

Dung dich chira hop chét 35 (40,5mg, 0,03mmol) trong hdén hop chira EtOAc
(1,5mL) va CH;0H (1,5mL) dugc xir Iy bing dung dich dithiotreitol (0,36mL,
0,36mmol) trong dung dich dém kali phosphat 0,05M (1,2mL) & d6 pH = 7,5 chira axit
etylendiamintetraaxetic (EDTA) 2nM. Hdn hop ndy dugc khudy & nhiét d6 23°C trong 4
gi0. Phan tng dugc xtr ly bang dung dich chita dung dich dém kali phosphat 0,2M & d6
pH = 6,0 chta EDTA 2mM va chiét bing EtOAc (x3). L6p hitu co thu gom duge 1am
kho trén Na,SO, khan, loc va co trong chian khong. Phan cén thu duqé duoc tinh ché
bing hé HPLC (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chit 36 (15mg, 38%).

'H NMR (300 MHz, CDCly): & 8,70 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,35- 7,21 (m, 1H), 6,89
(t, J= 11,4 Hz, 1H), 6,80 (t, J = 9,8 Hz, 1H), 6,42 (d, J= 9,4 Hz, 1H), 6,16 (d, J = 11,3
Hz, 1H). 5,75-5.48 (m, 3H), 5,52-5,13 (m, 3H), 4,83 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,65-4,38 (m,
2H), 4,32-4,16 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,29 (q, J = 6,6 Hz, 2H), 2,85 (dt, J= 9,8, 6,9 Hz,
1H), 2,54 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 2,48-2,26 (m, 5H), 2,19-2,01 (m, 1H), 1,89-1,74 (m, 5H),
1,63 (dd, J = 6,8, 1,7 Hz, 3H), 1,16 (d, J= 6,6 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh todn dugc ddi véi CsqHsN;0,S: 645,85. Thu dugc bing thuc
nghiém: 668,4 (M+Na)".

Vi du 21: Téng hop hop chét 14 theo cach khéc
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Hop chit 14
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(a) Diu ché hop chét 37

B sung DIPEA (0,52mL, 3mmol) va N-hydroxysucxinimit este cua axit 6-
maleimidohexanoic (323,7mg, 1,1mmol) vao dung dich chta N-Fmoc-1,3-propandiamin
hydrobromua (377mg, 1mmol) trong CH,Cl, (15mL). Hén hop phén tng dugc khudy &
nhiét do 23°C qua dém va co trong chén khong. Phin cén thu dugc dugc tinh ché bing hé
théng séc ky nhanh (SiOp, hén hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chét 37 tinh khiét
(430mg, 100%) duéi dang chit rén mau tring. |

'f NMR (400 MHz, CDCls): & 7,76 (dd, J = 7,6, 1,0 Hz, 2H), 7,64-7,55 (m, 2H),
7.45-7,37 (m, 2H), 7,31 (td, J = 7.5, 1,2 Hz, 2H), 6,16 (bs, 1H), 5,24 (bs, 1H), 4,42 (d, J
= 6,9 Hz, 2H), 421 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 3,27 (dq, J = 18,3, 6,3 Hz, 4H), 2,99 (t, J = 7,0
Hz, 2H), 2,62 (t, J= 7,0 Hz, 2H), 2,41 (s, 3H), 1,71-1,59 (m, 2H).

(b) Diéu ché hop chét 38

B sung dietylamin (1,4mL, 13,5mmol) vao dung dich chira 37 (430mg, lmmol),
d3 duoc diéu ché nhu duge mé ta trong bude (a)' néu trén, trong CH,Cl, (8mL). Hon hop
phan Umg duoc khudy & nhiét do 23°C trong 6 gior va co trong chén khong. Phan cén thu
duoc duge nghién bang Et,0 va loc dé thu duoc hop chat 38 (148mg, 71%) dudi dang

chat rdn mau trang.

'H NMR (400 MHz, CDCl;): & 3,29 (td, J = 6,5, 2,3 Hz, 2H), 3,01-2,86 (m, 2H),
2,78 (t, J= 6,6 Hz, 2H), 2,57 (t,J= 7,1 Hz, 2H), 2,37 (s, 3H), 1,69 (p, /= 6,6 Hz, 2H).

(c) Piéu ché hop chét 14

B4 sung dung dich chita hop chét 38 (58mg, 0,28mmol),dd dugc diéu ché nhu
duge md ta trong bude (b) néu trén, va DIPEA (0,1mL, 0,56mmol) trong CH,Cl, (2mL)
vao dung dich chtra hop chit 16 (60mg, 0,08mmol), da dugc diéu ché nhu dugc mo ta
trong vi du 5(a) néu trén, trong CH,Cl, (2mL). Hon hop phan tmg dugc khudy & nhiét 46
23°C trong 3 gidy, pha lodng bing H,0 va chiét bing CH,Cl,. Lép hitu co thu gom dugc
]am kho trén Na,SO, khan, loc va cd trong chan khong. Phan cén thu duge dugce tinh ché
bang hé théng sic ky nhanh (SiO,, hén hop Hex:EtOAc) dé thu dugc hop chit 14 tinh
khiét (60,5mg, 95%).

'H NMR (500 MHz, CDCl;):5 8,88 (d, J= 10,8 Hz, 1H), 7,29-7,24 (m, 1H), 6,90
(t, J=11,5 Hz, 1H), 6,82 (t J=9,1 Hz, 1H), 6,63 (t, J= 6,1 Hz, 1H), 6,49 (d, J=9,4 Hz,
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1H), 6,16 (dd, J = 11,5, 1,5 Hz, 1H), 5,70 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 5,68-5,51 (m, 3H), 5,29
(d,J=9,7 Hz, 1H), 4,81 (q, J = 8,2 Hz, 1H), 4,52 (d, J= 9,5 Hz, 1H), 4,52-4,43 (m, 1H),
424 (ddd, J= 11,5, 7,3, 4,3 Hz, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,37-3,21 (m, 3H), 3,21-3,12 (m, 1H),
2,97 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,90-2,81 (m, 1H), 2,60 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,49-2,35 (m, 3H),
2,39 (s, 3H), 2,33 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 2,14-2,07 (m, 1H), 2,07 (s, 3H), 1,84 (s, 3H), 1,73-
1,64 (m, 2H), 1,16 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 1,05 (s, 9H).

BC NMR (125 MHz, CDCl): § 171,6, 168,2, 166,4, 161,6, 157,2, 145,2, 140,3,
137.,4, 134,2, 134,0, 131,9, 124,4, 124,1, 1224, 120,7, 108,3, 105,6, 81,8, 74,8, 60,6,
60,4, 55,5, 37,8, 37,2, 36,2, 35,6, 34,7, 33,1, 31,0, 29,8, 26,7, 26,2, 23,0, 21,0, 17,2, 16,6.

Vi du 22: Téng hop hop chét 15 theo cach khac
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(a) Diéu ché hop chit 39
Bb sung hop chét 33 (120mg, 0,88mmol), 43 dugc diéu ché nhu duge mo ta trong

vi du 20(b) néu trén, va DIPEA (0,05mL, 0,25mmol) vao dung dich chtta hop chét 16
(178,7mg, 0,25mmol), da dugc diéu ché nhu duge mé ta trong vi du 5(a) néu trén, trong
CH,Cl, (2,5mL). Hon hop phan tng dugc khqu & nhiét do 23°C trong 2 gio, pha lodng
bing H,O va chiét bing CH,Cl,. Lép hitu co thu gom duge 1am kho trén Na,SO4 khan,
loc va c6 trong chén khong. Phin cin thu dugc duge tinh ché bing hé théng sic ky nhanh
(Si0,, hén hop Hex:EtOAc) d& thu dugc hop chét 39 tinh khiét (100mg, 56%).

'"H NMR (400 MHz, CDCl;): & 8,65 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,28 (t, J = 11,6 Hz,
1H), 6,90 (t, J= 11,5 Hz, 1H), 6,82 (t, J= 9,6 Hz, 1H), 6,37 (d, J= 9,4 Hz, 1H), 6,17 (d,
J=11,7 Hz, 1H), 5,69 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 5,64-5,57 (m, 2H), 5,34 (t, /= 6,2 Hz, 1H),
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5,29 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,81 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,54-4,49 (m, 1H), 4,45 (d, J= 9,4
Hz, 1H), 4,28-4,17 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,37-3,21 (m, 2H), 2,85 (dt, J = 9,7, 6,9 Hz,
1H), 2,71 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,44-2,30 (m, 5H), 2,38 (s, 3H) 2,13-2,06 (m, 1H), 2,07 (s,
3H), 1,93 (p, J = 6,9 Hz, 2H), 1,84 (s, 3H), 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,06 (s, 9H).

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi v6i CssHs,CIN;O04S,: 725,9. Thu dugc béng thuc
nghiém: 748,3 (M+Na)".

(b) Piéu ché hop chét 15

Dung dich chira hop chét 39 (90mg, 0,12mmol), d4 dugc didu ché nhu duge md ta
trong vi du 5(a) néu trén, trong hdn hop chira EtOAc (6,7mL) va CH;0H (6,7mL) dugc
xtt 1y bang dung dich dithiotreitol (0,36mL, 0,36mmol) trong dung dich dém Kkali
phosphat 0,05M (6,7mL) & d6 pH = 7,5 chtra axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) 2nM.
Hdn hop nay dugc khudy & nhiét d6 23°C trong 4 gid. Phan tmg dugc xit 1y biang dung
dich dém kali phosphat 0,2M & d6 pH = 6,0 chita EDTA 2mM va chiét bang EtOAc (x3).
Lép hitu co thu gom duge 1lam kho trén Na,SO,4 khan, loc va ¢d trong chan khong. Phin
cén thu dugc duge tinh ché bang hé thdng séc ky nhanh (SiO,, hdn hop Hex:EtOAc) dé
thu dugc hop chét 15 dich tinh khiét (40,2mg, 46%).

'H NMR (500 MHz, CDCL): § 8,66 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 7,29 (t, J = 11,2 Hz,
1H), 6,91 (t, J = 11,5 Hz, 1H), 6,83 (t, J= 9,7 Hz, 1H), 6,38 (d, J= 9,4 Hz, 1H), 6,17 (d,
J=11,8 Hz, 1H), 5,70 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 5,65-5,51 (m, 2H), 5,34 (t, J = 6,3 Hz, 1H),
5,29 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,82 (q, J = 8,3 Hz, 1H), 4,56-4,48 (m, 1H), 4,45 (d, J = 9,3
Hz, 1H), 4,22 (ddd, J = 11,4, 7,5, 4,3 Hz, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,31 (q, J = 6,4 Hz, 2H),
2,88-2,83 (m, 1H), 2,55 (q, J = 7,7 Hz, 2H), 2,47-2,30 (m, 5H), 2,12-2,07 (m, 1H), 2,08
(s, 3H), 1,88-1,76 (m, 5H), 1,17 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,06 (s, 9H).

3C NMR (125 MHz, CDCly): & 168,2, 166,2, 161,5, 156,7, 145,2, 140,2, 137,3,
134,2, 134,0, 132,0, 124,4, 124,2, 1223, 120,8, 108,1, 105,5, 81,8, 74,5, 60,6, 55,4, 39,6,
37,3, 34,6, 33,9, 33,3, 30,8, 26,7, 26,3, 21,8, 21,1, 17,2, 16,7.

ESI-MS m/z: Tinh toan dugc dbi v6i C34HseCIN;O,S: 679,3. Thu dugc bang thuc
nghiém: 702,4 (M+Na)".

Vi du chimg minh hoat tinh gdy doc t& bao cta thé tiép hop khang thé-dugc chét theo

sang ché
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Thir nghi€m sinh hoc dé phét hién hoat tinh khéng khdiu

Muc dich cta thir nghiém 1a nhim d4anh gia hoat tinh kim té bao (kha ning tri hoan
hodc kim ham su phat trién cta té bao cua khéi u) hodc gy doc té bao (kha ning tiéu diét
cac t& bao cua khéi u) in vitro ciia cac mAu dugc thir nghiém.

Céac dong té bao va mdi trudng nudi cly té bao

T4t ca cac dong té bao ciia khdi u dugce sir dung trong trong nghién ctru nay thu
duge tir Ngan hang giéng va vi sinh vét Hoabe (ATCC), trir khi c6 chi dan khac; BT-
474 (ATCC HTB-20, bénh ung thu biéu mo tuyé'n nguc), SK-BR-3 (ATCC HTB-30,
bénh ung thu tuyén vii) va HCC-1954 (ATCC CRL-2338, bénh ung thu biéu mo tuyén
nguc), tat ca HER2+; MDA-MB-231 (ATCC HTB-26, bénh ung thu tuyén vi1) va MCF-7
(ATCC HTB-22, bénh ung thu tuyén v, tran dich mang phdi), tit ca HER2-; SK-OV-3
(ATCC HTB-77, bénh ung thu budng trimg), HER2+; NB-4 (Bénh bach cau tién tity bao
cép tinh, APL, CD13+, M. Lanotte et al. (1991) NB4, a maturation inducible cell line
with t(15,;17) marker isolated from a human actute promyelocytic leukemia (M3). Blood
77, 1080-1086), (CD13+) va U937 (ATCC CRL-1593,2, u md bach huyét, CD13+ va
CD4+); Raji (ATCC CCL-86, u bach huyét dang Burkitt) (CD13-, CD20+, CD5-, va
CD4-); RPMI-8226 (ATCC CRM-CCL-155, da u tiy) (CD13-, CD20-, CD5- va CD4-);
Karpas-299 (DSMZ ACC-31, u bach huyét khong phai dang Hodgkin) (CD20-, CD5+, va
CD4+); MOLT-4 (ATCC CRL-1582, bénh bach cdy lympho nguyén bao cip tinh,
CD5+). Ngoai ra, hai dong té bao Raji (ATCC CCL-86, u bach huyét dang Burkitt) dugc
st dung trong trong nghién ciru nay, dong Raji #10 (mirc biéu hién CD5 cao) va dong
Raji 18 (khong biéu hién CD5), duge dua ra boi gido su Juan M. Zapata (Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”, CSIC-UAM, Madrid, Spain). Cac t€ bao nay
duge gitt & nhiét do 37°C, 5% CO, va d6 4m 95% trong méi trudng Eagle dugc cai bién
Dulbecco (DMEM) (déi v6i cac té bao MCF va MDA-MB-231), RPMI-1640 (d6i véi
cac t& bao SK-BR-3, HCC-1954, NB-4, U937, Raji, RPMI-8226, Karpas-299, MOLT-4,
dong Raji #10 va dong Raji #18), RPMI-1640 + 1% ITS (d6i véi cac té bio BT-474)
hodc McCOyS (dbi voi cac t& bao SK-OV-3), tit ca cic mdi trudng nudi ciy c6 bd sung

10% huyét thanh bao thai bé (FCS) va 100 don vi/mL Penixilin va streptomyxin.

Thir nghiém dbc tinh té bao
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Déi véi cac té bao bam dinh: Thir nghiém do mau c¢6 st dung sulforhodamin B
(SRB) dugc stir dung thich hop dé dinh lugng qua trinh sinh truéng t& bao va hoat tinh
- gly dbc té bao, nhu dugc md ta trong 4n phim: V. Vichai and K. Kirtikara (2006)
Sulforhodamine B colorimetric assay for cytotoxicity screening. Nature Protocols, 1,
1112-1116. Tém lai, céc té bao duge nudi cdy trong dia vi khun do 96 giéng va dé yén
trong 24 gid trong moi truong khong chira duge chét trude khi xir 1y bing ta duge 1ong
riéng r& hodc cac hgp chét chi dinh trong 72 gio. Pé dinh luong, cac té bao dugce rira hai
l4n bing dung dich nuéc mudi dém phosphat (PBS), dugc c¢b dinh trong 15 phit trong
dung dich glutaraldehyt 1%, dugc rira hai lan b?lng PBS, dugc nhudm trong dung dich
axit axetic 0,4% SRB-1% trong 30 phut, dugc rira vai 14n bing dung' dich axit axetic 1%
va lam khé trong khong khi. Sau d6, SRB duoc chiét trong dung dich bazo trizma 10mM
va mat d6 quang hoc dugc do ¢ 490 nm trong thiét bi quang phd vi dia. Kha ning séng
s6t t& bao dugc biéu hién bing ty 16 ty 18 phin tram séng sét t€ bao khong duge xir ly, dbi

chung.

P6i v6i cac té bao hdn dich: Thir nghiém trao dbi tidu chuin st dung MTT (3-
(4,5-dimetylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromua) dugc st dung thich hop dé
dinh lugng qua trinh sinh truéng t€ bao va hoat tinh gy doc té bao, nhu dugc mo ta trong
4n phdm: T. Mosmann (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
Application to proliferation and cytoxicity assays. J. Immunol. Meth., 65, 55-63. Tém lai,
dung dich MTT dugc bb sung vao mdi trudng nudi ciy té bao & ndng dd cudi cling bang
0,5 mg/mL, va 0 trong khoang thoi gian tir 1 dén 4 gi& & nhiét d 37°C cho dén khi céc
ﬁnh thé formazan duoc tao ra. Moi truong nudi céy duge loai ra mot cach cin than khoi
moi truong nudi céy t& bao va céc tinh thé formazan dugc tao hdn dich lai trong 100uL
DMSO. Sau khi tron dé dam bao qua trinh hoa tan, lugng foﬁnazan (c6 thé ty 1& thuan
véi sb lugng & bao sdng s6t) duge do bing ghi lai sy thay d6i vé @ hap phu & 570 nm
bing céach st dung thiét bi quang phd co6 dia doc. Kha ning sdng sét té bao dugc biéu

hién bing ty 1€ ty 18 phan trdm séng s6t t& bao khong duge xt 1y, ddi chimg.

Tri s6 ICs dugc st dung trong ban md ta d& chi ndng do ctia hop chit tiéu diét

50% té bao khi so sanh v6i kha nang séng sét té bao ddi ching.
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Vi du vé hoat tinh sinh hoc 1: Hoat tinh gdy doc té bao cua thé tiép hgp ADCI va céc
chit phan tng lién quan dbi v6i céc t& bao ung thu via biéu hién va khong biéu hién
HER2

Hoat tinh gy doc t& bao in vitro clia thé tiép hgp ADC1 ciing véi cac hop chat gy
doc té bao gbc 1 va 4 va Trastuzumab duoc danh gia d6i voi cac dong té bao ung thu vi
bidu hién qui mirc hogc khong biéu hién thy thé HER2 clia céc ddi tugng bi bénh khic
nhau, bao gdm BT-474, HCC-1954 va SK-BR-3 (té bao biéu hién HER2) va MDA-MB-
231 va MCF-7 (té bio khong biéu hién HER). SK-OV-3, dong té bao ung thu buong
tring HER2+, ciing dugc bao ham trong thir nghiém nay lam mé hinh t& bao khong phai

mo nguc. Puong cong déap Umg lidu (DR) tiéu chudn trong 72 git dugc tién hanh.
Hoat tinh gy ddc té bao ctia Trastuzumab

Trén tit ca, hoat tinh gdy doc té bao in vitro clia Trastuzumab dugc thir nghiém
d6i véi cac dong té bao cia khdi u khac nhau. Trong ba dudng cong dép ung lidu nhu
nhau nim trong khoang tir 5,0E01 dén 2,6E-03pg/mL (3,4E-07 - 1,8E-11 M), trong hai
tha nghiém doc 1ap, Trastuzumab hoan toan khong c6 hoat tinh, khong dat dugc tri s6
ICs, trong dong t& bao bat ky da dugc thir nghiém, doc 1ap v& tinh trang HER?2 clia ching
(xem Bang 3).

Bang 3. Tom tat v& hoat tinh gay doc té bao in vitro cia Trastuzumab

Trastuzumab
) Té bao ung
Té bao ung thu va thu budng
trimg
HER2+ HER2- HER2+
BT474 | HCCI9s4 | SK-BR3 | Mcp7 | MPAMBTl skovs
IC50 (ug/mL | >5,0E+01 | >5,0E+01 > 5,0E+01 >5,0E+01 | >5,0E+01 > 5,0E+01
IC50 (Mol) | >3,44E-07 | >3,44E-07 | >3,44E-07 | >3,44E-07 | > 3,44E-07 | >3,44E-07

Hoat tinh gay doc té bao ctia hop chét 4

Hoat tinh gdy doc té bao cua hop chét 4 trung gian duge thir nghiém & cac dudong
cong d4p tmg lidu st dung mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nim trong
khoang tir 1E-01 dén 2,6E-05pg/mL (nim trong khoang tir 1,5E-07 dén 3,9E-11 M).

Hoat tinh gdy doc t& bao ciia hop chét nay, trong hai thir nghiém doc 1ap, 14 tuong
d6i ddng nhéit trong cac dong té bao khac nhau dugc thit nghiém, véi tri s& ICs, trong

khoang nanomol thip, nim trong khoang tir 8,9E-05 dén 1,7E-03pg/mL (n3m trong
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khoang tir 1,34E-10 dén 2,6E-09 M), véi tri s6 ICs trung binh trong toan bd 6 té bao 1a
5,69E-04pug/mL (8,57E-10 M). Ngoai ra, hoat tinh gdy doc té bao clia hop chét 4 13 doc
14p véi tinh trang HER2 ctia céc dong té bao cua khdi u (xem Bang 4).

Bang 4. Tém tit vé hoat tinh gy ddc té bao in vitro cia hop chét 4

Hop chat 4

Té bio ung

Té bao ung thur v thur budng

tring
HER2+ HER2- HER2+

BT-474 HCC1954 SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231 SK-OV-3

IC50 (ug/mL | 1,74E-03 1,30E-04 8,90E-05 4,15E-04 3,10E-04 7,30E-04

IC50 (Mol) 2,62E-09 1,96E-10 1,34E-10 6,26E-10 4,68E-10 1,10E-09

Hoat tinh gay ddc té bao cia hop chét 1

Hoat tinh cta hop chit gbc 1 duge thir nghiém bang cach sir dung ciing diéu kién
nhu trén, ndm trong khoang tir 1E-01 dén 2,6E-05pug/mL (ndm trong khoang tir 1,1E-07
dén 3,0E-11 M). Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chit ndy, trong hai thir nghiém doc
1ap, cling twong d6i ddng nhit trong cac dong té bao khéc nhau dugc thir nghiém, voi tri
s6 ICs, trong khoang nanomol thip, ndm trong khoang tir 8,9E-04 dén 6,4E-03pg/mL
(ndim trong khoang tir 1,04E-09 dén 7,47E-09 M), véi tri s6 ICso trung binh trong toan b
6 t& bao 1a 3,41E-03ug/mL (3,98E-09 M). Lién két maleimit dudng nhu 1am giam nhe
hoat tinh gy doc té bao ctia hop chit. Tiép theo, hoat tinh gay ddc t& bao ciia hop chét 1

14 doc 1ap véi tinh trang HER2 ctia cac dong té bao clia khéi u (xem Bang 5).

Bang 5. Tém tét v& hoat tinh gay ddc t& bao in vitro ciia hgp chat 1

Hop chét 1

Té bao ung

Té bao ung thur v thu budng

trimg
HER2+ HER2- : HER2+

BT-474 HCC1954 SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231 SK-OV-3

IC50 (ug/mL | 6,40E-03 9,60E-04 8,90E-04 3,70E-03 2,80E-03 5,70E-03

IC50 (Mol) 7,47E-09 1,12E-09 1,04E-09 4,32E-09 3,27E-09 6,66E-09

Hoat tinh gay ddc té bao cia thé tiép hop ADCI

Hoat tinh gay doc t& bao cua thé tiép hop ADC1 dugc thir nghiém ddi véi cac
dong té bao khac nhau. P& dam bao khoang ndng do thich hop, thé tiép hop dugc thir
nghiém trong sau dudng cong dap Ung lidu khéc nhau, 1ap lai ba 1an (mudi ndng d6 pha

loging theo bac, ty 18 1/2,5) tir 50, 10, 1, 0,1, 0,01 va 0,001pg/mL (trong duong véi néng
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d6 mol 3,3E-07, 6,6E-08, 6,6E-09, 6,6E-10, 6,6E-11 va 6,6E-12), trong hai thir nghiém
doc lap.

Pudng cong dép tmg liu dai dién duge thé hién trén Fig.3.

Sau khi diéu chinh cac dudng cong dap tmg lidu khac nhau, tri s6 ICsq trung binh
dugc tinh toan dbi véi ADC1 déi véi céc dong té bao khac nhau dugc thé hién trong
Bang 6 dudi ddy. ADCI c6 hoat tinh gdy doc té bao turong dbi gibng v4i hoat tinh cla
~ hop chét géc 1 riéng r& va, quan trong 13, tinh dic hi¢u r0 rang dbi véi cac té bao bidu -

hién HER2+. Do d6, c4c tac gia sang ché nhan thdy rang thé tiép hop thuc sy hoat dong

o thong qua qué trinh tuong tic cia khang thé don dong voi thu thé HER2 lién quan dén

mang trén cac t& bao cia khdi u, va tiép d6 phan phéi noi bao dugc chét gay doc té bao
~ vao mé dich. Trong sb cac dong té bao biu hién HER2, ¢6 su khéc nhau dang ké vé tinh
nhay dbi véi ADC1. Céc dong té bao nhay cam nhét 1a HCC-1954 va SK-BR-3, ¢6 ICs
13 3,88E-02 va 2,45E-02pg/mL (trong dwong véi 2,581E-10 va 1,63E-10 M), tiép d6 1a
céc té bao BT-474, c6 tri s6 ICsy cao hon déang k& 1a 7,4E-01pg/mL (twong dwong véi
4,93E-09 M). Dong té bao budng trimg SK-OV-3 c6 tri sb ICsicao hon nita 13
7,0E+00pg/mL (twong dwong véi 4,67E-08 M). Hai té bao khong biéu hién HER c6 tinh
nhay twong dwong 1a 2,0E+01pg/mL (twong duong véi khodng 1,0E-07 M) (xem Bang
6).

Béng 6. Tom tit v& hoat tinh gy doc té bao in vitro cia thé tiép hop ADCI

Thé tiép hop ADCI
Té bao ung
Dong té bao Té bao ung thu vii thur budng
trimg
HER2+ HER2- HER2+

T‘}nggng BT-474 | HCC1954 | SK-BR3 MCF7 | MDA-MB-231 | SK-OV-3
IC50 (ng/mL | 7,40E-01 | 3,88E-02 2,45E-02 1,20E+01 2,00E+01 7,00E+00
IC50 trung binh (ng/mL) dbi v&i t& bao ung thu v biéu hién HER2 2,68E-01
IC50 trung binh (pg/mL) ddi v6i t& bao ung thu vii khéng biéu hién HER2 1,60E+01
IC50(M) | 4,93E-09 | 2,58E-10 [ 163E-10 [ 7,97E-08 | 1,33E-07 4,67E-08
IC50 trung binh (M) ddi v&i t& bao ung thu v biéu hién HER2 1,79E-09
IC50 trung binh (M) d5i v6i t& bao ung thu vii khong biéu hién HER2 1,07E-07

Do d6, cac dong t& bao biéu hién HER2 déap ting nhét c6 tinh nhay cao hon khoang
300-800 14n so véi cac dong té bao khong bidu hién HER2, ching t6 thé tiép hop nay c6

tinh dic hiéu doi véi cac t€ bao bieu hien HER2.
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Dé so sanh biang dd thi, hoat tinh gdy doc t& bao cia khing thé don dong
Trastuzumab riéng 1& v6i hoat tinh cta thé tiép hop ADCI, céc biéu dd thé hién ty 18
phan trim séng s6t ctia té bao sau khi didu tri cac dong té bao khac nhau bing khang thé
don dong riéng 1€ (10pug/mL) hodc ADC & ndéng d6 bang 10ug/mL hodc 1pg/mL, dugc
thé hién trén Fig.4. Nhu c6 thé thiy tir Fig.4, & ndng d twong duong 13 10pg/mL, mAb
Trastuzumab riéng 1€ c6 hoat tinh gay doc té bao rt nho hoic khong c6 hoat tinh giy doc
té bao (< 20% cuc dai) d6i voi dong té€ bao bat ky dugc thir nghiém, doc 1ap véi tinh
trang HER2 cutia ching. Trai lai, ADC1 c6 hoat tinh gay doc té bao tiém ning ddi véi cac
té bao bidu hién HER2, HCC-1954 va SK-BR-3 va, c6 hoat tinh yéu hon dbi véi, BT-474
va SK-OV-3, tao ra ty 16 trc ché trung binh vé kha niing séng s6t t bao 1an luot 1a 88%,
82%, 52% va 47%, khi so v&i cac té bao dbi chimg. O ndng d6 nay, ADC1 biéu hién mot
sé hoat tinh gay doc t& bao dbi v6i té bao khong biéu hién HER MCF-7 vi MDA-MB-
231, véi ty 18 e ché trung binh vé kha nang séng st té bao 1an luot 12 38% va 32%. O
néng @6 1pg/mL, thé tiép hop ADCI c6 hoat tinh gay doc té bao twong twr dbi voi té bao
» bidu hién HER2 so véi hoat tinh quan sat duge & ndng do bang 10pg/mL, nhung. trong
trudng hop nay khong co hiéu qua phat hién dugc trén céc t€ bao khong biéu hién HER2
(Fig.4).

Céac két qua nay da chtng minh dugc rang hoat tinh gy doc t& bao va tinh dic
hiéu déng ké cta thé tiép hop ADC1 déi v6i té bao clia khéi u biéu hién HER2 ciia ngudi
in vitro.

Vi du v& hoat tinh sinh hoc 2 - Hoat tinh gy doc t& bao ciia thé tiép hop ADC2 va
cac chét phan tng lién quan ddi véi cac té bao ung thu vi biéu hién va khéng biéu hién
HER2

Hoat tinh gy ddc té bao in vitro clia thé tiép hop ADC2, ADC Trastuzumab-Hop
chét 5, cling véi cac hop chét gbe gdy doc té bao 5 va 8 va mAb Trastuzumab dugc dénh
gia dbi v6i cac dong té bao ung thu via bidu hién hoic khong biéu hién thy thé HER2 cla
cac dbi tuong bi bénh khic nhau, bao gdm HCC-1954 va SK-BR-3 (t bao biéu hién
' HER2) va MDA-MB-231 va MCF-7 (té bao khong biéu hién HER). Pudng cong dap tmg
lidu (DR) tiéu chuén trong 72 gid duge tién hanh.
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Hoat tinh gdy doc té bao ctia hop chét 8

Hoat tinh giy doc té bao ctia hop chét 8 trung gian dugc thir nghiém & cac duong
cong dap ung lidu st dung mudi néng do pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nim trong

khoang tir 01E+00 dén 2,6E-04pug/mL (ndm trong khoang tir 1,6E-06 dén 4,0E-10 M).

Hoat tinh gdy doc té bao cua hop chét nay, trong hai thir nghiém doc 1ap, 1 trong
d6i ddng nhét trong cac dong té bao khic nhau dugc thir nghiém, véi tri s6 IC50 trong
khoang nanomol, nim trong khoang tir 3,40E-03 dén 6,75E-03ug/mL (ndm trong khoang
tir 5,4E-09 dén 1,0E-08 M), véi tri s§ ICs, trung binh trong toan bd 6 té bao 1a 5,53E-
03pg/mL (twong duong v6i 8,79E-09 M). Ngoai ra, hoat tinh gy doc té bao ciia hop chit
8 1a doc lap vai tinh trang HER2 cua céc dong t€ bao ctia khéi u (Bang 7).

Bang 7. Dit liéu tém tét vé& hoat tinh giy doc té bao in vitro cia hop chit 8

Hop chat 8
Té bao ung thu vii
HER2+ HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231
IC50 (ug/mL | 5,40E-03 3,40E-03 6,75E-03 6,55E-03
IC50 (Mol) 8,59E-09 5,41E-09 1,07E-08 1,04E-08

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chat 5 -

Hoat tinh cda hop chét 5, hop chét 8 da bién ddi chira lién két maleimit, dugc thi
nghiém trong cing didu kién nhu trén, ndm trong khoang tir 01E+00 dén 2,6E-04pg/mL
(ndm trong khoang tr 1,2E-06 dén 3,1E-10 M).

Hoat tinh gy doc té bao ciia hop chit ndy, trong hai thir nghiém ddc lap, ciing
trong d6i ddng nhit trong cac dong té bao khac nhau dugc thir nghiém, véi tri s6 ICs
trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 1,9E-02 dén 7,7E-02ug/mL (ndm trong
khoang tir 2,32E-08 dén 9,41E-08 M), 1 trj s ICs, trung binh trong tAt ca c4c 6 té bao
4,33E-02ug/mL (5,26E-08 M). Sy c6 mit cia lién két maleimit trong Hop chét 5 1am
giam nhe hoat tinh gy doc t& bao ciia hop chét khi so sanh vé6i hop chét 8. Ngoai ra, hoat
tinh gy doc t& bao ciia hop chét 5 dudng nhu doc lap véi tinh trang HER2 ctia cac dong
té bao cia khdi u (Bang 8).

Béng 8. Dir liéu tom tit vé hoat tinh gy ddc té bao in vitro ctia hop chét 5

Hop chit 5
Té bio ung the vi
HER2+ HER2-
HCC1954 | SK-BR3 MCF7 | MDA-MB-231
IC50 (ng/mL | 1,95E-02 | 1,90E-02 7,75E-02 5,70E-02
IC50 (Mol) | 2,38E-08 | 2,32E-08 9,41E-08 6,94E-08
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Hoat tinh gy doc té bao ctia thé tiép hop ADC2

Hoat tinh gy doc t& bao cta thé tiép hop ADC2 dugc thir nghiém dbi véi céc
dong t& bao khac nhau. P& dam bao khoang ndng d¢ thich hop, thé tiép hop dugc thir
nghiém trong ndm khoéang ndng d6 khac nhau, mdi dudng cong trong s6 ba duong cong
 dép tng lidu 13p lai (mudi ndng do pha loang theo béc, ty 1§ 1/2,5) tir 50, 10, 1, 0,1, va
0,01pg/mL, trong hai thir nghiém doc 1ap. Dudng cong dap Ung lidu dai dién dugc thé
hién trén Fig.5. Sau khi didu chinh toan bd céc dudng cong dap tng liéu khac nhau, trj s6
ICs, trung binh dugc tinh todn déi véi ADC2 d6i véi cic dong té bao khac nhau dugc thé
hién trong Bang 9. Thé tiép hop ADC2 c¢6 tinh dic hiéu ddi véi céc t€ bao biéu hign
HER2+, HCC-1954 va SK-BR-3, trong d6 hop chit da ching minh duoc réng hoat tinh
gy doc té bao cta hop chit ndy 13 twong tw nhu hoat tinh cta hop chét gbc 5, véi tri sb
ICs, trung binh 1an luot 1a 5,8E+00 va 2,2E-01pg/mL (twong duong v6i 4,0E-08 va 1,5E-
09 M). Hai dong té bao HER-, MCF-7 va MDA-MB-231, hau nhu khong dép tmg véi
ADC2 trong khoang néng 46 di thir nghiém, khoéng dat dugc tri s& ICsp
(>5,0E+01pg/mL) (xem Fig.5 va Bang 9).

Do do, cac tac gia sang ché nhén thiy ring thé tiép hop nay thuc sy hoat dong
thong qua qua trinh tuong tac gilta khang thé don dong véi thu thé HER?2 lién quan dén
mang trén cac t& bao ctia khéi u, va tiép d6 phan phéi ndi bao dugce chét gay doc té bao

vao mo dich.

Bang 9. Dit liéu tom tat vé hoat tinh gy doc té bao in vitro cta thé tiép hop
ADC2 (ADC Trastuzumab-Hop chét 5)

ADC2 (ADC Trastuzumab-Hop chit 5)
DY U Té bio ung thr vii
Dong te bao HER2S HERA-
Tinh trang HER2 HCC1954 | SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (pg/mL 5,80E+00 | 220E-01 | >S50E+01 > 5,0E+01
IC50 trung binh (ug/mL) d6i véi té bio ung thu va biéu hién HER2 3,01E+00
IC50 trung binh (ug/mL) dbi véi t€ bao ung thu va khong biéu hién
HER? > 5,0E+01
1C50 (M) | 4,00E-08 | 1,52B-09 | >3,4E-07 > 3 4E-07
IC50 trung binh (M) ddi véi t& bao ung thu va bieu hién HER2 2,08E-08
IC50 trung binh (M) d6i véi It;E ]i;l; ung thu vi khong biéu hién > 3 4E-07

Pé so sanh bang db thi hoat tinh giy doc té bao cta Trastuzumab riéng 1& v6i hoat
tinh ctia thé tiép hop ADC2, bidu db thé hién ty 18 ty 1 phan trim séng sét ctia té bao sau
khi didu tri cc dong té bao khac nhau bing Trastuzumab riéng 1¢ (10pug/mL) hodc ADC
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& ndng d6 bang 10pg/mL hodc 1 ug/mL, duge thé hién trén Fig.6. G néng d6 10pug/mL,
mADb Trastuzumab riéng 1¢ khong c¢6 hoat tinh gy doc té bao ddi v6i dong té bao bit ky
dugc thir nghiém, ddc 14p véi tinh trang HER2 ctia chung. Tréi lai, thé tiép hop ADC2 ¢6
- hoat tinh giy doc té bao dang ké va dac hiéu vdi cac t& bao biéu hién HER2 HCC-1954
va SK-BR-3, tao ra ty 1€ trc ché trung binh vé kha ning séng s6t té bao 1an luot 14 57% va

78%, khi so sanh v&i céc t€ bao doi chung.

O ndng d 1pg/mL, thé tiép hop ADC2 c6 hoat tinh gay ddc té bao tuong tr voi té
bao biéu hién HER2 véi hoat tinh quan sat dugc & ndng d6 bing 10pg/mL, nhung khong
¢6 hidu qua phat hién dugce trén cac té bao khong biéu hién HER2 (Fig.6).

Céc két qua nay rd rang da chimg minh dugc ring hoat tinh giy doc té€ bao va tinh
dic hiéu dang ké cua thé tiép hop ADC2 d6i véi céc té bao cta khdi u biéu hién HER2
cua ngudi in vitro.

Vi du‘ v& hoat tinh sinh hoc 3: Hoat tinh gdy ddc té bao cua thé tiép hop ADC3 va cac
chét phan tmg lién quan d6i véi cac té bao ung thu vi biéu hién va khéng biéu hién
HER2

Hoat tinh gy doc té bao in vitro cia thé tiép hop ADC3, ciing véi cic hop chit
gy doc té bao gbc 12 va 4 va mAb Trastuzumab dugc danh gia d6i voi cac dong té bao
ung thu v biéu hién hozic khéng biéu hién thu thé HER2 ciia cac ddi tugng bi bénh khéc
nhau, bao gdbm HCC-1954 va SK-BR-3 (té bao biéu hién HER2) va MDA-MB-231 va
MCE-7 (té bao khong biéu hién HER). Pudng cong dap tmg lidu (DR) tiéu chudn trong
72 gitr duoc tién hanh.

Hoat tinh gy doc té bao cia hop chit 4

Hoat tinh gy doc té bao cia hop chit gbc 4 dugc thir nghiém & cac dudng cong
dap g lidu sir dung mudi ndng d6 pha loang theo béc (ty 1& 1/2,5) ndm trong khoang tir
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (nim trong khoang tir 1,5E-07 dén 3,9E-12 M).

Hoat tinh gdy doc té bao clia hop chit 4, trong hai thir nghiém ddc 14p, 1a tuong
ddng trong cac dong t& bao khac nhau duoc thir nghiém, véi tri s6 ICs, trong khoang
picomol, nim trong khoang tir 1,16E-04 dn 2,80E-04pg/mL (nim trong khoang tir
1,75E-10 dén 4,23E-10 M), v6i tri s6 ICs, trung binh trong toan bd 6 té bao 1a 1,97E-
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04pg/mL (twong duong véi 2,96E-10 M). Ngoai ra, hoat tinh gdy ddc té bao ctia hop chat
4 1a doc 1ap v6i tinh trang HER2 ctia cac dong té bao ctia khbi u (Bang 10).

Béang 10. Dit lidu tom tit v& hoat tinh gdy ddc té bao in vitro ciia hop chét 4

Hop chat 4
Té bio ung thu v
HER2+ - HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (ng/mL | 1,20E-04 1,16E-04 2,80E-04 2,70E-04
IC50 (Mol) 1,81E-10 1,75E-10 4,2E-10 4,07E-10

Hoat tinh gy ddc té bao ciia hop chét 12

Hoat tinh ctia hop chét 12, hop chét 4 da bién ddi chira lién két peptit c6 thé phan
cit duge, duge thir nghiém trong cung diéu kién thu nghiém nhu da néu trén, trong
khoang ndng dd tir 01E+01 dén 2,6E-03ug/mL (nim trong khoang tir 7,9E-06 dén 2,0E-
09 M).

Hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chét 12, trong hai thir nghiém ddc lap, ciling
twong dbi ddng nhét trong cac dong té bao khac nhau dugc thir nghiém, véi trj s6 IC50
trong khoang nanomol thép, ndm trong khoang tir 7,60E-03 dén 3,05E-02ug/mL (ndm
trong khoang tir 6,02E-09 dén 2,42E-08 M), véi tri s6 ICsq trung binh trong toan bd 6 té
bao 1a 1,63E-02pug/mL (1,29E-08 M) (Bang 11). Su c6 mét cua lién két peptit trong Hop
chét 12 khéng tao ra hoat tinh giy d(f)c té bao ctia hop chét, khi so sanh véi hop chit 4.
Hoat tinh gay doc té bao ctia hop chit 12 di nhién 1a doc 1ap véi tinh trang HER2 cta céc

dong te bao cua khoi u.

Béng 11. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gay doc té bao in vitro ctia hop chit 12

Hop chét 12
Té bao ung thu vii
HER2+ HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
1C50 (ug/mL 7,60E-03 9,05E-03 3,05E-02 1,80E-02
1C50 (Mol) 6,02E-09 7,18E-09 2,42E-08 1,43E-08

Hoat tinh gay doc té bao cua thé tiép hop ADC 3

Cuébi ciing, hoat tinh gy doc té bao cia thé tiép hop ADC3 dugc thir nghiém dbi
v6i cac dong té bao khac nhau. D& dam bao khoang ndng do thich hop, thé tiép hop dugc
thir nghiém trong sau khoang ndéng d6 khac nhau, mdi dudng cong trong s6 ba dudong
cong dap tmg liu 13p lai (mudi ndng d6 pha lodng theo bic, ty 18 1/2,5) bét d4u tir 50,
10, 1, 0,1, 0,01 va 0,001pg/mL (twong duong véi 3,33E-07, 6,64E-08, 6,64E-09, 6,64E-
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10, 6,64E-11 va 6,64E-12 mol ndng d0), trong hai thir nghiém ddc 14p. Pudng cong dép
tng lidu dai dién dugc thé hién trén Fig.7. Tri s6 ICs, trung binh dugc tinh toan ddi véi

ADC3 dbi véi cac dong té bao khac nhau duge thir nghiém dugce thé hién trong Bang 12.

Thé tiép hop ADC3 rd rang 1a c6 tinh dic hidu dang ké ddi vdi cac té bao biéu
hién HER2+, trong d6 da ching minh dugc ring hop chét cé hoat tinh giy doc té€ bao
ti¥m ning, twong tu nhu hoat tinh ctia hop chét gdc 4 (c6 hoat tinh khoang 1 log hon so
v6i hop chét trung gian 12 chtra lién két peptit). Cac dong té bao HER2+, HCC-1954 1dn
SK-BR-3, ¢6 tinh nhay nhu nhau dbi véi ADC3, véi tri s& ICs, trung binh 14n luot 13
8,83E-02 va 6,77 E-02ug/mL (twong duong véi 5,86E-10 va 4,49E-10 M). Hai dong té
bao HER am tinh, MCF-7 va MDA-MB-231, c¢6 tinh nhay kém hon ding ké so voi
ADCS3, véi tri s6 ICs, trung binh 14n luot 13 9,40E+00 va >5,0E+01pg/mL (twong duong
véi khoang 6,24E-08 M va >3,32E-07 M).

Fig.8 1 dd thi thé hién hoat tinh gy doc té bao ciia thé tiép hgp ADC3 ddi véi cac
té bao ung thu vii biéu hién va khong bidu hién HER2. Nhan thiy ring cac dong té bao
HER2+ (ICs trung binh 14 7,80E-02pg/mL) c6 tinh nhay véi ADC3 cao hon it nhit >120-
14n so v6i céc té bao MCF-7 am tinh véi HER2 (ICs, trung binh 14 9,40E+00pg/mL), va
nhay hon nhidu so véi cac té bao MDA-MB-231, rd rang 1a c6 tinh dic hidu cia thé tiép
hop ADC3 dbi v6i cac té bao biéu hién HER2 (Fig.7 va Bang 12). Do d6, cic tac gia
sang ché nhén thiy riang thé tiép hop thuc su hoat dong thong qua qué trinh twong tac
gitta khang thé don dong véi thy thé HER2 lién quan dén mang trén céc té bao cia khdi

u, va tiép d6 phan phéi ndi bao duoc chit gay doc té bao vao mé dich.

Bang 12. Dit liéu tom tét v& hoat tinh gy ddc té bao in vitro cia thé tiép hop
ADC3 (Trastuzumab-Hop chit 12).

ADC3 (ADC Trastuzumab-Hop chit 12)
TR Té bao ung thu v
Dong t€ bao TERO+ HERD-
Tinh trang HER2 HCC1954 SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231
IC50 (pg/mL 8,83E-02 6,77E-02 | 9.40E+00 > 5,0E+01
IC50 trung binh (ug/mL) ddi vé6i té bao ung thu vit bicu hién HER2 7,80E-02
IC50 trung binh (pg/mL) doi véi t€ bao ung thu vi khong bicu hi¢n 9,40E+00
HER2
IC50 (M) 5,86E-10 4,49E-10 6,24E-08 >332E-07
IC50 trung binh (M) d6i véi tef: bao ung thu via biéu hiéan—IERZ 5,18E-10
IC50 trung binh (M) d6i vai té bao ung thu vi khong bieu hién
HER? 6,24E-08
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Dé so sanh bang dd thi hoat tinh giy doc té bao cia khang thé don dong
Trastuzumab, riéng 1& v&i hoat tinh ciia thé tiép hgp ADC3, db thi nay thé hién ty 18 ty 1&
phén tram sbng s6t cia t& bao sau khi diéu trj cac dong té bao khac nhau bang khang thé
~ don dong riéng 1¢ (10pg/mL) hogc ADC3 & ndng d¢ 1a 10 hofic 1pg/mL, dugc thé hién
trén Fig.8, c6 hoat tinh gy doc té bao ctia Trastuzumab vs ADC3 d6i v6i cac dong té bao

ung thu vii cia céac d6i tuong bi bénh khac nhau.

O ndng d6 tuong duong 10pg/mL, trastuzumab, riéng 1é, khong c6 hoat tinh giy
doc t& bao dbi véi cac dong té bao dugc thir nghiém, doc lap v6i tinh trang HER2 ciia
chung. Trai lai, thé tiép hgp ADC3 c6 hoat tinh giy doc té bao tiém ning dbi véi cac té
bao bidu hién HER2, HCC-1954 va SK-BR-3. Trong cic dong té bao niy, ADC3 c6 thé
trc ché kha ning séng sot t& bao 1an luot 12 83% va 84%, khi so sanh véi cac té bao dbi
chung. O ndng d6 nay, ADC3 ciing c6 hiéu qua trén céc té bao khong biéu hién HER2,
MCF-7 va MDA-MB-231, tao ra ty 18 wrc ché nhe vé kha ning sdng sot té bio 1an luot 12
33% va 20%. O ndng do 1pg/mL, thé tiép hop ADC3 c6 hoat tinh gy doc té bao twong
tu.dbi véi t& bao biéu hién HER2 so véi hoat tinh quan sat dugc & ndng do bing
10pug/mL, nhung khong c6 hi€u quéd phat hién dugc trén cac té bao khong biéu hién
HER?2 (Fig.8). Cac két qua ndy rd rang dd chimg minh dugc rang hoat tinh gdy doc té bao
va tinh dac hidu dang ké cua thé tiép hop ADC3 ddi véi cac té bao clia khdi u biéu hién
HER?2 cia nguoi in vitro.

Vi du v& hoat tinh sinh hoc 4: Tinh gy ddc té bao cua thé tiép hop ADC4 va cac chat
phan tmg lién quan dbi véi cac té bao ung thu via biéu hién va khong biéu hién HER2

Hoat tinh gy doc té bao in vitro cia thé tiép hop ADC4, ciing vé6i cac hop chit
gdy doc té bao gbc 13 va 4 va mAb Trastuzumab dugc dénh gia dbi véi cac dong té bao
ung thu vii biéu hién hogic khong biéu hién thu thé HER2 cua cic d6i tuong bi bénh khac
nhau, bao gdbm HCC-1954 va SK-BR-3 (& bao biéu hién HER2) vi MDA-MB-231 va
MCEF-7 (Céc té bao khong biéu hién HER2). Pudong cong dép tmg liéu (DR) tiéu chuin
trong 72 gid dugce tién hanh.

Hoat tinh gy doc té bio ciia hop chét 4

Hoat tinh gy ddc t& bao cta hop chit gbc Hop chat 4 duge thir nghiém & cac
dudng cong dap tmg lidu st dung mudi ndng do pha loing theo bac (ty 1& 1/2,5) nim

trong khoang tir 1E-01 dén 2,6E-05ug/mL (ndm trong khoang tir 1,5E-07 dén 3,0E-11 M)
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Hoat tinh gay dc té bao cua hop chit 4, trong hai thir nghiém doc 14p, 1a twong
déng trong cac dong té bao khac nhau duogc thir nghiém, véi tri s6 ICs trong khoang
nanomol thép, nim trong khoang tir 2,43E-04 dén 4,45E-04pg/mL (3,6E-10 dén 6,7E-10
M), v6i tri s& ICs trung binh trong tAt ca cac 6 té bao 3,3E-04pg/mL (twong duong voi
4,98E-10 M). Do d6, hoat tinh gdy doc t& bao ciia hgp chat 4 1 doc 1ap v6i tinh trang
HER? ctia cac dong té bao cia khdi u (Bang 13).

Bang 13. Dt liéu tom t4t vé& hoat tinh gy ddc té bao in vitro cia hgp chét 4

Hop chit 4
Té bao ung thu vii
HER2+ HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (png/mL) 2,98E-04 2,43E-04 4,45E-04 3,35E-04
IC50 Mol) | 4,49E-10 3,66E-10 6,71E-10 5,05E-10

Hoat tinh gay doc té bao ctia hop chét 13

Hoat tinh ciia hop chét 13, hop chét 4 da bién ddi chira nhoém thiol, dugc thir
nghiém trong cing diéu kién nhu da néu trén, nim trong khoang tr 1E-01 dén 2,6E-
05pg/mL (nim trong khoang tir 1,3E-07 dén 2,0E-11 M)

.Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chit 13, trong hai thir nghiém doc 14p, ciing
trong dbi dong nhét trong cac dong té bao khac nhau dugc thit nghiém, voi tri s6 IC50
trong khoang nanomol thip, nim trong khoang tir 7,95E-04 dén 2,63E-03pg/mL (ndm
trong khoang tir 1,0E-09 dén 3,5E-09 M), 12 tri s6 ICs, trung binh trong tét ca cac 6 té bao
1,83E-03pg/mL (2,44E-09 M) (Bang 14). Su c6 mit clia dudi chira thiol trong Hop chét
13 1am giam nhe (khoang 5 14n) hoat tinh gay doc t& bao ciia hop chat so v6i hop chét 4.
Ngoai ra, hoat tinh gdy doc té bao cia hop chit 13 duong nhu doc 14p véi tinh trang
HER?2 cua céc dong té bao ctia khdi u (Bang 14).

Bang 14. Dir liéu tom t4t vé hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hgp chét 13

Hop chit 13
Té bao ung thw va
HER2+ HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (pg/mL) 1,49E-03 7,95E-04 2,43E-03 2,63E-03
IC50 (Mol) 1,98E-09 1,06E-09 3,23E-09 3,50E-09

Hoat tinh gy doc té bio ciia thé tiép hop ADC4
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Hoat tinh gdy doc té bao cua thé tiép hop ADC4 dugc thir nghiém dbi véi céc
dong té bao khac nhau. Pé dam bao khoing ndng do thich hop, thé tiép hop duoc thir
nghiém & bbn khoang ndng d6 khac nhau, mdi dudng cong trong s6 ba dudng cong dap.
ting lidu 13p lai (mudi ndng dd pha loang theo bac, ty 1¢ 1/2,5) bit dau tir 50, 10, 1 va

- 0,1pg/mL, trong hai thir nghiém ddc 14p. Puong cong dap Ung lidu dai dién dugc thé hién
trén Fig.9. Sau khi diéu chinh toan bd cic dudng cong dap tng liéu khéc nhau, trj s6 ICs,
trung binh dugc tinh todn ddi véi ADC4 dbi v6i cic dong té bao khac nhau dugc thir

. nghiém dugc thé hién trong Bang 15.

 Thé tiép hop ADC4 ¢6 tinh diic hiéu ddi véi cac té bao biéu hién HER2+, HCC-
- 1954 va SK-BR-3, trong d6 da ching minh dugc rang hop chét nay c6 hoat tinh gay doc
té bao tiém tang twong tu nhu hoat tinh ciia cac hop chét géc 4 va 13, v6i tri s6 ICs trung
' binh ,lﬁn.luqt'l'é 1,17E-01 va 4,80E-02pg/mL. Hai dong té bao HER am tinh, MCF-7 va
MDA-MB-231, ¢6 tinh nhay thip hon dang ké d6i v6i ADCA4, véi tri s6 ICs, trung binh

~ 14n luot 12 5,35E+00 va 6,50E+00pg/mL. Nhan théy ring thé tiép hop hoat dong uu tién
- . thdng qua qué trinh tuong tac gitra khang thé don dong vé6i thu thé HER2 lién quan dén
mang trén cac t& bao cua khdi u, va tiép d6 phéan phéi nodi bao dugc chét gay doc té bao

“vao md dich.

Bang 15. Dir liéu tom tit v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ciia thé tiép hop

ADCA4.
ADC 4
Tinh trang
HER2 HER2+ - HER2-
Dong té bao HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231

IC50 (pg/mL) 1,17E-01 4,80E-02 5,35E+00 6,50E+00
ICso trung binh (pg/mL) dbi véi té bio biéu hién HER2 8,24E-02
ICs trung binh (ug/mL) dbi voi té bao khéng biéu hién HER2 5,93E+00

P& so sanh bing dd thi hoat tinh giy doc t& bao cia khang thé don dong
Trastuzumab, riéng 1& v6i hoat tinh cta thé tiép hgp ADC4, db thi nay thé hién ty 1& phan
trim song s6t ctia té bao sau khi didu tri cac dong té bao khac nhau bang khang thé don
dong riéng 16 (10ug/mL) hoic ADC4 & ndng dd bang 10pg/mL hodc 1pg/mL, dugc thé
hién trén Fig.10. O ndng d6 10pg/mL, mAb trastuzumab riéng 1€, khdng c6 hoat tinh giy
doc té bao @i v6i dong té bao bat ky duge thir nghiém, ddc 1ap véi tinh trang HER2 clia
ching. Trai lai, thé tiép hop ADC4 c¢6 hoat tinh gy ddc té bao dang ké va dic hicu déi
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v6i cac té bao biéu hién HER2, HCC-1954 va SK-BR-3, tao ra ty 18 rc ché trung binh vé
kha ning sdng s6t té bao 1an luot 12 80% va 75%, khi so sanh véi cac té bao ddi chimg. O
- ndng do nay, ADC4 ciing c6 hiéu qua trén cic té bao khong biéu hién HER2, MCF-7.va
MDA-MB-231, tao ra ty 18 tc ché kha ning séng st té bao lan luot 1 53% va 40%. O
~ ndng d6 1pg/mL, thé tiép hop ADC4 c6 hoat tinh gy doc té bao tuong ty dbi véi té bao
‘biéu hién HER?2 so v6i hoat tinh quan séat dugc & ndng d6 bang 10pg/mL, nhung khong
phat hién dugc hiéu qué trén cac té bao khong biéu hién HER?2 (Fig.10). Cac két qua nay
r3 rang da chimg minh dugc ring hoat tinh gdy doc té bao va tinh diic hiéu dang ké cua
thé tiép_hop ADC4 d6i VOi cac t& bao ctia khbi u biéu hién HER2 ciia ngudi in vitro.
Vi du v& hoat tinh sinh hoc 5: Hoat tinh gdy doc té bio ciia thé tiép hop ADCS5 va céc
chét phan tng lién quan dbi véi cac té bao ung thu va biéu hién va khong biéu hién
'HER2.

Hoat tinh gy doc tékbéo in vitro ctia thé tiép hop ADCS ciing véi cic hop chét gay
doc té bao gbe 15 va 40, duge danh gia dbi véi cac dong té bao ung thu via biéu hién hoic
 khong biéu hién thu thHER? ciia cac d6i tuong bi bénh khéc nhau, bao gdm HCC-1954
va SK-BR-3 (t& bao biéu hién HER2) va MDA-MB-231 va MCF-7 (t bao khong biéu
hién HER).
Hoat tinh gy doc té bio ciia hop chét 40

NH,

Iz

Cl

40

* Hop chit 40 dugc didu ché nhu dugc mé ta trong W02007144423 (hop chét 1
trong W02007144423), dugc két hop vao sang ché bing cach vién dan.

Hoat tinh gdy doc té bao ctia hop chit gbe 40 dugc thir nghiém & cic dudng cong
dap g lidu str dung muoi ndéng d6 pha loang theo bac (ty 1¢ 1/2,5) nim trong khoang tir
1E-02 dén 2,6E-06pg/mL (nim trong khoang tir 1,65E-08 dén 4,29E-12 M).

Hoat tinh giy doc té bao cua hop chét 40, trong hai thir nghiém ddc 1ap, 1a rét

tuong duong nhau trong cic dong té bao khac nhau dwgc thir nghiém, véi tri sé ICs,
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trong khoang nanomol thip, ndm trong khoang tir 4,90E-05 dén 1,73E-04pg/mL (ndm
trong khoang tir 8,10E-11 dén 2,84E-10 M), 14 tri s6 ICs, trung binh trong tit ca cac 6 té
bao 1,06E-04pg/mL (tuong duong véi 1,75E-10 M). Do d6, hoat tinh gdy doc té bao clia
hop chét 40 1a doc 1ap v6i tinh trang HER2 cita cac dong té bao ciia khdi u (Bang 16).

Béng 16. Dit lidu tom tét v& hoat tinh gay doc té bao in vitro ctia hop chét 40.

Hop chit 40
Té bao ung thu vii
HER2+ - HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (ug/mL) 7,05E-05 4,90E-05 1,32E-04 1,73E-04
IC50 (Mol) 1,16E-10 8,10E-11 2,18E-10 2,84E-10

Hoat tinh gdy doc té bao ctia hop chit 15

Hoat tinh cta hop chit 15, hop chét 40 da bién ddi chira nhém thiol, duge thir
‘nghiém trong cung didu kién nhu da néu trén, ndm trong khoing tir 1E-01 dén 2,6E-

05pg/mL (ndm trong khoang tir 1,47E-07 dén 3,82E-11 M).

Hoat tinh gy doc té bao clia hop chét 15, trong hai thir nghiém ddc ldp, cling kha
1a trong dwong nhau trong cac dong té bao khac nhau duoc thu nghiém, véi tri s6 ICs,
trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 4,80E-04 dén 1,49E-03pg/mL (ndm trong
khoang tir 7,06E-10 dén 2,19E-09 M), 1a tri s6 ICs trung binh trong tit ca cac 6 té bao
1,03E-03pug/mL (1,51E-09 M). Sur ¢6 mat cua dudi thiol & hop chat 15 1am gidm nhe
(khoang 8 14n) hoat tinh gdy ddc t& bao ctia hop chit so v6i hop chit 40. Ngoai ra, hoat
tinh gy doc t& bao ctia hop chét 15 1a doc 1ap véi tinh trang HER2 ciia cac dong té bao
cta khdi u. (Bang 17).

Béng 17. Dit lidu tom tit v& hoat tinh gy ddc té bao in vitro ciia hgp chét 15

Hop chit 15
Té bao ung thu vii
HER2+ HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231
IC50 (pg/mL) 6,75E-04 4,80E-04 1,45E-03 1,49E-03
IC50 (Mol) 9,94E-10 7,06E-10 2,14E-09 2,19E-09

Hoat tinh gdy ddc té bao cua thé tiép hop ADC 5

Hoat tinh gdy doc t& bao cua thé tiép hop ADC5 dugc thir nghiém dbi véi cac
dong t& bao khac nhau. P& dam bao khoang ndng d¢ thich hop, thé tiép hop dugc thir
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nghiém & bén khoang ndng d6 khac nhau, mdi dudng cong trong sb ba dudng cong dap
g lidu 13p lai (mudi ndng d6 pha lodng theo bic, ty 1& 1/2,5) bit dau tir 50, 10, 1 va
0,1pg/mL, trong hai thir nghiém doc 14p. Pudng cong dap tmg liéu dai dién (ndng d6 ban
dau 13 1pg/mL) duge thé hién trén Fig.11. Sau kh1 diéu chinh, toan bd cac dudng cong
~dap umg liu khac nhau, tri s6 ICs¢ trung binh dugc tinh toén dbi véi ADC5 d6i véi cac

dong té bao khac nhau duoc thir nghiém duoc thé hién trong Bang 18.

Thé tiép hop ADCS5 c6 tinh dic hiéu déi véi céc té bao biéu hién HER2+, HCC-
1954 va SK-BR-3, trong d6 chimg minh dugc ring hop chét ndy c6 hoat tinh gay doc té
~ bao tuong tr nhu hoat tinh clia cac hop chét gbc 40 va hop chét 15, véi tri s6 ICsp trung
binh 14n lrot 13 1;13E-01 va 4,61E-02pg/mL. Hai dong t& bao HER 4m tinh, MCF-7 va
MDA-MB-231, ¢6 tinh nhay kém hon déng ké so véi ADCS5, véi tri s6 ICs, trung binh
1an luot 12 1,23E+00 va 1,45E+00pg/mL.

Nhén thiy ring thé tiép hop ADC5 hoat dong wu tién thong qua qua trinh tuong
tac cua khang thé don dong véi thu thé HER? lién quan dén mang trén céac t& bao cua

- khoi u, va sau d6 phan phoi ndi bao dugc chat gay ddc t€ bao vao mo dich.

Béang 18. Dir liéu tom tit v& hoat tinh gy doc t& bao in vitro cta thé tiép hop

ADCS.
ADCS5
Tinh trang
HER2 HER2+ HER2-

“Dong té bao HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231

ICso (ug/mL) 1,13E-01 4,61E-02 1,23E+00 1,45E+00

ICso trung binh (ug/mL) d6i v&i té bao biéu hién HER2 7,96E-02

ICso trung binh (ug/mL) d6i véi té bao khong biéu hién HER2 1,34E+00

DPé so sanh biang db thi hoat tinh giy doc té bao cia khang thé don dong
Trastuzumab riéng 1& v6i hoat tinh ctia thé tiép hop ADC5, db thi nay thé hién ty 1& ty 16
phén trim sdng s6t cia té bao sau khi diéu tri cac dong té bao khac nhau bang khang thé
don dong riéng 1& (10pg/mL) hoic ADC5 & 10pg/mL hozic 1pg/mL, duoc thé hién trén
Fig.12. O ndng d6 10pug/mL, mAb trastuzumab riéng 1é khdng c6 hoat tinh gay doc té bao
d6i voi dong té bao bit ky duoc thir nghiém, doc 1ap véi tinh trang HER2 cia ching. Trai
lai, thé tiép hop ADCS5 c6 hoat tinh giy doc té bao dang ké va dic hiéu dbi vai cac té bao
biéu hién HER2, HCC-1954 va SK-BR-3, tao ra ty 1€ rc ché trung binh vé kha nang séng
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s6t t& bao 14n Tuot 1a 82% va 72%, khi so sanh véi cac té bao dbi chimg. O ndng d9 nay,
ADCS ciing c6 hi€u qua trén cac té bao khong biéu hién HER2, MCF-7 va MDA-MB-
231, tao ra ty 1& tc ché vé kha ning séng s6t té bao 1an luot 12 58% va 54%. O ndng 0
1pg/mL, thé tiép hop ADCS5 c6 hoat tinh gay doc té bao dbi véi té bao biéu hién HER2
trong d6i tuong tu so véi hoat tinh quan sat dugc & ndng do bang 10pug/mL (lan luot 13
77% vi 75%), nhung nhung c6 hoat tinh kém hon nhiu d6i véi cac té bao khong biéu
hién HER2, v6i ty 1¢ irc ché vé kha nang séng s6t té bao 1an luot 1a 24% va 15% (Fig.12).
- Céc két qua nay da chfmg minh dugc ring hoat tinh gay doc té bao déng ké va tinh dic
‘hiéu twong d6i ciia thé tiép hop ADCS dbi véi céc té bao ciia khéi u biéu hign HER?2 ciia
ngudi in vitro.

Vi du v& hoat tinh sinh hoc 6: Hoat tinh gdy doc té bao cua thé tiép hop ADC6 va cic
chét phan @ng lién quan d6i vé6i cac té bao ung thu va biéu hién va khong biéu hién
HER?

Hoat tinh gdy ddc té bao in vitro cia thé tiép hop ADC6 cling véi cac hop-chit gay
doc té bao gbe 18 va 8 duoc danh gia dbi véicac dong té bao ung thu vi biéu hién hodc
khong biéu hién thu thé HER2 ctia cac dbi tugng bi bénh khéc nhau, bao gdm HCC-1954
va SK-BR-3 (té bao biéu hién HER2) vA MDA-MB-231 va MCF-7 (Cac té bao khong
biéu hién HER2). Puong cong dap tng lidu (DR) tiéu chuén trong céc gior dugc tién
hanh.

~Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chét 8

\ Hoat tinh gy ddc té bao clia hop chét gbc 8 duge thir nghiém & cdc dudng cong
dap tng liéu str dung mudi ndng do pha lodng theo bac (ty 1€ 1/2,5) nim trong khoang tir -
1E+00 dén 2,6E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 1,59E-06 dén 4,13E-10 M). Hoat tinh
gy doc té& bao ctia hop chét ndy, trong hai thir nghiém dc 1ap, 1a twong déi dong nhat
qua cac dong té bao khac nhau da dugc thir nghiém (hoat dong manh hon khong dang ké
d6i véi cac t& bao SK-BR-3), v6i tri s& ICsy trong khoang nanomol thip, nim trong
khoang tir 1,85E-03 dén 9,50E-03pug/mL (ndm trong khoang tir 2,94E-09 dén 1,51 E-08
M), 1a trj s6 ICs, trung binh trong tit ca cac 6 té bao 5,45E-03ug/mL (twong dwong véi
8,67E-09 M). Do d6, hoat tinh gay doc té bao ctia hop chit 8 dudng nhu doc 1ap véi tinh
trang HER2 ciia cac dong té bao ctia khdi u (Bang 19).
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Bang 19. Dir liéu tom tét v& hoat tinh gdy doc té bao in vitro ctia hop chét 8

Hop chiét 8
Té bao ung thu via
HER2+ HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (pg/mL) 5,20E-03 1,85E-03 9,50E-03 5,25E-03
IC50 (Mol) 8,27E-09 2,94E-09 1,51E-08 8,35E-09

Hoat tinh gy doc té bao ciia hop chit 18

Hoat tinh ctia hop chét 18, hop chét 8 da bién ddi chira nhém thiol, duge thir
nghiém trong cing diéu kién nhu di néu trén, nim trong khoang tir 1E+00 dén 2,6E-
04pg/mL (ndm trong khoang tir 1,39E-06 dén 3,63E-10 M). Hoat tinh giy doc té bao clia
hop chét ndy, trong hai thir nghiém doc 14p, cling kha 13 twrong duong nhau qua céc dong
té bao khéc nhau da dugc thi nghiém, véi tri s6 ICs, trong khoang nanomol, nam trong
khoang tir 4,40E-03 dén 1,85E-02pg/mL (6,14E-09 dén 2,58E-08 M), 1a tri s6 IC50 trung
binh trong tit ca cac 6 té bao 1,06E-02ug/mL (1,48E-08 M). Su c6 mit ciia dudi thiol &
hop chét 18 ¢6 hiéu qua khong dang ké dbi véi hoat tinh ciia hop chét, so v6ihop chét 8. -
Ngoai ra, hoat tinh gdy ddc té bao cta hop chit 18 duong nhu 13 doc 14p vdi tinh trang
HER?2 cua dong té bao ctia khéi u (Bang 20).

Béng 20. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gay doc té bao in vitro ctia hop chit 18

Hop chit 18
Té& bao ung thu va
HER2+ HER2-
HCC1954 SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (ug/mL) 8,05E-03 4,40E-03 1,85E-02 1,15E-02
IC50 (Mol) 1,12E-08 6,14E-09 2,58E-08 1,60E-08

Hoat tinh gdy ddc té bao cua thé tiép hop ADC6

Hoat tinh gy doc t& bao cua thé tiép hop ADC6 dugc thir nghiém ddi véi cac
dong té bao khac nhau. P& dam bao khoang ndng dd thich hop, thé tiép hop dugc thir
nghiém & bén khoang ndng do khac nhau, mdi dudng cong trong sb ba dudng cong dap
tng lidu 13p lai (mudi ndng d6 pha lodng theo bic, ty 18 1/2,5) bat dau tir 50, 10, 1 va
0,1pg/mL, trong hai thir nghiém ddc 14p. DR dai dién dugc thé hién trén Fig.13. Sau khi
didu chinh toan b cac dudng cong dap tmg lidu khéc nhau, tri s6 ICs, trung binh duge
tinh todn dbi véi ADC6 dbi véi cac dong té bao khac nhau dugc thir nghiém dugc thé

hién trong Bang 21.
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Mac du con bi han ché, thé tiép hop ADC6 c6 mot vai tinh dic hiéu hudéng t6i céc
té bao bidu hién HER2+, HCC-1954 va SK-BR-3. Trong cac dong té bao nay, thé tiép
hop cé hoat tinh géy doc té bao kém hon khong dang ké so véi cac hop chét gbc 8 va 18
riéng 1& (1an luot 1a 5,6 va 3,2 14n), véi tri s§ ICs trung binh lan luot 1a 1,04 E+01 va
3,80E+00pg/mL. Hai dong té bao HER 4m tinh, MCF-7 va MDA-MB-231, ¢6 tinh nhay
kém hon khong déng ké dbi véi ADC6 (it hon 5 14n), vdi tri s6 ICs trung binh 1an lugt 13
3,50E+01 va 4,40E+01pg/mL. Nhan thiy ring thé tiép hop ADC6 1a wu tién hon dbi véi
cac té bao biéu hién HER2, tac dong thong qua qua trinh twong tac gitta khang thé don
dong véi thu thé HER2 lién quan dén mang trén cac té bao ciia khéi u, va tiép d6 phan

phoi ndi bao dugce chat gy ddc t€ bao vao mo dich.

Bang 21. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gay ddc té bao in vitro clia thé tiép hop

ADCE6.
ADC6
Tinh trang
HER2 HER2+ . . HER2-

Dongtébiao | HCC1954 | SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (ug/mL) | 1,04E+01 | 3,80E+00 | 3,50E+01 4,40E+01
~ IC50 trung binh (ug/mL) cta té bao biéu hién HER2 7,12E+00
IC50 trung binh (ug/mL) ciia té bao khong biéu hién 3,95E+01

Pé so sanh bing dd thi hoat tinh giy doc té bao cua khang thé don dong
Trastuzumab riéng 1¢ v6i hoat tinh ciia thé tiép hop ADC6, @6 thi nay thé hién ty 18 phan
tram séng sét cia té biao sau khi didu tri cac dong té bao khac nhau biang khéng thé don
dong riéng 1é (10pg/mL) hosic ADC6 & ndng d¢ bing 10pg/mL hoic 1pg/mL, dugc thé
hién trén Fig.14. O ndng d6 10pg/mL, mAb trastuzumab riéng 1& khong c6 hoat tinh gy
doc té bao dbi voi dong té bao bat ky dugc thir nghiém, doc 14p véi tinh trang HER2 cua
chiing. Tréi lai, thé tiép hop ADC6 c6 hoat tinh giy ddc té bao dic hidu ddi véi cée té bao |
bidu hién HER2, HCC-1954 va SK-BR-3, tao ra ty 1& tc ché trung binh vé kh ning séng
sot té bao 13n luot 14 57% va 70%, khi so sanh véi cac té bao dbi chimg. O ndng d6 nay,
ADCE6 ciing ¢6 tac dung trén cac té bao khong biéu hién HER2, MCF-7 va MDA-MB-
231, tao ra ty 1& (rc ché kha ning sbng sot té bao lan luot 13 9% va 7%. O ndng do
1pg/mL, thé tiép hop ADCS ciing c6 hoat tinh gdy doc té bao dbi véi té bao biéu hién
HER2, mic di nho hon so v6i hoat tinh quan sat dugc & ndng dd bang 10pg/mL (14n luot
14 19% va 38%). O ndng do nay, ADC6 hoan toan khong c6 hoat tinh déi véi cic té bao
khong bidu hién HER2 (Fig.14). Cac két qua nay da dugc ching minh rang hoat tinh gy
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doc té bao uu tién cua thé tiép hop ADC6 dbi véi cac té bao ciia khdi u biéu hién HER2
clia ngudi in vitro.
Vi du v& hoat tinh sinh hoc 7: Hoat tinh gy doc t& bao cia thé tiép hop ADC7 va cac
chét phan tng lién quan d6i vé6i cac té bao ung thu vi biéu hién va khéng biéu hién
HER2

Hoat tinh gay doc té bao in vitro ciia thé tiép hop ADC7 cling v6i céc hop chét gay
doc té bao gbe 24, 25 va 41 dugc dénh gia dbi v6i céc dong té bao ung thu va biéu hién
hoic khéng biéu hién thu thé HER2 cua céc dbi tugng bi bénh khac nhau, bao gdm HCC-
1954 va SK-BR-3 (& bao bidu hién HER2) va MDA-MB-231 va MCF-7 (Céc té bao
khong bidu hién HER2). Pudng cong d4p tmg lidu (DR) tiéu chuin trong 72 gid dugc
tién hanh.

Hoat tinh gdy doc té bao ctia hop chét 41

41

Hop chit 41 duoc didu ché nhu duge mb ta trong W02009/080761 (Hop chit 72
trong W02009/080761), dugc két hop vao sang ché bang cach vién dn.

Hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chét gbc 41 dugce thir nghiém & cac dudng cong
dap tng lidu str dung mudi ndng do pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nim trong khoang tir
1E-02 dén 2,6E-06pg/mL (nim trong khoang tir 1,8E-08 dén 4,6E-12 M). Hoat tinh gy
doc té bao cia hop chat nay, trong hai thir nghiém doc 1ap, 1a teong ddng qua cac dong té
bao khac nhau da dugc thir nghiém, véi tri s6 ICs trong khodng nanomol thép, nam trong
khoang tir 1,0E-04 dén 2,6E-04pg/mL (nim trong khoang tir 1,8E-10 dén 4,6E-10 M), 14
tri s6 IC50 trung binh trong tt ca cac 6 té bao 1,6E-04pg/mL (twong dwong véi 2,9E-10
M). Do d6, hoat tinh gy ddc té bao clia hop chit 41 13 doc 14p véi tinh trang HER?2 cia
cac dong té bao ciia khdi u (Bang 22).
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Bang 22. Dir liéu tom tit vé hoat tinh gdy doc t& bao in vitro ctia hop chét 41.

Hop chét 41
Té bao ung thu vi
HER2+ HER2- ,
HCCI1954 | SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231

IC50 (pg/mL) 1,04E-04 | 1,10E-04 | 2,65E-04 1,80E-04
IC50 (Mol) 1,83E-10 | 1,93E-10 | 4,65E-10 3,16E-10

Tinh gdy ddc té bao ctia hop chit 24

, Hoat tinh ctia hop chit 24 dugc thir nghiém trong ciing diéu kién nhu d4 néu trén,
nim trong khoang tir 1E+00 dén 2,6E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 1,6E-06 dén 4,1E-

10 M). Hoat tinh gay doc té bao cua hop chit nay, trong hai thir nghiém doc 14p, 13 twong
| duong nhau qua céc dong té bao khac nhau d3 dugc thir nghiém, véi tri s6 IC50 trong
khoang nanomol, ndm trong khoang tir 9,0E-03 dén 1,8E-02pg/mL (ndm trong khoang tir
1,4E-08 dén 2,8E-08 M), 14 tri s ICs, trung binh trong tit ca cac 6 t& bao 1,5E-02pg/mL
(2,4E-08 M). Su c6 mit cia nhém 1,3-propylendiamin trong Hop chét 24 1am giam déng
ké (khoang 2 log) hoat tinh gy doc té bao ciia hop chét so véi hop chét 41. Ngoai ra, -
hoat tinh gy ddc té bao ciia hop chit 24 dudng nhu ddc lap véi tinh trang HER2 clia céc
dong té bao ciia khdi u (Bang 23).

Bang 23. Dit liéu tém tit v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ciia hop chét 24.

Hop chét 24
Té bao ung thu vi
HER2+ HER2-
HCC1954 | SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231

IC50 (pg/mL) 1,80E-02 | 9,00E-03 | 1,65E-02 1,75E-02
IC50 (Mol) 2,87E-08 | 1,44E-08 | 2,63E-08 2,79E-08

Hoat tinh gy doc té bao cia hop chét 25

Hoat tinh ctia hop chit 25, hop chét 24 da bién dbi chira lién két MC, dugc thir
nghiém trong cing diéu kién nhu da néu trén, nim trong khoang tir 1E-01 dén 2,6E-
05ug/ml, (ndm trong khodng t 1,2E-07 dén 3,2E-11 M). Hoat tinh gy doc té bao cia
hop chét nay, trong hai thir nghiém ddc 1ap, 1a twong ddng qua cac dong té bao khac nhau
da dugc thir nghiém, véi tri s6 ICsy trong khoang nanomol, nam trong khoang tir 2,5E-02
dén 5,3E-02pg/mL (ndm trong khoang tir 3,1E-08 dén 6,5E-08 M), 1a tri s6 ICs, trung
binh trong tat ca cac & t& bao 4,1E-02pug/mL (4,9E-08 M). Su c6 mit cta lién két MC &
hop chét 25 1am giam khong déng k& hoat tinh giy ddc t& bao clia hop chit so véi hop
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chét 24, dic biét 1a trong cac t& bao MDA-MB-231. Hoat tinh gy doc té bao cia hop
chit 25 dudong nhu ddc 1ap v6i tinh trang HER2 clia cic dong té bao cua khéi u (Bang
24).

Béng 24. Dir li€u tom t4t v& hoat tinh gy doc té bio in vitro ctia hop chét 25

Hop chét 25
Té bao ung thu vi
HER2+ HER2-
HCC1954 | SK-BR3 MCEFE7 MDA-MB-231

IC50 (ug/mL) 4,40E-02 2,55E-02 | 5,30E-02 >1,0E-01
IC50 (Mol) 5,37E-08 3,11E-08 | 6,46E-08 >1,22E-07

~ Hoat tinh gay doc fé bao cta thé tiép hop ADC7

Hoat tinh gy doc t& bao cia thé tiép hgp ADC7 dugc thir nghiém déi voi céc

dong té bao khac nhau. P& dam bao khoang ndng o thich hop, thé tiép hop dugc thir
nghiém & bén khoang ndng d6 khac nhau, mdi dudng cong trong sb ba duong cong dap
tmg liéu 13p lai (mudi ndéng d pha lodng theo bac, ty 1& 1/2,5) bat dau tir 50, 10, 1 va
0,1pg/mL trong hai thir nghiém ddc 14p. Pudng cong dap Ung lidu dai dién (ndng d6 ban
~ dau 10pg/mL) duge thé hién trén Fig.15. Sau khi diéu chinh toan bd cac dudng cong déap
ung lidu khéac nhau, tri s6 ICs trung binh duogc tinh toan dbi voi ADC7 dbi véi céac dong
té bao khéac nhau dugc thir nghiém dugc thé hién trong Bang 25.

Thé tiép hop ADC7 c6 tinh dic hiéu dbi véi cac té bao biéu hién HER2+, HCC-
1954 va SK-BR-3, trong d6 da chimg minh duoc ring hop chét ndy c6 hoat tinh gay doc
t& bao gAn twong duwong v6i hoat tinh ciia hop chét gbc 41, véi tri s6 ICs, trung binh lan
luot 14 3,7E-01 va 8,9E-02pg/mL. Hai dong té bao HER am tinh, MCF-7 va MDA-MB-
231, hiu nhu khong dép img véi ADC7. Thé tiép hop dudng nhu tic dong théng qua qua
~ trinh tuong tac giira khang thé don dong véi thu thé HER? lién quan dén mang trén cac té
bio ciia khéi u duong tinh, va tiép d6 phan phbi noi bao dugc chat giy doc té bao vao md
dich.

Bang 25. Dir li¢u tom t4t vé& hoat tinh gay doc té bao in vitro clia thé tiép hop

ADC7
ADC7
HER2+ HER2-
Dongtébao | HCC1954 | SK-BR3 MCF7 MDA-MB-231
IC50 (ng/mL) | 3,75E-01 | 8,97E-02 >5,0E+01 >5,0E+01
IC50 trung binh (pg/mL) ddi véi té bao biéu hién HER2 2,32E-01
IC50 trung binh (ng/mL) dbi voi té bao khong biéu hién HER2 >5,0E+01

P& so sanh bing d6 thi hoat tinh giy doc té bao cia khang thé don dong
Trastuzumab riéng 1é véi hoat tinh ciia thé tiép hop ADC7, db thi nay thé hién ty 1& phan
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tram sbng s6t cua té bao sau khi didu tri cac dong té bao khac nhau bing khang thé don
dong riéng 1& (50pg/mL) hoic ADC7 & ndng do bang 50pg/mL hodc 1pug/mL, dugc thé
hién trén Fig.16. O ndng d6 50pg/mL, mAb trastuzumab riéng 1&, khong c6 hoat tinh giy
doc té bao dang ké dbi voi dong té bao bit ky dugc thir nghiém, doc 1ap véi tinh trang
~ HER2 cua chung. Trai lai, thé tiép hop ADC7 c6 hoat tinh giy doc t& bao dang ké va dic
‘higu ddi véi céc té bao biéu hién HER2, HCC-1954 va SK-BR-3, tao ra ty 1¢ trc ché trung
‘binh kha ning sbéng s6t té bao 1an luot 1a 77% va 76%, khi so sanh véi cac t& bao dbi
chimg. O ndng d6 nay, ADC7 chi c6 tic dung manh trén céc té bao khong biéu hién
HER?2, MCF-7 vi MDA-MB-231, tao ra ty 1¢ trc ché kha ning séng sét té bao 1an luot 1a
13% va 15%. Hoat tinh va tinh dic hi€u tvong tu dugc phat hién & céc néng do nhé hon
cta thé tiép hop ADC7 (nhé & mirc c6 thé 1a 1ug/mL) trong cac té bao HCC-1954 va SK-
© BR-3, tao ra ty 18 tic ché v& kha ning séng s6t t& bao 1an luot 12 68% va 79% (Fig.16).
Ddng thoi, cac két qua nay rd rang da ching minh duge rang hoat tinh gay doc té bao va
tinh dic hiéu dang k& cua thé tiép hop ADC7 ddi vdi cac té bao cia khéi u bidu hién
HERZ cua nguoi in vitro. |
Vi du v& hoat tinh sinh hoc 8: Hoat tinh gy doc t€ bao cta thé tiép hop ADCS8 va cac
chét phan tng lién quan ddi vé6i céc té bao ung thu va biéu hién va khong biéu hién
HER?2

Hoat tinh gay dcf)cAté' bao in vitro ctia thé tiép hop ADC8 ciing véi cac hop chit gy
doc té bao gbe 24, 27 va 41, duoc danh gia dbi véi cac dong té bao ung thu v biéu hién
hodc khong biéu hién thy thé HER2 ciia cac dbi twong bi bénh khac nhau, bao gdm HCC-
1954 va SK-BR-3 (té bao bidu hién HER2) va MDA-MB-231 vi MCF-7 (té bao khong
bidu hién HER). Pudng cong dap tmg liéu (DR) tiéu chuén trong 72 gidr dugce tién hanh.
Hoat tinh gay ddc té bao ctia hop chét 41

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chét gbc 41 duoc thir nghiém & cic duong cong
dap tmg lidu sir dung mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 18 1/2,5) ndm trong khoang tir
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (nim trong khoang tir 1,8E-08 dén 4,6E-12 M). Hoat tinh giy
doc té bao ctia hop chét ndy, trong hai thir nghiém doc 14p, 1a twong ddng qua cac dong té
bao khéac nhau da dugc thir nghiém, véi tri s6 ICs, trong khodng nanomol thép, nam trong
khoang tir 7,5E-05 dén 1,4E-04pg/mL (1,3E-10 dén 2,4E-10 M), 1a tri s6 IC50 trung binh
trong tit ca céc 6 t bao 1,1E-04ug/mL (twong duong véi 1,9E-10 M). Do d6, hoat tinh
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gdy doc té bao ctia hop chét 41 1 doc 14p véi tinh trang HER2 ctia cac dong té bao cua
khéi u (Bang 26).

Bang 26. Dix liéu tém tit v& hoat tinh gy doc té bio in vitro clia hgp chét 41

Hop chit 41
Té bao ung thu vi
HER2+ HER2-
HCC1954 | SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231
ICso (ug/mL) | 7,55E-05 8,05E-05 | 1,39E-04 1,35E-04
ICso (Mol) 1,33E-10 1,41E-10 | 2,44E-10 2,36E-10

Hoat tinh gy doc té bao ciia hop chit 24

Hoat tinh cta hop chét 24 (dugc thit nghiém trong cing diéu kién nhu da néu trén,
nim trong khoang tir 01E+00 dén 2,6B-04pg/mL (nim trong khoang tir 1,6E-06 dén
4,1E-10 M). Hoat tinh gy doc t& bao ciia hop chit nay, trong hai thir nghiém dc 1ap, 1a
tuong ddng qua cac dong té bao khac nhau da dugc thir nghiém, véi tri s& ICsg trong
khoang nanomol, ndm trong khoang tr 9,0E-03 dén 1,8E-02pug/mL (ndm trong khoang tir
1,4E-08 dén 2,9E-08 M), 1a tri s6 IC50 trung binh trong tit ca céc 6 té bao 1,5E-02pg/mL
(2,4E-08 M). Su c6 mit ctia nhém 1,3-propylendiamin & hop chét 24 1am gidm déang ké
(khoang 2 log) hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chét so véi hop chét 41. Hoat tinh gay
doc té bao ctia hop chit 24 dudng nhu doc 14p véi tinh trang HER2 ciia cac dong té bao
ctia khéi u (Bang 27).

Béng 27. Dit lidu tom tit vé hoat tinh gdy doc té bao in vitro ciia hop chét 24

Hop chét 24
Té bio ung thu vii
HER2+ HER2-
HCC1954 | SK-BR3 | MCF7 | MDA-MB-231
ICso (ng/mL) | 1,80E-02 | 9,00E-03 | 1,65E-02 1,75E-02
ICso (Mol) | 2,87E-08 | 1,44E-08 | 2,63E-08 2,79E-08

Hoat tinh gy doc té bio ctia hop chit 27

Hoat tinh cta hop chit 27 dugc thir nghiém & cac dudng cong dép ng lidu st
dung mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 18 1/2,5) nim trong khoang tir 01E+00 dén
2,6E-04pg/mL (n3m trong khoang tir 1,4E-06 dén 3,6E-10 M). Hoat tinh gay doc té bao
ctia hop chit 27, trong hai thir nghiém doc 14p, 1a tuong ddng qua cac dong té bao khac
nhau da dugc thir nghiém, véi tri s6 ICs, trong khoang micromol, nim trong khoang tir
1,05E-02 dén 3,9E-02pg/mL (ndm trong khoang tir 1,5E-08 dén 5,5E-08 M), 14 tri s6
IC50 trung binh trong tit ci cac 6 té bao 2,5E-02pg/mL (3,5E-08 M). Su c6 mit cia lién
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két MPA & hop chét 27 khong anh hudng déng ké dén hoat tinh gy doc té bao cia hop
chét so véi hop chit 24. Hoat tinh cta hop chit 27 1a doc 1ap v6i tinh trang HER2 cua céc
dong té bao ctia khdi u (Bang 28).

Bang 28. Dix liéu tém tit vé hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hop chét 27

Hop chit 27
Té bao ung thu via
HER2+ HER2-
: HCC1954 | SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231
1Cso (ng/mL) 1,65E-02 1,05E-02 | 3,90E-02 3,45E-02
ICso (Mol) 2,31E-08 1,47E-08 | 5,46E-08 4,83E-08

Hoat tinh gdy doc té bio cta thé tiép hop ADC8

Hoat tinh gdy doc té bao cia thé tiép hgp ADC8 dugc thir nghiém dbi véi cac
dong té bao khac nhau. Thé tiép hop nay duoc thir nghiém & bbn khoang ndng d6 khac
nhau, mdi dudng cong trong sb ba dudng cong dap tng lidu lip lai (mudi ndng d6 pha
lodng theo bac, ty 1& 1/2,5) bit dau tir 50, 10, 1 va 0,1ug/mL, trong hai thir nghiém doc
1ap. Pudng cong dép tng liéu dai dién (ndng do tbi da 1a 10pug/mL) duge thé hién trén

Fig.17. ADC8 1a dic hiéu dbi v6i cac té bao biéu hién HER2+, dic biét 1a & SK-BR-3,
dong té bao nhay nhat. Ngoai trir cic té bao ndy, tinh nhay 16n hon khoang 4 lan so véi
céc té bao khong bidu hién HER2 (ICs 12 2,3E-09M), chiing té ring ADC8 ¢6 hoat tinh
giy doc té bao tuong tu, theo cach doc lap véi HER2, so véi hop chét gbc 27, voi tri sb
ICs, trong khoang nanomol (Béang 29). |

Bang 29. Dix liéu tom tét v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia thé tiép hop
ADC8

ADCS
Té bao ung thur vii
HER2+ HER2-
- | HCC1954 | SK-BR3 MCEF7 MDA-MB-231
ICs (ng/mL) 3,83E+00 | 6,37E-01 | 7,75E+00 1,02E+01

IC50 trung binh (ng/mL) d6i v&i té bio biéu hién HER2 2,23E+00
IC50 trung binh (pug/mL) Igg;{x;m t€ bao khong bi€u hién 8 98E-+00

P& so sanh bang dd thi hoat tinh gdy doc té bao cla khing thé don dong
Trastuzumab riéng 1& v6i hoat tinh cia thé tiép hop ADCS, db thi nay thé hién ty 1& phan
tram sdng s6t cia té bao sau khi xir 1y céc dong té bao khac nhau bang khang thé don
dong riéng 1¢ (50pg/mL) hoic ADC8 (50 hodc 10pg/mL), dugc thé hién trén Fig.18. O
50pg/mL, mAb riéng 1é khong c6 hoat tinh trén dong t& bio bit ky dugc thir nghiém,
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ngoai trir SK-BR-3, trong d6 n6 da tao ra ty 1€ ¢ ché vé& kha ning séng sét t& bao nhé
hon 20%. Tiép theo, ADC8 khong c6 tinh dic hiéu déng ké ddi véi cac dong té bao
HER2+, tao ra kha ndng uc ché su séng s6t t& bao manh hon 60% & toan bd céc té bao
dugc phan tich. O ndng d6 10pg/mL, ADC8 ¢6 mdt it nhung khong déng ké tinh ddc hiéu
d6i v6i cac té bao HER2+, tao ra 78% trc ché kha ning sdng sét té bao trong céc té bao
HCC-1954 va SK-BR-3 duong tinh v6i HER2, ddng thdi it anh huéng trén céc té bao
khong biéu hién HER2, 13n Iuot 13 59% va 41%, & MCF7 va MDA-MB-231. Té bao biéu
hién HER2 c6 tinh nhay trong khoang tir 1,5 dén 2 1an d6i véi ADC8 so véi cac té bao
khong biéu hién HER2.
Vi du v& hoat tinh sinh hoc 9: Hoat tinh gy doc té bao ctia thé tiép hgp ADC9 va cic
chit phan tmg lién quan ddi véi té bao cua khéi u ngudi biéu hién va khong biéu hién
CD13

Hoat tinh gay doc té bao in vitro ciia thé tiép hop ADC9 cling véi céc hop chét gay
doc té bao gbc 1 va 4, duge danh gia d6i v6i dong té bao ciia khdi u khac nhau ciia nguoi
biéu hién hogc khong biéu hién thu thé CD13, bao gbm NB4 va U937 (€ bio biéu hién
CD13) va Raji va RPMI-8226 (Té bao khong biéu hién CD13). Pudng cong dép img liéu
(DR) tiéu chuén trong 72 gid duge tién hanh.

Hoat tinh gy ddc té bao cia khang thé don dong khang CD13 clia chudt nht
| Trlféc tién, hoat tinh gy ddc té bao in vitro ctia khang thé don dong khang CD13
ctia chudt nhét riéng 1é duge thir nghiém déi véi cac dong té bao ciia khéi u khac nhau. O
ba dudng cong dap tng lidu lap lai ndm trong khoang tir 5,0E+01 dén 1,3E-02pg/mL
(3,3E-07 - 8,7E-11 M), trong hai thir nghiém ddc 14p, khang thé nay thuc té 1a khong c6
hoat tinh, khong dat duoc trj s6 ICs, trong dong té bao bét ky duge thir nghiém, ddc lap
véi tinh trang CD13 ctia ching (Bang 30).
Bang 30. Dit liéu tém tét vé hoat tinh gdy doc té bao in vitro khang thé don dong
khang CD13 ctia chudt nhit
Khéng thé don dong khéng CD13 cia chudt nhét
Dong t€ bao
CD13+ CD13-

NB-4 U937 Raji RPMI18226

ICso (ug/mL) | >5,0E+01 | >5,0E+01 | >5,0E+01 >5,0E+01
1Cso (Mol) >3,33E-07 | >3,33E-07 | >3,33E-07 | >3,33E-07

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chit 4

Hoat tinh gy ddc té bao cia hop chit 4 dugc thir nghiém & cac duong cong dap

tmg liéu st dung mudi ndéng d6 pha lodng theo bic (ty 1€ 1/2,5) nim trong khoang tir
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01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (nim trong khoang tir 1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gy
doc té bao ctia hop chét 4, trong hai thir nghiém doc 1ap, 1a rit tuong duong nhau qua cac
dong té bao khac nhau di dugc thir nghiém, véi tri s6 ICs, trong khoang nanomol thép,
ndm trong khoang tir 7,9E-05 dén 2,65E-03pg/mL (nim trong khoang tir 1,2E-10 dén
4,0E-09 M), 1a tri s6 ICso trung binh trong tit ca cac 6 t€ bao 8,4E-04pg/mL (twong
duong véi 1,2E-09 M). Do dé, hoat tinh gdy doc té bao cua hop chét 4 1a doc 18p véi tinh
trang CD13 ciia cac dong té bao ciia khdi u (Bang 31). '

Bang 31. Dit lidu tom tit v& hoat tinh gdy doc té bao in vitro ciia hop chét 4

Hop chét 4
Dong té bao
CD13+ CD13- -
| - NB-4 U937 Raji RPMI18226
ICso (ug/mL) | 7,93E-05 | 2,78E-04 | 2,65E-03 | 3,58E-04
ICso (Mol) | 1,20E-10 | 4,19E-10 | 4,00E-09 | 5,39E-10

Hoat tinh gay doc té bao cta hop chét 1

Hoat tinh ctia hop chét 1 dugc thir nghiém & cac dudng cong dép Umg lidu str dung
mudi ndng @ pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) ndm trong khoang tir 01E-01 dén 2,6E-
05pg/mL (ndm trong khoang tir 1,1E-07 dén 3,0E-11 M). Hoat tinh giy doc té bao cia
hop chét 1, trong hai thir nghiém doc Iép, 12 ddng nhét & mirc d6 nao d6 qua cac dong té
bao khac nhau di dugc thir nghi€m, vdi tri s6 ICs, trong khodng nanomol, nam trong
khoang tir 8,0E-04 dén 6,3E-03pug/mL (ndm trong khoang tir 9,4E-10 dén 7,3E-09 M), 1a
tri s6 IC50 trung binh trong tit ca cac 6 t& bao 2,8E-03ug/mL (3,3E-09 M). Su c6 miit
ctia lién két maleimit trong Hop chét 1 does khong 1am bién dbi hoat tinh gay doc té bao
mot cach dang ké cia hop chit so véi hop chét 4. Ngoai ra, hoat tinh gy ddc té bao clia
hop chét khong lién quan dén tinh trang CD3 ciia cdc dong té bao ctia khéi u (Bang 32).

Bang 32. Dit liéu tom tét v& hoat tinh gy doc té bao in vitro cia hop chit 1

Hop chit 1
Dong té bao
CD13+ CD13-
NB-4 U937 Raji -RPMI18226
ICso (ug/mL) | 8,05E-04 | 1,65E-03 | 6,25E-03 2,50E-03
1C5, (Mol) 9,39E-10 | 1,93E-09 | 7,31E-09 2,92E-09

Hoat tinh gy doc té bao cia thé tiép hgp ADC9

| Hoat tinh gdy doc té bao cua thé tiép hop ADC9 duge thir nghiém déi véi céc
dong t& bao khac nhau. Thé tiép hop nay dugc thir nghiém & bdn khoang ndng d6 khac
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nhau, mdi dudng cong trong sb ba dudng cong dap Ung lidu lap lai (muoi ndng do pha
lodng theo bac, ty 1€ 1/2,5) bat dau tir 50, 10, 1 va 0,1pg/mL, trong hai thir nghiém ddc
1ap. Puong cong dap tung liéu dai dién (ndng d6 t6i da 0,1pg/mL) dugc thé hién trén
Fig.19. |

Thé tiép hop ADC9 c6 tinh diic hiéu dang k& ddi véi cac té bao bidu hién CD13+,
trong d6 da ching minh dugc rang hop chét nay c6 hoat tinh gy doc t& bao twong tu,
hodc cao hon chit it, so vdi hoat tinh ctia cac hop chét géc 4 va 1. Ca hai dong té bao
CD13+, NB4 va U937, c6 tinh nhay twong duong ddi véi ADCY, véi tri s6 ICs, trung
binh 14n lugt 12 8,7E-03 va 2,4E-02pg/mL. Hai dong té bao khéng biéu hién CD13, Raji
va RPMI-8226, c6 tinh nhay kém hon déng k& so v6i ADC9, véi tri s§ ICs, trung binh 14n
luot 12 1,6E+00 va 5,9E-01pg/mL. Tinh trung binh, cic dong té bao CD13+ (ICs, trung
binh 1,66E-02ug/mL) ¢6 tinh nhay véi ADC9 16n hon khoang 65 14n so véi cac té bao
CD13- (ICs, trung binh 1,08E+00pg/mL). So sanh hoat tinh ctia thé tiép hop ADC9 trong

céc t& bao NB4 (c6 tinh nhay 16n nhét) vé6i cac t& bao Raji (c6 tinh nhay kém nhét); nhan
' thdy ring c6 su khéc biét khoang 180 i4n. Cac két qua nay o rang chi ra ring tinh ddc
hiéu cua thé tiép hop dbi véi cac té bao biéu hién CD13 (Bang 33). Do dé, cic tic gia -
Séng ché nhan thiy rang it nhat mét phian ADC9 tac dong thong qua qué trinh turong tac
giita khang thé don dong véi thu thé CD13 lién quan d&én mang trén cac té bao cta khéi

u, va tiép d6 phan phdi ndi bao dugc chit gay doc té bao vao mé dich.

Bang 33. Dit liéu tom tit vé& hoat tinh gy ddc té bao in vitro ciia thé tiép hop

ADC9
ADC9
Dong té bao
CD13+ CD13-
NB-4 U937 Raji RPMI18226

ICs (ug/mL) 8,75E-03 | 2,44E-02 1,57E+00 5,92E-01
ICs trung binh (ug/mL) dbi v6i t& bao biéu hién CD13 1,66E-02
ICs trung binh (ug/mL) d6i v6i té bao khong b1eu hién CD13 1,08E+00

Pé so sanh biang do thi hoat tinh gdy ddc t& bao clia khang thé don dong riéng 1é
v6i hoat tinh cua thé tiép hop ADCO9, d6 thi nay thé hién ty 1 phan trim sdng sét cia té
‘bao sau khi didu tri cac dong t& bao khic nhau bing khang thé don dong riéng 1é
(50pg/mL) hoiic ADC & ndng d6 bang 50pg/mL hodc 0,1pug/mL, dugc thé hién trén
Fig.20. O ndng d6 twrong dwong 50pg/mL, khang thé khang CD13 riéng 1, khong c6 hoat
tinh gay doc té bao dbi voi dong t& bao bit ky duge thir nghiém, doc 14p véi tinh trang
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CD13 cua chiing. Tréi lai, thé tiép hop ADC9 c6 hoat tinh gdy doc té bio tiém ning ddi
v6i toan b cac dong té bao, tao ra ty 18 irc ché v& kha ning sdng st té bao 16n hon 80%.
O ndng @5 0,1pg/mL, thé tiép hop ADC9 c6 hoat tinh giy ddc té bao twong tu ddi véi té
bao bidu hién CDI13 so véi hoat tinh quan sat duge & ndng dd bing 50pg/mL, nhung
khong phat hién thdy hiéu qua bat ky trén t& bao khong biéu hién CD13. C4c két qua nay
cling chirng minh dugc rang hoat tinh gy ddc té bao va tinh dic hiéu mot cach dang ké
cua thé tiép hop ADC9 dbi v6i cac té bao ciia khéi u ngudi biéu hién CD13 in vitro.
Vi du v& hoat tinh sinh hoc 10: Hoat tinh gy doc té bao ctia thé tiép hop ADC10 va cac
chét phan ung lién quan d6i voi té bao cua khdi u ngudi biéu hién va khéng biéu hién
CD13

Hoat tinh gy doc té bao in vitro cua thé tiép hgp ADC10 ciing véi céc hop chit
gdy doc té bao gdc 12 va 4, duge danh gia d6i v6i dong té bao ctia khéi u khac nhau cia
ngudi bidu hién hodc khong bidu hién thy thé CD13, bao gdm NB4 va U937 (té bao biéu
hién CD13) va Raji va RPMI-8226 (té bao khong biéu hién CD13). Dudng cong dap tng
lidu (DR) tiéu chuin trong 72 gidr dugc tién hanh.
Hoat tinh gy doc t& bao clia hop chét 4

Hoat tinh gay doc té bao ctia hop chét 4 duoc thir nghiém & cac dudng cong dap
tng lidu st dung mudi ndng dd pha lodng theo bac (ty 1€ 1/2,5) nam trong khoang tir
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (ndm trong khoang tir 1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gay
doc té bao cia hop bchét 4, trong hai thir nghiém doc lap, la rit tuong duong nhau qua cic
dong té bao khac nhau d3 dugc thir nghiém, vdi tri s6 ICso trong khoang nanomol thép,
nim trong khoang tir 7,9E-05 dén 2,65E-03ug/mL (ndm trong khoang tir 1,2E-10 dén
4,0E-09 M), 1a tri s6 ICsy trung binh trong tit ca cac 6 té bao 8,4E-04ug/mL (twong
duong véi 1,2E-09 M). Do d6, hoat tinh gdy doc té bao clia hop chit 4 1a doc 1ap véi tinh
trang CD13 cua cac dong té bao ctia khdi u (Bang 34).

Béng 34. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hgp chit 4

Hop chit 4
Dong té bao
CD13+ CD13-
NB-4 U937 Raji RPMI18226
ICso (ug/mL) | 7,93E-05 | 2,78E-04 | 2,65E-03 3,58E-04
ICso(Mol) | 1,20E-10 | 4,19E-10 | 4,00E-09 | 5,39E-10

Hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chit 12

Hoat tinh cta hop chét 12 duoc thir nghiém & céc dudng cong dap ung lidu sir

dung mudi ndng d6 pha loang theo bac (ty 16 1/2,5) ndm trong khoang tir 01E+00 dén
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2,6E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 7,9E-07 dén 2,0E-10 M). Hoat tinh gy ddc té bao
cua hop chit 12, trong hai thir nghiém doc léap, 1a dé)ng nhit & mic dd ndo dé qua céac
dong té bao khac nhau di dugc thir nghiém, véi tri s6 ICsy trong khoang nanomol, nam
trong khoang tir 4,4E-03 dén 4,8E-02pg/mL (nim trong khoang tir 3,5E-09 dén 3,8E-08
M), 1a tri s6 ICs, trung binh trong tit ca cac 6 t& bao 2,0E-02pg/mL (1,6E-08 M). Su ¢6
mit cta lién két dai trong Hop chét 12 1am giam (khoang 1 log) hoat tinh gay doc té bao
ctia hop chit so véi hop chét 4. Ngoai ra, hoat tinh giy doc té bao caa hop chét khong
lién quan dén tinh trang CD3 clia cac dong té bao ciia khbi u (Bang 35).

Bang 35. Dit liéu t6m tét v& hoat tinh gay doc té bao in vitro cia hop chit 12

Hop chat 12
Dong té bao
CDI13+ CD13-
NB-4 U937 Raji RPMI18226
ICso (ng/mL) | 4,45E-03 | 1,07E-02 | 4,80E-02 | 1,90E-02
ICs (Mol) | 3,53E-09 | 8,44E-09 | 3,80E-08 | 1,51E-08

Hoat tinh gdy doc té bao ciia thé tiép hop ADC10

Hoat tinh gdy déc té bao cua thé tiép hop ADC10 duge thir nghiém dbi véi céc
dong té bao khac nhau. Thé' tiép hop nay dugc thir nghiém & bbn khoang ndng dd khac
nhau, mdi dudng cong trong sé ba dudng cong dap tng lidu 1ap lai (muoi ndng @ pha
lodng theo béc, ty 1€ 1/2,5) bat dau tir 50, 10, 1 va 0,1ug/mL, trong hai thir nghiém doc
1ap. Pudng cong dap ung lidu dai dién (ndng d6 t6i da Ipg/mL) dugc thé hién trén
Fig.21.

Thé tiép hop ADC10 c6 tinh diic hiéu dang ké dbi vai cac té bao biéu hién CD13+,
trong d6 da ching minh dugc hop chét nay c6 hoat tinh giy doc té bao twong tu, hoidc cao
hon chit it, so véi hoat tinh ctia céc hop chit gbc 4 va 12. Ca hai dong té€ bao CD13+,
NB4 vi U937, ¢6 tinh nhay twvong duong déi véi ADC10, véi tri s ICs trung binh 13n
luot 14 7,2E-03 va 9,8E-03pg/mL. Hai dong t& bao khong biéu hién CD13, Raji va RPMI-
8226, c6 tinh nhay kém hon déng ké so véi ADC10, véi tri s6 ICs, trung binh lan lugt 1
1,0E+01 va 5,3E+00pg/mL. Tinh theo trung binh, cidc dong té bao CD13+ (ICs, trung
binh 1 8,50E-03ug/mL) c6 tinh nhay véi ADC10 16n hon khoang 900 14n so v6i cac té
bao CD13- (ICso trung binh 13 7,83E+00pg/mL). So sanh hoat tinh cua thé tiép hop
ADCI10 trong cac t& bao NB4 (tinh nhay 16n nhit) vs cic té bao Raji (tinh nhay kém
nhit); nhan thiy ring c6 su chénh léch khoang 1440 1an. Céc két qua nay rd rang chira
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réng tinh dic hiéu cia thé tiép hop ADC10 ddi véi cac té bao biéu hién CD13 (Bang 36).
Do d6, cac tac gia sang ché nhan thiy ring it nhat mot phin ADC10 tac dong thong qua
qua trinh twong tac gitra khang thé don dong véi thu thé CD13 lién quan dn mang trén

cac t€ bao cua khdi u, va tiép d6 phan phdi ndi bao dugc chat gy ddc t€ bao vao mo dich.

Béng 36. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gdy ddc té bio in vitro ciia thé tiép hop

ADCI10
ADC10
Dong té bao
CDI13+ CD13-
NB-4 U937 Raji RPMI18226

ICso (ng/mL) 7,18E-03 | 9,81E-03 1,04E+01 5,30E+00
ICs, trung binh (ug/mL) d6i véi té bao biéu hién CD13 8,50E-03
ICso trung binh (ug/mL) dbi vé6i t bao khong biéu hién CD13 7,83E+00

Dé so sanh bang db thi hoat tinh gy doc té bao ciia khang thé don dong riéng 18

- véi hoat tinh cua thé tiép hop ADC10, db thi nay thé hién ty 1€ phin tram sbng sot cia té

bao sau khi didu tri cic dong té bao khic nhau bing khéng thé don dong riéng 18
(50pg/mL) hogic the ADC & ndng @) bing 50ug/mL hoc lpg/mL, dugc thé hién trén
Fig.22. O ndng dd twong duwong 50pg/mL, khing thé khang CD13 riéng 1&, khong c6 hoat
tinh gay doc té bao ddi véi dong té bao bit ky dugc thir nghiém, doc 1ap véi finh trang
CD13 ctia ching. Trai lai, thé tiép hop ADC10 c6 hoat tinh gy ddc té bao tiém ning dbi
v6i toan b cac dong té bao, tao ra ty 18 wrc ché vé kha ning séng sét té bao 16n hon 80%,
ngoai trir cac t& bao Raji, trong d6 né di tao ra ty 16 &c ché nhé hon, nhung vin quan
trong, khoang 70%. & ndng d6 1ug/mL, ADC10 c6 hoat tinh gy doc té bao tuong tu ddi
v6i t& bao bidu hién CD13 so v6i hoat tinh quan sat dugc & 50ug/mL, nhung khong phét
hién thdy hiéu qué bét ky trén t& bao khong bidu hién CD13. Cac két qua niy con ching
minh dugc ring hoat tinh gy ddc té bao va tinh dic hiéu mét cach dang ké cua thé tiép
hop ADC10 dbi véi cac té bao ctia khbi u ngudi biéu hién CD13 in vitro.
Vi du vé hoat tinh sinh hoc 11: Hoat tinh gy doc t& bao cia thé tiép hop ADCI11 va céc
chit phan tmg lién quan ddi véi t& bao cla khéi u ngudi biéu hién va khéng bidu hién
CD13 |

Hoat tinh gdy doc té bao in vitro clia thé tiép hop ADC11 ciing v&i cac hop chit
gay doc té bao gbc 13 va 40, duoc danh gia d6i voi dong té bao clia khéi u khac nhau cia

ngudi bidu hién hodc khong biéu hién thu thé CD13, bao gdm NB4 va U937 (té bao biéu
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hién CD13) va Raji va RPMI-8226 (t& bao khong biéu hién CD13). Dudng cong dap tmg
lidu (DR) tiéu chuin trong 72 gi& dugc tién hanh.

Hoat tinh gdy doc t& bao ciia hop chit 40

Hoat tinh gy doc té bio ciia hop chét 40 duoc thir nghiém & cac duong cong dap
tmg lidu st dung mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nam trong khoang tir
01E-03 dén 2,6E-07ug/mL (1,7E-09 dén 4,3E-13 M). Hoat tinh gdy doc té bao cia hop
chét 40, trong hai thir nghiém doc lap, 1a tuong ddng qua cac dong té bao khac nhau da
dugc thir nghiém, véi tri s6 ICs trong khoang picomol thép, nam trong khoang tir 3,1E-
05 dén 1,7E-04pg/mL (ndm trong khoéng tir 5,2E-11 dén 2,8E-10 M), 12 tri s6 ICs trung
binh trong tAt ci cac 6 té bao 8,6E-05pg/mL (tvong duong véi 1,4E-10 M). Hoat tinh gdy

' déc té bao ctia hop chat 40 13 doc 1ap véi mie bidu hién CD13 trén céc dong té bao clia

khéi u (Bang 37).

Bang 37. Dit liéu t6m tit v& hoat tinh gay doc té bao in vitro ciia hop chat 40

_Hop chit 40
Dong té bao
CD13+ CD13-
NB-4 U937 Raji RPMI18226
ICso (ug/mL) | 3,15E-05 | 7,10E-05 | 1,70E-04 7,05E-05
ICso (Mol) | 5,20E-11 | 1,17E-10 | 2,80E-10 1,16E-10

Hoat tinh gy doc t& bio ctia hop chét 13

Hoat tinh cta hop chit 13 dugc thir nghiém & cac dudong cong dap ung lidu st
dung mudi ndéng dd pha loing theo bac (ty 1& 1/2.5) nam trong khoang tir 01E-01 dén
2,6E-05ug/mL (ndm trong khoang tir 1,3E-07 dén 3,4E-11 M). Hoat tinh gy ddc té bao
ctia hop chét 13, trong hai thir nghiém ddc 1ap, 1a ddng nhit & mirc dd nao d6 qua cac
dong té bao khac nhau d3 dugc thir nghiém, v6i tri ) ICsp trong khoang nanomol, nam
trong khoang tir 1,7E-03 dén 1,0E-02pg/mL (2,7E-09 dén 1,4E-08 M), 1a tri s6 ICs, trung
binh trong tAt ca cac 6 té bao 4,3E-03 ug/mL (5,7E-09 M). Su c6 mit cia duoi thiol & hop
chét 13 1am giam (nhé hon 1 log) hoat tinh gy doc té bao cua hop chét, so véi hop chét
40. Hoat tinh gy doc t& bao ctia hop chét 1a doc 1ap véi tinh trang CD13 ciia cc dong t&
bao cia khbi u (Bang 38).
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Béng 38. Dir liéu tém tit vé hoat tinh gdy doc té bao in vitro ctia hop chét 13

Hop chit 13
Dong té bao
CD13+ CD13-
NB-4 U937 Raji RPMI18226
ICso (ng/mL) | 1,70E-03 | 2,85E-03 | 1,03E-02 | 2,30E-03
ICso (Mol) | 2,26E-09 | 3,80E-09 | 1,37E-08 | 3,06E-09

Hoat tinh gy doc té bao cia thé tiép hop ADC11

Hoat tinh gay doc té bao cua thé tiép hop ADCI1 dugc thir nghiém ddi véi cac
-dong té bao khac nhau. Thé tiép hop nay dugc thir nghiém & bbn khoang ndng d6 khac
nhau, mdi dudng cong trong s6 ba dudng cong dap tmg lidu 1ap lai (muoi ndng d6 pha
lodng theo béc, ty 16 1/2,5) bat du tir 50, 10, 1 va 0,1pug/mL, trong hai thir nghiém doc
14p. Pudng cong d4p tmg lidu dai dién (ndng do téi da la 1pg/mL) duogc thé hién trén
Fig.23. ADC11 c6 tinh 'dac hiéu nhung khéng dang ké ddi véi cac t& bao biéu hién CD13.
Thé tiép hop c6 hoat tinh gdy doc té bao twong tw, ngoai trir cac t& bao Raji, kém nhay
hon khong dang Ké, trong toan bd cac dong té bao duogc thir nghi€ém. Hoat tinh cua thé
tiép hop ADC11 1a twong duong v6i hoat tinh ciia hop chét gbc 13, véi tri s6 ICs trong
khoang nanomol thp (Bang 39).

Béng 39. Dir liéu tom tit v& hoat tinh gdy doc té bao in vitro ctia thé tiép hop

ADCI11
ADCI11
Dong té bao
CDI13+ CD13-
NB-4 U937 Raji RPMI18226

ICso (ug/mL) 2,27E-01 | 6,77E-01 | 3,48E+00 | 6,95E-01
ICs, trung binh (ug/mL) dbi véi té bao bidu hién CD13 4,52E-01
ICs trung binh (pg/mL) ddi véi té bao khong biéu hién CD13 2,09E+00

Dé so sanh bing dd thi hoat tinh gy doc té bao cia khang thé don dong khéng
CD13 riéng 1& vé6i hoat tinh ciia thé tiép hop ADC11, d6 thi nay thé hién ty 1& phan tram
sdng s6t ctia t& bao sau khi diéu tri cac dong té bao khac nhau biang khang thé don dong
riéng 16 (50pg/mL) hodc ADC11 (50 hodc 1ug/mL), dugc thé hién trén Fig.24. G ndng
d6 50pug/mL, khang thé khang CD13 riéng 1¢, c6 hoat tinh giy doc té bao ddi véi cac
dong té bao CD13+, tao ra ty 18 e ché kha ning séng sét té bao khoing 30%. O céc té
bao CD13-, khang thé nay thyuc té 1a khong c6 hoat tinh. O cling ndng d6, thé tiép hop
ADC11 ¢6 hoat tinh gy doc t& bao tiém ning d6i véi toan bd cac dong té bao, co tinh

dac hiéu nhung khong dang ké, d6i véi cac té bao biéu hién CD13, trong d6 né lam giam
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kha ning sdng sot té bao xubng gin 100%. O cac té bio CD13-, ADC11 lam gidm hon
80% kha ning séng s6t té bao. G ndng d6 1ug/mL, ADC11 c6 tinh dic hiéu manh d6i véi
cac té bao CD13+, NB-4 va U937, trong d6 n6 1am giam kha ning sdng sét t& bio lan
ot 13 99 va 85%. O céc té bao CD13-, Raji va RPMI8226, thé tiép hop lam gidm kha

nang sdng sét té bao 1an luot 14 38 va 60%.

Vi du v& hoat tinh sinh hoc 12: Hoat tinh gy doc té bao cua thé tiép hop ADCI2 va céc
chit phan tmg lién quan d6i vé6i c4c té bao ciia khdi u biéu hién va khong biéu hién CD20
Hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia thé tiép hop ADCI12 cing véi cic hop chét
gay doc té bao gbe 1, 4, va 40, dugc danh gia dugc thir nghiém ddi v6i cac dong té bao
ung thu ciia cic ddi tugng bi bénh khac nhau biéu hién hozic khong biéu hién khéang
nguyén CD20, bao gdm Raji (& bao biéu hién CD20); RPMI-8226 va Karpas-299 (‘Té
bao khong biéu hién CD20). Pudng cong dap tmg lidu (DR) tiéu chudn trong 72 gitr dugc
tién hanh.
Hoat tinh gdy ddc té bao ctia Rituximab

Trudc tién, hoat tinh gdy ddc té béo. in vitro mAb riéng 1& Rituximab dugc thir
nghiém déi vé6i cac dong té bao ung thu ciia céc ddi tuong bi bénh khac nhau biéu hién
hoac khong biéu hién khang nguyén CD20, bao gdm Raji (té bao biéu hién CD20);
RPMI-8226 va Karpas-299 (té bao khong biéu hién CD20). G ba dudng cong dap tng
lidu 13p lai ndm trong khoang tir 5,0E+01 dén 2,62E-05pg/mL (ndm trong khoang tir
3,4E-07 dén 1,7E-13 M), khéng thé nay khong c6 hoat tinh, khong dat dugc 1Csy & dong
té bao bat ky duoc thir nghiém, doc 14p véi tinh trang CD20 (Béng 40).

Bang 40. Dit liéu tém tit v& hoat tinh gy ddc té bao in vitro ctia Rituximab

Rituximab
CD20+ CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt Da u tuy NHL
1Csp (ng/mL) >5,0E+01 >5,0E+01 >5,0E+01
ICso (Mol) >3 48E-07 >3 48E-07 >3 48E-07

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chit 40

Hoat tinh gy doc té bao clia hop chét gbc Hop chét 40 duoc thir nghiém & céc
duong cong dap ung lidu st dung mudi néng dd pha long theo bic (ty 1& 1/2,5) nim

trong khoang tir 01E-03 dén 2,6E-07pug/mL (ndm trong khoang tir 1,7E-09 dén 4,3E-13
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M). Hoat tinh gy doc t& bao cta hop chat 40 1a rat trong duong nhau qua cic dong té
bao khac nhau da dugc thr nghiém, véi tri sb ICsy v6i khoang can nanomol tha"lp, nam
. trong khoang tir 8,6E-05 dén 1,1E-04pg/mL (nim trong khoang tir 1,4E-10 dén 1,9E-10
M), 1a tri s§ ICs, trung binh trong tit ca cac 6 té bao 9,6E-05pg/mL (twong duong véi
1,6E-10 M). Hoat tinh gy doc té bao ciia hop chét 40 1a doc 1ap véi tinh trang CD20 cita

cac dong té bao ctia khéi u (Bang 41).

Bang 41. Dit liéu tom tét v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hop chit 40

Hop chit 40
CD20+ CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt Pa u tiy NHL
1Cso (ng/mL) 1,15E-04 8.65E-05 8,60E-05
ICs0 (Mol) 1,90E-10 1,43E-10 1,42E-10

" Hoat tinh gy doc té bao ciia hop chat 4

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chét 4 dugc thir nghiém & céc duong cong dép
ffng lidu sir dung mudi néng d6 pha loang theo bac (ty 1€ 1/2,5) nim trong khoang tir
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (ndm trong khoang tir 1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gay
doc t& bao cia hop chét 4 1 twong ddng qua cac dong té bao khac nhau di dugc thir
nghiém, véi tri sb ICsy trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 5,7E-04 dén 1,4E-
03 ng/mL (ndm trong khoang tir 8,6E-10 dén 2,1E-09 M), 1a tri s6 ICso trung binh trong
tAt ca cac 6 té bao 9,7E-04pg/mL (1,5E-09 M). Su c6 mit clia amin chira nhém & hop
chét 4 giam khong déng ké hoat tinh giy doc té bao clia hop chit so v6i hop chét 40.
Hoat tinh gdy ddc t€ bao ciia hop chét 4 cling doc 1ap véi tinh trang CD20 ctia cic dong
té bao cua khdi u (Bang 42).

Béng 42. Dit lidu tom tt v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hgp chit 4

Hop chét 4
CD20+ CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt | Dau tiy NHL
ICso (ng/mL) 1,41E-03 5,70E-04 9,30E-04
ICsy (Mol) 2,12E-09 8,59E-10 1,40E-09

Hoat tinh gay doc té bao cia hop chét 1

Hoat tinh ctia hop chit 1 dugc thir nghiém & cac duong cong dép tng lidu st dung
mudi ndng do pha loang theo bic (ty 1 1/2,5) nim trong khoang tir 01E-01 dén 2,6E-
05ug/mL (ndm trong khoang tir 1,2E-07 dén 3,0E-11 M). Hoat tinh gy doc té bao cia
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hop chit 1, trong hai thir nghiém doc 1ap, 13 rit trong duong nhau qua cac dong té bao
khac nhau d3 dugc thit nghiém, véi tri s6 ICs, trong khodng nanomol, nam trong khoéhg
tir 1,6E-03 dén 2,8E-03pg/mL (ndm trong khoang tir 1,9E-09 dén 3,3E-09 M), 1a tri sb
IC50 trung binh trong tat ca cac 6 té bao 2,1E-03pg/mL (2,5E-09 M). Sy c6 mit cta lién
két maleimit trong Hop chit 1 khéng lam bién dbi dang k& hoat tinh gay doc té bao cia
hop chét so v6i hop chit 4. Ngoai ra, hoat tinh gy doc té bao ctia hop chét ciing doc lap
v6i tinh trang CD20 cua cic dong té bao cia khdi u (Bang 43).

Bang 43. Dit liéu tom tit vé hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hop chit 1

Hop chit 1
CD20+ ' CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt Pa u tuy NHL
ICsp (ug/mL) 2,85E-03 1,60E-03 1,90E-03
ICso (Mol) 3,33E-09 1,87E-09 2,22E-09

Hoat tinh gay doc té bao cua thé tiép hop ADC12

Hoat tinh gay doc té bao cia thé tiép hop ADCI2 dugc thir nghiém d6i véi cac
dong té bao ctia khéi u khac nhau. Thé tiép hop nay dugc thir nghiém & bdn khoing ndng -
d6 khac nhau, mdi dudng cong trong sb ba dudong cong dap ting lidu lap lai (mudi ndng
do pha loang theo bac, ty 18 1/2,5) 14n lugt bét dau tir 50, 10, 1 va 0,1pg/mL. Dudng cong
dap ung lidu dai dién (ndng d6 ban dau 1ug/mL) duge thé hién trén Fig.25. Mic du cao
hon trong té bao biéu hién CD20 Raji, ADC12 c¢6 hoat tinh giy doc té bao tuong dbi
tuong tu, trong khoang nanomol, & toan bd cac dong té bao dugc thir nghiém. Cac té bao
Raji (CD20+), c6 tri s§ ICs, trung binh 13 9,5E-02pg/mL, trong khi d6 céc tri sd tuong
tmg d6i v6i céc té bao RPMI-8226 va Karpas-299 (ca hai loai té bao CD20-), lan luot 12
4,0E-01 va 4,1E-01pg/mL (Bang 44). Do 6, t& bao bidu hién CD20 nhay hon véi
ADCI12 khéng déng ké (4 13n) so v6i té bao khong biéu hién CD20.

Bang 44. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy ddc t& bao in vitro ctia thé tiép hop

ADCI12
ADC12
CD20+ CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt Pa u tily NHL

ICso (ug/mL) 9,54E-02 3,97E-01 4,13E-01
ICso trung binh (ug/mL) cia t& bao biéu hién CD20 9,54E-02

ICs trung binh (ug/mL) cua té bao khong biéu hién CD20 4,05E-01

DPé so sanh bang dd thi hoat tinh giy doc té& bao cta khang thé

don dong

Rituximab riéng 1 v6i hoat tinh cta thé tiép hop ADC12, d6 thi nay thé hién ty 1¢ phan
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trdm sbng sét cua té bao sau khi didu tri cac dong té€ bao khac nhau bing khang thé don
dong riéng 1é (50pg/mL) hoic ADCI12 (1 va 0,1pg/mL), dugc thé hién trén Fig.26.
* Rituximab riéng 1é, & ndng d bing 50ug/mL, thyc té 1a khong c6 hoat tinh & toan bd cac
dong té bao duoc thir nghiém, doc 1ap véi tinh trang CD20. Tréi lai, ADC12, & néng do
bang 1pg/mL, c6 hoat tinh gdy doc t& bao tiém ning & toan bd cac dong té bao dugc thir
nghiém, 1am gidm hon 70% kha néng sbng s6t té bao sau 72 gioy didu tri. O ndng d6 thp
hon, 0,1pg/mL, thé tiép hop ADCI2 c6 tinh dic hiéu, lam gidm kha ning song s6t t€ bao
khodng 60% & t& bao biéu hién CD20 (Raji), ddng thdi thuc té khong c6 hoat tinh & té
bao khong biéu hién CD20 (RPMI-8226 va Karpas-299).

Vi du v& hoat tinh sinh hoc 13: Hoat tinh gy doc té bao ctia thé tiép hgp ADC13 va cac
cht phan tng lién quan déi véi cac té bio ctia khéi u biéu hién va khong biéu hién CD20
Hoat tinh gy doc té bao in vitro cia thé tiép hop ADC13 ciing véi cac hop chét
gy doc té bao gbc 1, 4, va 40, duge danh gia duge thir nghiém dbi v6i cac dong té bao
ung thu ciia cac dbi twgng bi bénh khac nhau bidu hién hodc khong biéu hién khang
nguyén CD20, bao gdm Raji (t€ bao bidu hién CD20); RPMI-8226 va Karpas-299 (t€ bao
khong biéu hién CD20). Pudng cong dap ung lidu (DR) tiéu chudn trong 72 gid dugc
tién hanh.
Hoat tinh gay doc té bao ciia hop chét 40

Hoat tinh gy doc té bao ciia hop chét gbc Hop chét 40 duoc thir nghiém & céc
duong cong dap ung lidu str dung mudi ndng d9 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) niam
trong khoang tir 01E-03 dén 2,6E-07pg/mL (1,7E-09 dén 4,3E-13 M). Hoat tinh gdy doc
té bao cta hop chét 40 1a rit twong duong nhau qua cac dong té bao khac nhau di dugc
thir nghiém, véi tri s6 ICso v6i khoang can nanomol thép, nam trong khoang tir 8,6E-05
dén 1,1E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 1,4E-10 dén 1,9E-10 M), la trj s6 ICso trung
binh trong tat ca céc 6 té bao 9,6E-05ug/mL (twong duong v6i 1,6E-10 M). Hoat tinh gdy
doc t& bao ciia hop chét 40 1a doc 1ap véi tinh trang CD20 ciia céc dong té bao ciia khdi u
(Bang 45).

-210-



26474

Béang 45. Dit liéu téom tit vé hoat tinh gdy doc té bao in vitro cua hop chit 40

Hop chit 40
CD20+ CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt Da u tiy NHL
ICsp (ng/mL) 1,15E-04 8,65E-05 8,60E-05
ICso (Mol) 1,90E-10 1,43E-10 1,42E-10

Hoat tinh gdy ddc té bao ctia hop chét 4

Hoat tinh gay doc té bao cﬁa. hop chéit 4 duoc thir nghiém & cac dudng cong dap
tng liéu sir dung mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nim trong khoang tir
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gy ddc té bao cta hop
chét 4 13 twong ddng qua cac dong té bao khac nhau di duoc thir nghiém, véi tri sé IC50
trong khoang nanomol, ndm trong khoang tir 5,7E-04 dén 1,4E-03pg/mL (ndm trong
khoang tir 8,6E-10 dén 2,1E-09 M), 1a tri s6 ICs, trung binh trong tit ca cic 6 t& bao
9,7E-04pg/mL (1,5E-09 M). Su c¢6 mit cia nhém chira amin & hop chit 4 1am giam
khong dang ké hoat tinh gay doc té bao ctia hop chét so véi hop chat 40. Hoat tinh gay
doc té bao ciia hop chét 4 cling ddc 1ap vai tinh trang CD20 cua céc dong té bao cia khbi
u (Bang 46).

Bang 46. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy doc t& bao in vitro ctia hop chit 4

Hop chit 4
CD20+ CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt | Dau tay NHL
ICs, (ug/mL) 1,41E-03 5,70E-04 9 30E-04
ICso (Mol) 2,12E-09 8,59E-10 1,40E-09

Hoat tinh gdy ddc té bao ciia hop chét 12

Hoat tinh ctia hop chit 12 duoc thir nghiém & céc dudong cong dap tng lidu sir
dung mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nim trong khoang tir 01E+00 dén
2,6E-04pg/mL (7,9E-07 dén 2,1E-10 M). Hoat tinh gay ddc té bao ciia hop chét 12, trong
hai thir nghiém dc 1ap, 1a rat trong duong nhau qua cac dong t& bao khac nhau da duoc
thir nghiém, véi tri s6 IC50 trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 2,2E-02 dén
6,7E-02pug/mL (ndm trong khoang tir 1,8E-08 dén 5,5E-08 M), 1a tri s6 IC50 trung binh
trong tat ca cac 6 té bao 3,9E-02ug/mL (3,1E-08 M). Su c6 mit cia lién két maleimit
trong Hop chit 12 1am giam hoat tinh gy doc té bao ciia hop chét, khi so sanh véi hop
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chét 4 va Hop chét 40. Ngoai ra, hoat tinh gy doc té bao ciia hop chét ciing doc lap vai
tinh trang CD20 ciia cac dong té bao ciia khdi u (Bang 47).

" Bang 47. Dit liéu tém tét v& hoat tinh gdy ddc té bao in vitro ciia hgp chét 12 -

Hop chit 12
CD20+ CD20-
Raji RPMI-8226 | Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt Pa u tuy NHL
ICs (nug/mL) 6,95E-02 2,25E-02 2,50E-02
ICs0 (Mol) 5,51E-08 1,78E-08 1,98E-08

Hoat tinh gy doc té bao cua thé tiép hop ADC13

" Hoat tinh gy doc té bao cia thé tiép hop ADC13 dugc thir nghiém ddi véi cac
dong té bao ctia khéi u khac nhau. Thé tiép hop nay dugc thir nghiém & bdn khoang ndéng
d6 khac nhau, mdi dudng cong trong sb ba dudng cong dép tng lidu 13p lai (mudi ndng
d6 pha loang theo bic, ty 1& 1/2,5) lan lugt bét dau tir 50, 10, 1 va 0,1ug/mL. Pudng cong
dap tng liéu dai dién (ndng d6 ban diu 1pg/mL) dugc thé hién trén Fig.27. Mic di hoat
tinh gy doc t& bao cao hon & t& bao biéu hién CD20 Raji, nhung ADC13 c6 hoat tinh
ga‘iy doc té bao twong tu, trong khoang nanomol, & toan bd céc dong té bao duoc thu
nghiém. Céc té bao Raji (CD20+), c6 tri s& ICs, trung binh 14 2,5E-01pug/mL, trong khi
céc tri sb twong tng dbi véi cac t& bao RPMI-8226 va Karpas-299 (ca hai loai t& bao
CD20-), 12 1,1E+00ug/mL (Bang 48). Do d6, té bao biéu hién CD20 nhay hon véi
ADC13 khéng dang ké (khoang 5 13n) so véi té bao khong biéu hién CD20.

Bang 48. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy ddc té bao in vitro cta thé tiép hop

ADC13
ADCI13
CD20+ ‘ CD20-
Raji RPMI-8226 Karpas-299
U bach huyét dang Burkitt Da u tiy NHL
1Csp (ug/mL) 2,53E-01 1,08E+00 1,07E+00
ICs trung binh (ug/mL) ciia té bao biéu hién CD20 2,53E-01
ICs, trung binh (ug/mL) cta t& bao khéng biéu hién CD20 1,07E+00

DPé so sanh bing d6 thi hoat tinh gdy doc té bao cia khang thé don dong
Rituximab riéng 1& v6i hoat tinh ciia thé tiép hgp ADC13, d6 thi nay thé hién ty 1¢ phan
tram sbng sét cia té bao sau khi didu tri cac dong té bao khac nhau bing khang thé don
dong riéng 1€ (50pg/mL) hoic ADC13 (1 va 0,1pg/mL), dugc thé hién trén Fig 28.
Rituximab riéng 1&, & ndng d6 bang 50pg/mL, thuc té 1a khong c6 hoat tinh & toan bd cac

dong té bao dugc thir nghiém, doc 1ap vdi tinh trang CD20. Tréi lai, & cé hai nf‘mg do1va
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0,1pg/mL, ADCI13 c6 hoat tinh gy doc t& bao, véi tinh ddc hiéu dbi véi cac t€ bao Raji
biéu hién CD20. O ndng dd 1pg/mL, sau 72 gior diéu tri, ADC13 1am giam hon 65% kha
ning sbéng sot t& bao Raji (CD20+) ddng thoi kich vng 35-45% té bao RPMI-8226 va -
Karpas-299 (CD20-), mdt cach tuong tmg. O ndng d6 0,1ug/mL, thé tiép hgp ADCI13 c6
tinh dic hiéu rd rang, 1am gidm kha ning séng sét t& bao khoang 50% té bao CD20+,
_’déng thoi khong c6 hoat tinh trong cac té bao CD20-.
Vi du vé hoat tinh sinh hoc 14: Hoat tinh gdy doc té bao cua thé tiép hop ADC14 va céac
chit phan tng lién quan dbi voi té bao clia khdi u ngudi biéu hién va khong bidu hién
CD5

Hoat tinh gdy doc té bao in vitro ctia thé tiép hop ADC14 clng véi cac hop chat
gy doc té bao gbe 1, 4, va 40, dugc danh gia déi véi cac dong té bao ung thu cia cac dbi
tuong bi bénh khac nhau biéu hién hoic khéng biéu hién khang nguyén CD5, bao gdm
Karpas-299 va MOLT-4 (c hai loai t& bao CD5+); Raji va RPMI-8226 (ca hai loai té bao
CD5-). Pudng cong dap tmg liéu (DR) tiéu chuén trong 72 gi& dugce tién hanh.
* Hoat tinh gy doc té bao cua khang thé don dong khéang CD5

Trude tién, hoat tinh gdy ddc té bao in vitro khang thé don dong khang CD5 cia
chudt nhét riéng 1& dwgc thir nghiém ddi vai cac dong té bao ung thu cia cac dbi tuong bi
bénh khac nhau bidu hién hoic khong biéu hién khang nguyén CD5, bao gdm Karpas-299
va MOLT-4 (c4 hai loai t& bao CD5+); Raji va RPMI-8226 (c4 hai loai té bao CD5-). O
ba dudng cong dap ung liéu lip lai nim trong khoang tir 5,0E+01 dén 1,3E-02ug/mL
(ndm trong khoéng tir 3,3E-07 dén 8,7E-11 M), trong hai thir nghiém ddc 14ap, khang thé
ndy thuc t& 13 khong c6 hoat tinh, khong dat dugc ICsy & dong té bao bét ky dugc thir
nghiém, ddc 14p vdi tinh trang CDS5 cta ching (Bang 49).

Bang 49. Dit liéu tom tét vé hoat tinh gdy doc té bao in vitro ciia khang thé don

dong khéang CD5
Khang thé don dong khéng CD5
Dong té bao
CD5+ CD5-

Karpas-299 | MOLT-4 Raji RPMI18226
ICs (ug/mL) | >5,0E+01 | >5,0E+01 | >5,0E+01 | >5,0E+01
ICs (Mol) | >3,3E-07 | >33E-07 | >3,3E-07 | >33E07

Hoat tinh gdy doc té bao ctia hop chét 40

Hoat tinh gay ddc té bao ctia hop chét gbc 40 dugc thir nghiém & cac dudng cong
dap tng lidu sir dung mudi ndng do pha lodng theo bac (tj 1& 1/2,5) nim trong khoang tir
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01E-03 dén 2,6E-07ug/mL (nim trong khoang tir 1,7E-09 dén 4,3E-13 M). Hoat tinh gay
doc t& bao cua hop chit 40 1a rit twong duong nhau qua céc dong t€ bao khac nhau da
duge thir nghiém, véi tri s6 IC50 véi khodng can nanomol thip, nam trong khoang tir
7,5E-05 dén 3,6E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 1,2E-10 dén 5,9E-10 M), 14 tri s6 ICs
trung binh trong tit ca cac 6 té bao 1,6E-04pg/mL (twong duong véi 2,6E-10 M). Hoat
tinh gay ddc té bao ctia hop chét 40 1a doc 14p voi mirc bidu hién CDS5 trong céc dong té
bao cua khbi u (Bang 50).

Bang 50. Dit lidu t6m tét v& hoat tinh gdy doc té bao in vitro ctia hop chét 40

Hop chit 40
Dong té bao
CD5+ CD5-
Karpas-299 | MOLT-4 Raji RPMI18226
ICs (ng/mL) | 1,12E-04 | 9,35E-05 | 3,60E-04 | 7,55E-05
ICs (Mol) 1,85E-10 | 1,54E-10 | 5,94E-10 | 1,25E-10

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chit 4

Hoat tinh gy doc té bio clia hop chit 4 duogc thir nghiém & cac dudng cong dap
tmg liéu st dung muoi ndéng do pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nim trong khoang tir
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (ndm trong khoang tir 1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gy
doc té bao cua hop chit 4 1a tuong ddng qua cac dong té bao khac nhau da dugc thir
nghiém, véi tri s6 ICsy trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 6,3E-04 dén 2,7E-
03pg/mL (ndm trong khoang tir 9,5E-10 dén 4,1E-09 M), 1a tri s6 ICs trung binh trong
tht ca cac 6 t& bao 1,3E-03pg/mL (1,9E-09 M). Su c6 mit ciia nhém chita amin & hop
chét 4 1am giam hoat tinh giy doc té bao cua hop chét (khoang 1 log) so véi hop chét 40.
Hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chét 4 cling doc 14p véi mic biéu hién CD5 trong céc
dong té bao ctia khéi u (Bang 51).

Bang 51. Di liéu t6m tit v& hoat tinh gy doc t& bao in vitro clia hop chat 4

Hop chit 4
Dong té bao
CD5+ CD5-
Karpas-299 | MOLT-4 Raji RPMI18226
ICs (ug/mL) | 9,15E-04 | 9,10E-04 | 2,70E-03 | 6,30E-04
ICs (Mol) 1,38E-09 | 1,37E-09 | 4,07E-09 | 9,50E-10

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chét 1

Hoat tinh cua hop chit 1 dugc thir nghiém & cac dudng cong dap ung lidu sir dung

mudi ndng dd pha lodng theo bac (ty 1€ 1/2,5) nim trong khoang tir 01E-01 dén 2,6E-
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05pg/mL (n3m trong khoang tir 1,2E-07 dén 3,0E-11 M). Hoat tinh gdy ddc t€ bao cia
hop chit 1 gan nhu twong duong qua cac dong té bao khac nhau di dugc thir nghiém,
ngoai trir cac té bao Raji trong-d6 hop chét nay c6 hoat tinh kém hon, véi tri s6 ICs trong -
khoang nanomol, nim trong khoang tir 1,8E-03 dén 1,1E-02pg/mL (2,2E-09 dén 1,3E-09
M), 1a tri s ICs, trung binh trong tAt ca cac & té bao 4,6E-03pug/mL (5,3E-09 M). Su ¢6
mat ciia lién két chira maleimit & hop chét 1 khong lam bién dbi hoat tinh gay ddc té bao
ctia hop chét so v6i hop chét 4. Hoat tinh gay doc té bao ciia hop chit ciing doc 1ap voi

murc biéu hién CDS trong cac dong té bao cua khdi u (Bang 52).

Bang 52. Dit liéu tém tht v& hoat tinh gay doc té bao in vitro ctia hop chét 1

Hop chit 1
Dong t€ bao
CD5+ CD5-
Karpas-299 | MOLT-4 Raji RPMI18226
1Cs, (ng/mL) 2,15E-03 3,35E-03 | 1,09E-02 1,85E-03
ICso (Mol) 2,51E-09 3,91E-09 | 1,28E-08 2,16E-09

Hoat tinh gy doc té bao cia thé tiép hgp ADC14

Hoat tinh gy doc té bao ciia thé tiép hop ADC14 dugc thir nghiém ddi véi céc
dong té bao ctia khdi u khéc nhau. Thé tiép hop ndy dugc tht nghiém & bbn khoang ndéng
d6 khac nhau, mdi dudng cong trong s6 ba dudng cong dap tmg lidu 13p lai (mudi ndng
6 pha lodng theo bac, ty 16 1/2,5) 14n lugt bt dau tir 50, 10, 1 va 0,1ug/mL. Dudng cong
dap tmg lidu dai dién (ndng d6 ban dau 1ug/mL) duge thé hién trén Fig.29. ADC14 ¢6 xu
hudng chon loc d6i vé6i cac té bao bidu hién CD5, mic du tri s6 ICs trung binh, trong
khoang nanomol trung binh, 1a tuong dbi nhu nhau dbi vé6i toan bd cac dong té Béo dugc

thir nghiém, doc 14p vdi tinh trang CD5 (Béang 53).

Bang 53. Dit lidu tém t4t v& hoat tinh gy doc té bao in vitro cta thé tiép hop

ADCI14
ADC14
Dong té bio
CD5+ CD5-

, Karpas-299 | MOLT-4 Raji RPMI18226

ICs (ng/mL) 556E-01 | 6,18B-01 | 4,23E+00 | 547E+00

1C50 trung binh (ug/mL) cia té bio biéu hi¢n CD5 5,87E-01

IC50 trung binh (ug/mL) cua té bao khong biéu hién CD5 2,39E+00

Pé so sanh bang db thi hoat tinh gy doc t& bio clia khang thé don dong khéang
CDS5 riéng 1é v6i hoat tinh cua thé tiép hop ADC14, db thi nay thé hién ty 1¢ phén trim

sbéng sot cia té bao sau khi didu trj cac dong té bao khac nhau bang khang thé don dong
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riéng 1& (50pg/mL) hoic ADC14 (1ug/mL), dugc thé hién trén Fig.30. Khang thé don
dong khéng CD5 riéng 1¢, & ndng do biang 50pg/mL, thuc té 1a khong ¢6 hoat tinh & toan
bd cac dong té bao duge thir nghiém. ADC14, & ndng d6 bang 1pg/mL, c6-hoat tinh gdy -
doc t& bao dic hiéu dbi vai cac té bao biéu hién CD5, Karpas-299 va MOLT-4, vdi ty 1€
tic ché kha ning sdng sét té bao 1an Iuot 13 khoang 84% va 70%, dong thoi khong ¢6 hoat
tinh trén thuc t& @i v6i té bao khong biéu hién CDS5 (Fig.30).
Vi du v& hoat tinh sinh hoc 15: Hoat tinh gdy doc té bao cia thé tiép hgp ADC16 va cac
chit phan g lién quan ddi véi céc té bao ciia khéi u ngudi biéu hién va khong biéu hién
CD4

Hoat tinh gay doc té bao in vitro cia thé tiép hop ADC16 ciing v6i cac hop chét
gy doc té bao gbe 1, 4, va 40, dugc danh gia dbi vai cac dong té bao ung thu ciia cac doi
twong bi bénh khac nhau biéu hién hodc khong bidu hién khéﬁg nguyén CD4, bao gém
Karpas-299 va U937 (c hai t& bao CD4+); Raji vi RPMI-8226 (ca hai t& bao CD4-).
Puong cong dap tng lidu (DR) tiéu chudn trong 72 gi& duge tién hanh.
Hoat tinh gay doc té bao ciia Khang thé don dong khang CD4

Truéc tién, hoat tinh gy ddc té bao in vitro ciia khang thé don dong khang CD4
ctia chudt nhit riéng 1é duge thir nghiém dbi véi cac dong té bao ung thu ctia cic dbi
tugng bi bénh khac nhau biéu hién hoic khong biéu hién khang nguyén CD4, bao gom
Karpas-299 va U937 (ca hai té bao CD4+); Raji va RPMI-8226 (ca hai té bao CD4-). O
ba duong cong dép ung lidu lap lai ndm trong khoang tir 5,0E+01 dén 1,3E-02pg/mL
(nim trong khoang tir 3,3E-07 dén 8,7E-11 M), trong hai thir nghiém ddc 14p, khéng thé
nay thuc té 1a khong c6 hoat tinh, khong dat dugc ICsy & dong té bao bt ky dugc thir
nghiém, doc 1ap vdi tinh trang CD4 cuia chiing (Bang 54). |

Bang 54. Dit li¢u tom t4t vé hoat tinh gy doc té bao in vitro ciia khang thé don

dong khangCD4
Khang thé don dong khangCD4
Dong t€ bao
CD4+ CD4-

Karpas-299 | U937 | RPMI18226 Raji
ICs (ng/mL) | >5,0E+01 | >50E+01 | >5,0E+01 | >5,0E+01
IC (Mol) | >3,3E-07 | >33E07 | >33E-07 | >3,3E-07

Hoat tinh gy doc té bao ctia hgp chit 40

Hoat tinh gy doc té bao ctia hop chét gbc 40 dugc thir nghiém & cac dudng cong
dap tng lidu st dung mudi ndng d6 pha loang theo bac (ty 1€ 1/2,5) nim trong khoang tir

-216-



26474

01E-03 dén 2,6E-07pg/mL (ndm trong khoang tir 1,7E-09 dén 4,3E-13 M). Hoat tinh gay
doc t& bao cia hop chét 40 1a tvong ddng qua cac dong té bao khac nhau da dugc thir
- nghiém, voi tri s6 ICs v6i khoang can nanomol thép, nim trong khoang tir 7,9E-05 dén
2,8E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 1,3E-10 dén 4,7E-10 M), 1 tri s6 IC50 trung binh
trong tit ca cac 6 té bao 1,5E-04ug/mL (twong duong véi 2,5E-10 M). Hoat tinh gay doc
t€ bao ctia hop chét 40 1a doc 14p véi mirc biéu hién CD4 trong céc dong té bao cta khébi

u (Bang 55). -

Bang 55. Dix liéu tom tit vé hoat tinh gay doc té bio in vitro ctia hgp chét 40

Hop chit 40
Dong té bio ,
CD4+ CD4-
Karpas-299 | U937 | RPMI18226 Raji
ICs (ng/mL) | 1730E-04 | 7,90E-05 | 1,20E-04 | 2,85B-04
ICs (Mol) 2,15E-10 | 131E-10 | 198E-10 | 4,70E-10

Hoat tinh gay doc té bao ciia hop chét 4

Hoat tinh gy doc t& bao ciia hop chit 4 dugc thir nghiém & céc dudng cong dap
tmg lidu st dung mudi néng do pha lodng theo bic (ty 1€ 1/2,5) nim trong khoang tur
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (nim trong khoang tir 1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gy
doc té bao ciia hop chét 4 1a tvong duong qua cac dong t€ bao khac nhau da duge thir
nghiém, véi tri s6 ICs, trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 6,1E-04 dén 2,7E-
03pg/mL (9,2E-10 dén 4,1E-09 M), 14 tri s§ ICs trung binh trong tit ca cic 6 t& bao
1,2E-03pg/mL (1,8E-09 M). Su ¢6 mat ciia nhém chira amin ¢ hop chit 4 1am giam hoat
tinh gy doc té bao ciia hop chét so véi hop chét 40. Hoat tinh gdy ddc té bao cia hop

chét 4 ciing doc 14p véi mirc biéu hién CD4 trong cac dong té bao cia khdi u (Bang 56).

Béng 56. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hop chat 4

Hop chat 4
Dong té bao
CD4+ CD4-
Karpas-299 U937 RPMI18226 Raji
ICso (ug/mL) 9,10E-04 6,10E-04 6,35E-04 2,75E-03
ICso (Mol) 1,38E-09 9,20E-10 9,60E-10 4,15E-09

Hoat tinh gdy doc té bao ctia hop chét 1

Hoat tinh ctia hop chét 1 dugc thir nghiém & cac dudng cong dap tng lidu st dung
mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nam trong khoang tir 01E-01 dén 2,6E-
05ug/mL (ndm trong khoang tir 1,2E-07 dn 3,0E-11 M). Hoat tinh gy doc té bao cia
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hop chét 1 ciing trong dwong qua cic dong t€ bao khac nhau da dugc thir nghiém, véi tri
s6 ICs, trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 1,5E-03 dén 7,3E-03pg/mL (ndm
trong khoang tir 1,7E-09 dén 8,6E-09 M), 1a trj s6 ICso trung binh trong tAt ca céc 6 té bio
3,4E-03pg/mL (3,9E-09 M). Su c6 mit clia lién két chira maleimit & hop chit 1 khong
lam bién ddi hoat tinh gy ddc t& bao ctia hop chit so vdi hop chét 4. Hoat tinh gay doc té
bao ciia hop chét ciing ddc 14p v6i mirc bidu hién CD4 trong cac dong té bao cia khéi u
(Bang 57).
 Bang 57. Dit liéu tom tét v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hop chét 1

Hop chit 1
Dong té biao
CD4+ CD4-
Karpas-299 U937 RPMI18226 Raji
ICs (ng/mL) 2,35E-03 1,50E-03 2,30E-03 7,35E-03
ICso (Mol) 2,75E-09 1,75E-09 2,69E-09 8.57E-09

Hoat tinh gay doc té bao ctia thé tiép hgp ADC16

Hoat tinh gdy doc t& bao cua thé tiép hop ADC16 dugc thir nghiém dbi véi cac
dong té bao ciia khéi u khac nhau. Thé tiép hop nay dugc thir nghiém & bbn khoang ndng
d6 khac nhau, mai dudng cong trong sd ba dudng cong dap tmg liéu lap lai (mudi ndng
do pha loang theo bac, ty 18 1/2,5) 14n lugt bat dau tir 50, 10, 1 va 0,1ug/mL. Puong cong
dap tng lidu dai dién (ndng do ban diu 1pg/mL) dugc thé hién trén Fig.31. ADC16 c6
tinh ddc hiéu ddi véi cac t& bao biéu hién CD4, mic di mirc chénh léch trung binh vé tinh
nhay d6i véi cac té bao khong bidu hién CD4 13 twong d6i nho, x4p xi 7 1an (mitrc chénh
1éch téi da gitra dong té bao kém nhay va dong té bao nhay nhét, 1an lugt 13 Raji va
Karpas-299, khoang 14 13n) (Bang 58). Mic du ¢6 chi ra cira s6 didu tri nho, nhung c6
thé nhén thiy ring it nhit mot phin hoat tinh gdy doc té bao cia thé tiép hop ADC16
quan sat dugc cd lién quan dn qua trinh twong tic gitta khang thé don dong va
glycoprotein CD4 & mang té bao ctia khdi u.

Bang 58. Dir liéu tom tit vé hoat tinh gy ddc té bao in vitro cia thé tiép hop

ADC16
ADC16
Dong té biao
CD4+ CD4-
Karpas-299 | U937 | RPMII18226 Raji

ICso (ng/mL) 4,70E-02 | 8,18E-02 | 2,60E-01 | 6,74E-01
ICs, trung binh (ug/mL) d6i véi té bao biéu hién CD4 6,44E-02
ICso trung binh (ng/mL) d6i v&i té bao khong biéu hién CD4 | 4,67E-01

P& so sanh bing db thi hoat tinh gy doc té bao cia khang thé don dong khang
CD4 riéng 1¢ vé6i hoat tinh cia thé tiép hop ADCI16, db thi nay thé hién ty 1¢ phan trim
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séng so6t ctia t& bao sau khi diéu tri cac dong t€ bao khac nhau bang khang thé don dong
riéng 1& (50pg/mL) hodc ADCI16 (1 va 0,1pg/mL), dugc thé hién trén Fig.32. khang thé
don dong khang CD4 riéng 18, & ndng d6 bing 50ug/mL, thuc té 1a khong c6 hoat tinh &
toan bd cac dong té bao dugc thir nghiém. Trai lai, ADC16, & nong do bang 1ug/mL, cb
hoat tinh gy doc té bao tiém ning & toan bd cac dong té bao dugc thir nghiém, doc lap
v6i tinh trang CD4 cia ching, 1am gidm hon 60% (ndm trong khoang tir 60% dén 90%)
kha ning séng sot t& bao sau 72 gior diéu tri. Ngay ca & néng dd 0,1pg/mL, ADC16 ¢
‘hoat tinh gdy ddc té bao dac hiéu dbi véi cac té bao biéu hién CD4, Karpas-299 va U937,
© v6i ty 18 trc ché kha ning sbng sot té bao 1dn lugt khoang 80% va 70%, dong thoi khong
¢6 hoat tinh d6i véi cac té bao khong biéu hién CD4 (Fig.32).

Vi du v& hoat tinh sinh hoc 16: Hoat tinh gy doc té bao cta thé tiép hop ADC17 va cic
chét phan g lién quan déi véi cac té bao cia khdi u ngudi biéu hién va khéng biéu hién
CD4

Hoat tinh gy doc té bao in vitro cia thé tiép hop ADC17 cing véi cac hop chit

gay doc t& bao gbe 12, 4, va 40, duoc danh gia dbi véi cac dong té bao ung thur cua céc
d6i trong bi bénh khac nhau biéu hién hoic khong biéu hién khang nguyén CD4, bao
gbm Karpas-299 va U937 (c4 hai t& bao CD4+); Raji va RPMI-8226 (c4 hai té bao CD4-
). Pudmg cong d4p tng liéu (DR) tiéu chuén trong 72 gir dugc tién hanh.

Hoat tinh gay doc té bao cta hop chét 40

Hoat tinh gy doc té€ bao ctia hop chéit gdc 40 duoc thir nghiém & cic dudng cong

dap tmg lidu str dung mudi ndng d6 pha lodng theo béc (ty 18 1/2,5) nam trong khoang tir
01E-03 dén 2,6E-07pg/mL (ndm trong khoang tir 1,7E-09 dén 4,3E-13 M). Hoat tinh gay
doc té bao cua hop chét 40 13 trong ddng qua cic dong té bao khac nhau da dugc thir
nghiém, véi tri s6 ICso v6i khoang can nanomol thép, ndm trong khoang tir 7,9E-05 dén
2,8E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 1,3E-10 dén 4,7E-10 M), 1a tri s§ ICs, trung binh
trong tat ca cac 6 té bao 1,5E-04pg/mL (twong duong véi 2,5E-10 M). Hoat tinh gy doc
t& bio ctia hop chét 40 1a doc 1ap véi mirc biéu hién CD4 trong cac dong té bao ciia khbi

u (Bang 59).
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Bang 59. Dit liéu tém tit v& hoat tinh gdy doc té bao in vitro ciia hop chét 40

Hop chat 40
Dong té biao
CD4+ CD4-
Karpas-299 U937 RPMI18226 Raji
1Cso (ng/mL) 1,30E-04 7,90E-05 1,20E-04 2,85E-04
ICso (Mol) 2,15E-10 1,31E-10 1,98E-10 4,70E-10

Hoat tinh gay doc té bio clia hop chat 4

Hoat tinh gy ddc té bao ctia hop chit 4 dugc thir nghiém & cac dudng cong dap
tmg lidu st dung mudi ndng d6 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nam trong khoang tir
01E-02 dén 2,6E-06pg/mL (1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gdy doc t& bao cua hop
chét 4 ciing twong duong qua cac dong té bao khac nhau da dwoc thir nghiém, véi tri s6
IC50 trong khoang nanomol, nim trong khoang tir 6,1E-04 dén 2,7E-03pg/mL (9,2E-10
dén 4,1E-09 M), 1a tri s6 ICs, trung binh trong tAt c4 céc 6 té bao 1,2E-03pg/mL (1,8E-09
M). Su ¢6 mit ctia nhom chira amin & hop chét 4 1am giam hoat tinh gay doc té bao ciia
hop chit so véi hop chat 40. Hoat tinh gy doc té bao ciia hop chét 4 ciing doc 1ap véi

mirc biéu hién CD4 trong céc dong té bao cua khéi u (Bang 60).

Bang 60. Dit liéu t6m tit v& hoat tinh gay doc té bao in vitro ciia hop chét 4

Hop chét 4
Dong té bio
CD4+ CD4-
Karpas-299 | U937 | RPMII8226 Raji
ICso (ng/mL) 9,10E-04 6,10E-04 6,35E-04 2,75E-03
ICso (Mol) 1,38E-09 9,20E-10 9,60E-10 4,15E-09

Hoat tinh gy doc té bio ciia hop chit 12

Hoat tinh ctia hop chét 12 dugc thir nghiém & cac dudng cong dép tng lidu st
dung mudi ndng dd pha lodng theo bac (ty 1¢ 1/2,5) nim trong khoang tir 01E+00 dén
2,6E-04pg/mL (ndm trong khoang tir 7,9E-07 dén 2,1E-10 M). Hoat tinh gy déc € bao
ctia hop chét 12, trong hai thit nghiém ddc lap, 1a tuong d6i ddng nhét qua cac dong té
bao khac nhau da dugc thir nghiém, véi tri s6 ICs, trong khodng nanomol, nam trong
khoang tir 7,3B-02 dén 4,1E-01pg/mL (ndm trong khoang tir 5,8E-08 dén 3,2E-07 M), 1a
tri s§ ICs, trung binh trong tAt ca cac 6 té bao 1,7E-01pg/mL (1,3E-07 M). Sy c6 mat clia
lién két dai chira maleimit & hop chat 12 1am giam manh hoat tinh gy ddc té bao cia hop
chat so v6i hop chét 40 (gn 3 log) va Hop chét 4 (gan 2 log). Ngoai ra, hoat tinh gy doc
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t€ bao cua hogp chat ciing doc 1ap véi mire bicu hién CD4 ctia cidc dong t€ bao cia khoi u

(Bang 61).

Bang 61. Dit liéu tom tét vé hoat tinh gy doc té bio in vitro ctia hop chdt 12

Hop chit 12
Dong té bao
CD4+ CD4-
Karpas-299 | U937 | RPMII18226 Raji
ICso (ug/mL) | 7,65E-02 | 7,30E-02 | 1,1SE-01 | 4,15E-01
ICso (Mol) 6,07E-08 | 5,79E-08 | 9,11E-08 | 3,29E-07

Hoat tinh gay ddc té bao cuia thé tiép hop ADC17

Hoat tinh gdy doc t€ bao cua thé tiép hop ADC17 dugc thir nghiém dbi vé6i céc
dong té bao ciia khéi u khac nhau. Thé tiép hop nay duoc thir nghiém & bén khoang ndng
d6 khac nhau, mdi dudng cong trong sb ba duong cong dép tmg lidu lap lai (mudi ndng
d06 pha lodng theo bic, ty 1& 1/2,5) 1an luot bit dau tir 50, 10, 1 va 0,1pg/mL. Pudng cong
dap tmg liéu dai dién (ndng d6 ban diu 1pg/mL) dugc thé hién trén Fig.33. ADC17 c6
tinh ddc hiéu ddi véi cac té bao biéu hién CD4, v6i mirc chénh 1&ch trung binh vé tinh

nhay d6i véi céac té bao khong biéu hién CD4 12 khoang 40 14n (nim trong khoang tir 11

~ dén 64 13n) (Bang 62). C6 thé nhéan thiy rang phan 16n hoat tinh giy doc té bio cua thé

tiép hop ADC17 quan sat dugc c6 lién quan dén qua trinh twong tic ciia khang thé don

dong va glycoprotein CD4 & mang té bao ciia khéi u.

Bang 62. Dit liéu tom tat vé hoat tinh gy doc té bao in vitro cta thé tiép hop

ADC17
ADC17
Dong té bio
CD4+ CD4-
Karpas-299 | U937 RPMI18226 Raji
ICso (ug/mL) | 4,50E-02 | 3,86E-02 5,24E-01 2,90E+00
* ICs trung binh (ug/mL) ciia cc té bao biéu hién CD4 4,18E-02
ICs, trung binh (ug/mL) ciia cAc té bao khong biéu hién CD4 | 1,71E+00

Pé so sanh bang dd thi hoat tinh gdy doc té bao ciia khang thé don dong khang
CD4 riéng 1¢ véi hoat tinh ctia thé tiép hop ADC17, d6 thi nay thé hién ty 1& phin tram
song sot clia té béo. sau khi diéu tri cac déng té bao khac nhau bing khang thé don dong
riéng 1& (50pg/mL) hosic ADC17 (1 va 0,1pg/mL), dugc thé hién trén Fig.34. Khéng thé
don dong khang CD4 riéng 18, & ndng dd bang 50pg/mL, thuc té 1a khong c6 hoat tinh &
toan bd cac dong té bao dugc thir nghiém. Trai lai, ADC17, & ndng d6 bing 1 ug/mL, c6
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hoat tinh gy doc té bao ti¥m ning & ba trong s6 bon dong t€ bao da dugc thir nghiém
(ngoai trir céc té bao Raji), 1am giam hon 70% (ndm trong khoang tir 72% dén 95%) kha
* nang sbng s6t t& bao sau 72 gidr didu tri. Ngay ca & ndng do 0,1pg/mL, ADC17 ¢6 hoat
tinh gay doc té bao dic hiéu dbi vai cac té bao biéu hién CD4, Karpas-299 va U937, véi
ty 1& e ché kha ning séng s6t té bao lan lugt khoang 70% va 75%, ddng thoi hdu nhu
khong c6 hoat tinh déi véi cac té bao khong biéu hién CD4 (Fig.34).
Vi du v& hoat tinh sinh hoc 17: Hoat tinh gdy doc té bao cia thé tiép hgp ADC14 va cac
chét phan tng lién quan déi v6i dong té bao Raji véi mirc biéu hién CD5 cao hogc khong
biéu hién CD5

Hoat tinh gy doc t& bao in vitro clia thé tiép hop ADC14 cling véi céc hop chét
gay doc té bao gbe 1, 4 va 40, dugc danh gid dbi véi dong té bao Raji biéu hién hoic
khong biéu hién khang nguyén CDS5. Pudng cong dap tmg liéu (DR) tiéu chudn trong 72
gid duoc tién hanh.
Hoat tinh gy doc té bao cta khang thé don dong khang CD5

Hoat tinh gy ddc té bao in vitro khéng thé do*nAdbng khang CD5 ciia chudt nhét
riéng 1& dugc thr nghiém dbi véi dong té bao Raji bidu hién (C#10) hogc khong biéu hién
(C#18) khang nguyén CD5. O ba dudng cong dap ng lidu l3p lai ndm trong khoang tir
5,0E+01 dén 1,3E-02ug/mL (3,3E-07 - 8,7E-11 M), trong hai thir nghiém ddc 1ap, khang
thé nay thye té 1a khong c6 hoat tinh, khong dat dugc ICs & dong t& bao bit ky dugc thir
nghiém, doc 14p véi tinh trang CD5 ciia chung (Bang 63).

Bang 63. Dit liéu tém tit v& hoat tinh gy doc té bao in vitro clia khang thé don

dong khéang CD5
Khéang thé don dong khang CD5
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & mirc cao) C#18 (khong biéu hién CD5)
ICso (ng/mL) > 5,0E+01 >5,0E+01
ICso (Mol) >3,3E-07 >3 3E-07

Hoat tinh gdy ddc té bao ciia hop chat 40

Hoat tinh gy ddc té bao clia hop chét gbc 40 duge thir nghiém & cac dudng cong
dap tmg liéu st dung muoi ndng do pha lodng theo bic (ty 1€ 1/2,5) nim trong khoang tir
01E-03 dén 2,6E-07pg/mL (ndm trong khoang tir 1,7E-09 dén 4,3E-13 M). Hoat tinh gay
ddc té bao clia hop chét 40 1a twong déi gibng giita cac té bao Raji biéu hién CD5 (dong
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#10) va khong biéu hién (dong #18), véi tri s6 ICs, trung binh trong khoang c4n nanomol,
lan luot 1a 4,95E-04 va 8,90E-04pg/mL (twong duwong véi 8,17E-10 va 1,47E-09 M).
Mic di hoat tinh gy doc té bao cao hon khong déng ké trong céc té bao biéu hién CD5,
nhung hoat tinh gy ddc té bio ciia hop chit 40 dudng nhu 13 doc 1ap véi mire biéu hién
CD5 trong cac dong té bio ciia khdi u (Bang 64)

Bang 64. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hop chat 40

Hop chat 40
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & mirc cao) | C#18 (khdng biéu hién CD5)
ICso (ug/mL) 4,95E-04 8,90E-04
ICso (Mol) 8,17E-10 1,47E-09

Hoat tinh gy doc té bao cia hop chit 4

Hoat tinh gy doc té bao clia hop chét 4 duge thir nghiém & dudng cong dép tmg
DR st dung mudi ndng do pha lodng theo bac (ty 18 1/2,5) ndm trong khoang tir 01E-02
dén 2,6E-06ug/mL (ndm trong khoang tir 1,5E-08 dén 4,0E-12 M). Hoat tinh gy doc té
bao ciia hop chét 4 13 twong dbi gidng nhau gifra cac té bao Raji biéu hién CD5 (dong
#10) va khong biéu hién (dong #18), mic du trong cac té€ bao khong hop chét khong dat
duoc tri sb ICs). O cac té bao biéu hién CD5, hop chét c6 tri s§ ICs; trung binh 1 9,9E-
03pg/mL (tuong duong véi 1,57E—08 M). Mic dir cao hon khong dang ké trong cac té
bao bidu hién CD5, nhung hoat tinh gy doc té bao ciia hop chit 4 duong nhur 1a doc 1ap
v6i mure biéu hién CDS5 trong cac dong té bao cua khéi u (xem céc trj sé IC,, trong bang

65 lam cac tri s0 doi chicu).

Bang 65. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy ddc té bao in vitro ciia hgp chét 4

Hop chat 4
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & mirc cao) | C#18 (khong biéu hién CD5)
IC, (png/mL) 4,65E-03 6,77E-03
IC (Mol) 7,01E-09 1,02E-08
ICso (ng/mL) 9,90E-03 >1,00E-02
ICsy (Mol) 1,49E-08 >1,51E-08

Hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chét 1

Hoat tinh cta hop chit 1 dugc thir nghiém & cac duong cong dap ting lidu sir dung
mudi ndng d6 pha lodng theo béc (ty 1 1/2,5) nim trong khoang tir 01E-01 dén 2,6E-
05pug/mL (1,2E-07 dén 3,0E-11M). Hoat tinh gay doc té bao ciia hop chit 1 1a khac nhau
gifra hai dong té bao Raji, tirc 12 c6 hoat tinh (khoang 1 log) trong céc té bao biéu hién
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qua mirc CDS5 (dong #10) cao hon so véi trong céc té bao khong biéu hién CD5 (dong
#18), v6i tri s6 ICso trung binh 14n lugt 13 2,9E-03 va 3,8E-02ug/mL (tuong dwong véi
3,4E-09 va 4,4E-08 M) (Bang 66). Trong truong hop nay hoat tinh giy doc té bao ciia
hop chéit 1 dudng nhu khong doc 1ap véi tinh trang CD5 clia cac dong té bao cia khéi u.

Bang 66. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gdy ddc té bao in vitro ciia hop chit 1

Hop chat 1
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & miic cao) C#18 (khong biéu hién CD5)
ICs (ng/mL) 2,90E-03 3,80E-02
I1Cso (Mol) 3,39E-09 4,44E-08

- Hoat tinh gay ddc té bao cua thé tiép hgp ADC14

| Hoat tinh gay doc t& bao cua thé tiép hop ADC14 dugc thir nghiém d6i vé6i hai
dong té bao Raji. Thé tiép hop nay dugc thir nghiém & ba khoang ndng d6 khac nhau,
mSirduémg cong trong s6 ba dudng cong dap ung lidu 1ap lai (mudi ndng d pha lodng
theo béc, ty 18 1/2,5) bt dau tir 10, 1 va 0,1pg/mL. Pudng cong dép ung lidu dai dién
(ndng d0 ban dau 10pg/mL) dugc thé hién trén Fig.35. ADC 14 c6 tinh dic higu doi véi
cac t& bao biéu hién qua mirc CD5 (dong #10), trong d6 da chimg minh dugc hop chét
nay co hoa_t tinh gdy doc té bao tuong tu, hodc thadm chi 1a cao hon, so véi hoat tinh cta
céc hop chét gbe 1, 4 va 40. G céc té bao biéu hién CD5 Raji, thé tiep hop 6 tri 56 ICs
trung binh 13 1,6E-01pg/mL. O cac t€ bao khong biéu hién CD5, thé tiép hop nay c6 hoat
tinh nhé hon 50 14n so véi hoat tinh trong céc té bao bidu hién CD5, véi tri sb ICs, trung
binh 1a 9,0E+00pg/mL. Méc du con cé mot s6 han ché, do tinh nhay khac biét quan sat
duoc giira hai dong & bao Raji dbi véi mot sb hop chét gbc, nén cac két qua nay ching to
rang ADC14 c6 tinh dic hiéu véi cac t& bao biéu hién CD5 (Bang 67). Do d6, céc tac gia
sang ché nhan thiy rang it nhit mot phdn ADC14 tac dong théng qua qua trinh twong tac
gifta khang thé don dong véi thu thé CD5 lién quan dén mang trén cac té bao ciia khdi u,
va tiép d6 phan phdi ndi bao duoc chit gdy ddc té bao vio mé dich.

Bang 67. Dir lidu tom tat vé hoat tinh gay doc té bao in vitro ciia thé tiép hop

ADCl14
ADC14
i Té bao Raji i
C#10 (biéu hién CD5 ¢ mirc cao) C#18 (khong bi€u hién CD5)
ICso (ug/mL) 1,65E-01 9,00E+00

Pé so sanh bing dd thi hoat tinh giy doc t& bao ciia khang thé don dong khang
CD5 riéng 1& véi hoat tinh ciia thé tiép hop ADC14, @5 thi nay thé hién ty 1 phan trim
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séng s6t cia té bao sau khi didu tri cac dong té biao khac nhau bing khang thé don dong
riéng 1& (50pg/mL) hodic ADC14 (10ug/mL), dugc thé hién trén Fig.36. Khang thé don
- dong khang CDS riéng 1¢, ¢ ndng d6 bang 50ug/mL, khong c6 hoat tinh d6i v6i hai dong
t& bao Raji, doc 1ap véi tinh trang CD5 ciia chung. Trai véi ADC14, & ndng d6 bing
10pug/mL, c6 hoat tinh giy doc t& bao chon loc tiém ning hodc theo cach nay hay cach
khac dbi vé6i cac té bao bidu hién CD5 Raji (dong #10), 1am giam gin 90% kha ning séng
s6t t& bao cua chiing sau 72 gioy diéu tri. Trong cling mot diéu kién, ADC14 lam giam

' 30% kha niing séng s6t t& bao khong biéu hién CD5 (dong #18) (Fig.36).

Vi du vé hoat tinh sinh hoc 18: Hoat tinh gy doc té bao cia thé tiép hgp ADCI15 va céc
chét phan tmg lién quan dbi véi dong té bao Raji ¢6 mirc biéu hién CD5 cao hodc khong
biéu hién CD5

Hoat tinh gay doc t& bao in vitro cta thé tiép hop ADC15 ciing v6i céc hop chét
12, 4, va 40 gbc gay doc té bao, duge danh gia dbi voi dong té bao Raji biéu hién hodc
khéng biéu hién khang nguyén CDS5. Pudng cong dép ung lidu (DR) tiéu chudn trong 72

gio dugc st dung.
Hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chét 40

Hoat tinh gy ddc té bao ctia hop chét gbc 40 duge thir nghiém trén cac dudng
cong d4p ung liéu bang cach sir dung mudi ndng d pha lodng theo bic (ty 1€ 1/2,5) nim
trong khoang tir 01E-03 dén 2,6E-07ug/mL (nim trong khoang tir 1,7E-09 dén 4,3E-13
M). Hoat tinh géy doc té bao cia hop chat 40 1a twong dbi gidng nhau giira cac t& bao
Raji bidu hién CD5 (dong #10) va khong biéu hién (dong #18), véi trj s6 ICso trung binh
trong khoang cdn nanomol lan luot 1a 4,95E-04 va 8,90E-04pg/mL (twong duong voi
8,17E-10 va 1,47E-09 M). Mic du hoat tinh ndy cao hon khong déng ké trong cac té bao
biéu hién CDS5, nhung tinh gy doc té bao ctia hop chét 40 dudong nhu 13 doc 1ap vé mirc
bidu hién CD5 trong céc dong té bao ctia khdi u (Bang 68).

Bang 68. Dix liéu tom tat v& hoat tinh gy doc té bao in vitro ctia hop chit 40

Hop chit 40
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & mirc cao) | C#18 (khdng biéu hién CD5)
ICso (ng/mL) 4,95E-04 8,90E-04
ICso (Mol) 8,17E-10 1,47E-09

Hoat tinh gy doc té bao cia hop chit 4
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Hoat tinh giy doc té bao cia hop chit 4 duoc thir nghiém trén dudng cong dap
tmg DR bang cach sir dung mudi ndéng d6 pha lodng theo bic (ty 1€ 1/2,5) nim trong
khoéang tir 01E-02 dén 2,6E-06ug/mL (n3m trong khoang tir 1,5E-08 dén 4,0E-12 M).
Hoat tinh gdy doc té bao ciia hop chét 4 13 twong dbi gidng nhau giita céc té bao Raji biéu
hién CDS5 (dong #10) va khong biéu hién (dong #18), Mic dii trong céc té bao khong biéu
hién, hop chét nay khong dat dugec tri s6 ICs. Trong céc té bao biéu hién CD5, hop chét
b trj s6 ICso trung binh bang 9,9E-03ug/mL (twong dwong v6i 1,57E-08 M). Mac dii cao
hon khong déng ké trong céc té bao bidu hién CD5, nhung tinh gdy ddc té bao ciia hop
chét 4 dudmg nhu 12 doc 1ap v6i mire biéu hién CD5 trong cac dong té bao ciia khéi u
(xem tri s6 IC, trong bang 69 1am trj sé d6i chiéu). ‘

Bang 69. Dit liéu t6m tét v& hoat tinh gay doc té bao in vitro ctia hgp chit 4

Hop chit 4
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & miic cao) C#18 (khong biéu hién CD5)
1Cy (ng/mL) 4,65E-03 6,77E-03
ICy (Mol) 7,01E-09 1,02E-08
ICso (ug/mL) 9,90E-03 >1,00E-02
ICs (Mol) 1,49E-08 >1,51E-08

Hoat tinh gay doc t& bao clia hop chat 12

Hoat tinh ciia hop chét 12 dugc thir nghiém trén cac dudng cong dap ung lidu
bang cach str dung mudi nbéng d6 pha lodng theo bac (ty 1& 1/2,5) nim trong khoang tir
01E+00 dén 2,6E-4pg/mL (7,9E-07 dén 2,1E-10 M). Hoat tinh gy doc té bao ciia hgp
chit 12 1a twong ddi giéng nhau giita cac té bao Raji biéu hién CD5 (dong #10) va khong
biéu hién (dong #18), mic di trong céc té bao khong biéu hién, hop chét khong dat dugce
tri s6 ICsp. O céc t& bao biéu hién CDS5, hop chét c6 tri s§ ICs, trung binh 1a 2,7E-
01pg/mL (twong duong véi 2,15E-07 M). Méc du cao hon khong déng ké trong céac té
bio bidu hién CDS, nhung tinh gdy doc té bao ciia hop chit 12 dudong nhu 1a doc 1ap vé
mttc biéu hién CD5 trong cac dong té bio ciia khéi u (xem céc tri s6 ICy trong bang 70

lam tri s0 doi chi€u).

Bang 70. Di liéu tom tit v& hoat tinh gy dc t& bao in vitro clia hgp chét 12

Hop chét 12
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & miic cao) C#18 (khong biéu hién CD5)
ICyo (ng/mL) 1,50E-01 2,00E-01
IC,o (Mol) 1,19E-07 1,59E-07
ICs (ng/mL) 2,70E-01 >1,00E+00
ICso (Mol) 2,14E-07 >7,92E-07

Hoat tinh gy ddc té bao cua thé tiép hop ADC15
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Hoat tinh gdy doc t& bao cna thé tiép hgp ADC15 duge thir nghiém déi véi hai
dong t& bao Raji. Thé tiép hop niy dugc thir nghiém & ba khoang ndng d khac nhau,
mdi khoang ndy dugc dung ldp lai & ba dudng cong dap tng lidu (mudi ndng dd pha
loang theo béc, ty 181/2,5) ndm trong khoang tir 10,1 dén 0,1pg/mL. Pudng cong dap tmg
lidu dai dién (ndng d6 ban ddu 1a 10pg/mL) dugc thé hién trén Fig.37. ADC15 c6 tinh
dic hiéu dang k& dbi vai cac té bao biu hién qua mic CD5 (dong #10), trong d6 da
chtmg minh dugc hop chit nay cé hoat tinh giy doc té bao tuong tu nhu hoat tinh cia
hop chét gbc 40 va tham chi 13 cao hon so v6i hoat tinh cua cac hop chét 4 va 12. O cac
t& bao Raji bidu hién CD3, thé tiép hop c6 tri s6 ICs, trung binh 13 9,3E-01pg/mL. Trong
céc té bao khong biéu hién CD5, thé tiép hop c6 hoat tinh nhé hon 10 13n so véi hoat tinh
.trong cac té bao biéu hién CD3, khong dat dugc tri sé ICso. Mic dit ¢6 su han ché, do tinh
nhay quan sit dugc giita hai dong té€ bao Raji dbi vé6i cac hop chét gbc 4 va 12, cac két
“qua nay chimg té raing ADC15 c6 tinh dic hiéu d6i v&i cac té bao biéu hién CD5 (Bang
71). Céc tac gia sang ché cho ring ADC15 hoat dong it nhit mét phin cénng qua su
trong tac ciia khang thé don dong véi thu thé CD5 lién quan dén mang trong céc té bao

cta khoi u, va ti€p d6 phan phoi ndi bao dugce chat gy doc té bao vao md dich.

Bang 71. Dit liéu tom tit v& hoat tinh gy ddc té bao in vitro clia thé tiép hop

ADCI15
ADCI15
Té bao Raji
C#10 (biéu hién CD5 & mitc cao) C#18 (khong biéu hién CD5)
ICso (ng/mL) 9,30E-01 >1,0E+01

Pé so sanh bang db thi, hoat tinh giy doc té bao cua khang thé don dong khang
CD5 riéng 18 v6i hoat tinh cia thé tiép hgp ADCI15, cac biéu dd chi ra ring ty 1& ty 1&
phén trim sdng s6t cia té bao sau khi diéu tri cic dong té bao khac nhau bing khang thé
don dong riéng 1¢é (50pg/mL) hodc ADC15 (10pg/mL), dugc thé hién trén Fig.38. khang
thd don dong khang CD5 riéng 18, & ndng do bing 50ug/mL, khong c6 hoat tinh dbi véi
hai dong té bao Raji, doc 14p véi tinh trang CD5 ciia ching. Tréi lai, ADC15 & néng 0
cua 10ug/mL c6 hoat tinh gdy doc t& bao tiém ning va chon loc ddi véi cac té bao biéu
hién CD5 Raji (dong #10), 1am giam 80% kha nang sdng sét cia té bao sau 72 giy diéu
tri. Trong cing mét diéu kién, ADCI15 khong c6 hoat tinh trong cac té€ bao khong biéu
hién CD5 (dong #18) (Fig.38).
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YEU CAU BAO HQ

1. Thé tiép hgp duge chét chira géc duoc chét lién két cong hoéa tri véi phﬁn con lai cua
thé tiép hop duoc chét nay va thé tiép hop niy c6 cong thitc [D-(X)y-(AA)w-(L)-]a-Ab,
trong d6 D 1a gbc dugc chit duge chon tir céc gbc c6 cong thie (Ta) va cong thirc (Ib)

hodc mudi duoc dung, este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chit ddng phén 1ap thé

cia no,

b .
1) Ris R27

trong d6 cac duomg lugn song ciia cong thirc (Ia) va cong thire (Ib) thé hién diém

Tién két cong hoa tri v6i (X), néu cb, hodc (AA),,néu cd, hodc nhom lién ket L;

A duge chon tir cac gbe c6 cong thirc:

>
trong d6 cac duong lugn séng cia goc A the hién diém lién ket cong hoa tri v6i

phan con loai cia goc duge chit;
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mdi Ry, R, va R; ddc lap duge chon tir hydro, OR,, OCOR,, OCOOR,, NR,Ry,
NR,COR;, NR,C(=NR,)NR,R;, C;-C;, alkyl dugc thé hoic khong dugc thé, C,-Cj,
alkenyl dugc thé hodc khong duoc thé va C,-Cy, alkynyl dugc thé hoac khong dugc thé,
trong d6 cc phan tir thé tity y nay 1a mot hoic nhiéu phin tir thé R,

R3’ dugce chon tir hydro, COR,, COOR,, CONR_R}y, S(O)R,, SO:R,, P(O)(R,)Rs,
C:-Cy, alkyl dugc thé hodc khong dugce thé, C,-Cp, alkenyl dugc thé hoic khong dugc thé
va C-C, alkynyl dugc thé hoic khong duge thé, trong d6 cac phan tir thé tiy ¥ nay 1a
mot hodc nhiéu ph'?ln tr thé R,;

mdi Ry, Rs, Rg, Ry, Rg, Ro, Ry va Ry, ddc 14p duge chon tir nhém bao gdm hydro,
C,-Cy alkyl duoc thé hodc khong dugc thé, C,-C, alkenyl dugce thé hogc khong dugc thé
va C,-Cy, alkynyl dugc thé hodc khong duge thé, trong d6 cac phan tir thé tiy y nay 1a

mot hodic nhidu phén tir thé Ry

R;; duge chon tr nhém bao gdm hydro, COR,, COOR,, C;-Cy, alkyl dugc thé
hoac khong dugc thé, C,-Cqy alkenyl dugc thé hoic khong dugc thé va C,-Cy, alkynyl
dugc thé hodc khong duogc thé, hodc Ry va Ry, cung v6i nguyén tir N va nguyén t C
turong tng lién két véi chiing c6 thé tao ra nhoém heteroxyclo khéng no hoic no duge thé
hoafld khoéng dugc thé ¢6 tir 5 dén 14 canh c6 mdt hodc nhiéu vong va tuy y c6 mot hodc
nhiéu di nguyén tir khdc dugc chon tir nguyén tr oxy, nito va luu huynh trén cac vong
nay ngoai nguyén tif nito cia nhém NR;;, trong d6 cac phén tir thé tiy ¥ nay 13 mot hozic

nhiéu phin tir thé R,;

R;; duge chon tir nhém bao gdm hydro, COR,, COOR,, C;-C); alkyl dugc thé
hodc khong dugc thé, C,-C;, alkenyl duoc thé hoic khong dugc thé, C,-C;; alkynyl dugc
thé hoic khong dugc thé, va C;-Cp, alkenynyl dugc thé hoic khong duogc thé, trong do
céc phan tir thé tlly y ndy 12 mot hodc nhidu phan tir thé Ry;

mdi Rys, Ry, Ri7, Ry, Rigr, Rog, Rogr, Rys va Ry doc 18p duge chon tir nhom bao
g61n hydro, C;-Cy, alkyl dugc thé hoic khong duogc thé, C,-Cy, alkenyl dugc thé hodc
khong dugc thé va C,-Cy, alkynyl duge thé hodc khéng dugc thé, trong d6 cac phan tir
thé tiy ¥ ndy 1a mét hoic nhiéu phan tir thé R,;

R;s dugc chon tir nhém bao gdm hydro, nhém C;-C, alkyl c6 thé tiy y duoc thé
b%mg it nhdt mot nhém R,, nhém aryl co tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon trén mdt hodc
nhiéu vong thom, nhém aryl ndy tuy y duoc thé bang moét hodc nhiéu phén tir thé R, va
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nhém heteroxyclo khong no hodc no dugce thé hoic khong dugc thé ¢o6 tir 5 dén 14 canh
¢6 mot hodc nhidu vong, trong d6 cc phan tir thé tily y nay 1a mot hoic nhiéu phan tir thé
: Rx; .

R,7 dugc chon tir hydro, C;-Cy, alkyl dugc thé hodc khong dugc thé va halogen;

mdi R, va Ry doc 14p dugce chon tir nhém bao gém hydro, C;-Cy, alkyl dugc thé
hodc khong dugc thé, C,-Cy, alkenyl duoc thé hoac khong dugc thé, C,-C;, alkynyl duoc
thé hoic khong dugc thé, nhom aryl duge thé hodc khong dugc thé c6 tir 6 dén 18 nguyén
tir cacbon trén mdt hodc nhidu vong, va nhém heteroxyclo khdng no hodc no duge thé
hoic khong dugc thé c6 tir 5 dén 14 canh c6 mot hoic nhiéu vong, trong d6 céc phén t
~ thé tiy y nay 12 mot hodc nhidu phin tir thé R;

cac phan tir thé R, dugc chon tir nhém bao gdbm nhém C,.Cy, alkyl c6 thé tuy y
duoc thé bing it nhit mot nhoém Ry, nhém C,-Cy, alkenyl c6 thé tuy y dugc thé bang it
nhét mot nhom Ry, nhém C,-C, alkynyl c6 thé tuy ¥ dugc thé bang it nhat mot nhom Ry,
- nguyén tu halogen, nhém oxo, nhom thio, nhém xyano, nhém nitro, OR,, OCORy,
OCOOR,, CORy, COORy, OCONRyR,, CONRyR;, S(O)Ry, SO:Ry, P(O)(Ry)OR,, NRyR,,
NR,COR,, NRyC(=0)NR,R,, NR,C(=NR,)NR,R,, nhém aryl c6 tir 6 dén 18 nguyén tir
cacbon trén mot hogc nhidu vong c6 thé tiy y duoc thé bing mot hodc nhidu phan tir thé
co thé 1a giéng nhau hodc khac nhau dugc chon tir nhdm bao gém Ry, OR,, OCOR,,
OCOORy, NR,R,, NRyCOR, va NR,C(=NR,)NR,R;, nhém aralkyl bao gdm nhém alkyl
c6 tir 1 dén 12 nguyén tir cacbon dugc thé bang nhém aryl tiy y dugc thé nhu duogc xac
dinh trén day, nhom aralkyloxy bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 12 nguyén tir cacbon
duge thé bang nhém aryl tly y duge thé nhu dugc xdc dinh trén diy, va nhom
heteroxyclo no hoac khong no co tur 5 dén 14 canh c6 mot hodc nhidu vong va c6 it nhit
mot nguyén tlr oxy, nito hodc luu huynh trén cc vong nay, nhom heteroxyclo nay tuy y
dugc thé bang mot hoic nhiéu ph?m tir thé Ry, va trong d6 co nhidu hon mot phﬁn ttr thé
tuy y trén nhom da néu bét ky, cac phan tir thé ty y nay Ry ¢c6 thé 1a gidng nhau hoic
khéc nhau;

mdi Ry vaR, doc 1ap duoc chon tir nhom bao gém hydro, nhém C,.Cyp alkyl, nhém
C;-Cy, alkyl duge thé bing it nh4t mot nguyén tir halogen, nhom aralkyl bao gébm nhém
C;-Cy, alkyl dugc thé bang nhém aryl c6 tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon trén mot hodc
nhiéu vong va nhém heteroxycloalkyl bao gébm nhém C;-Cy; alkyl duge thé bing nhém
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heteroxyclo khong no hodc no ¢6 tir 5 dén 14 canh c6 mot hodc nhiéu vong va ¢ it nhét
mot nguyén tit oxy, nito hodc luu huynh trén céc vong nay;

va mdi dudng chidm chdm thé hién lién két bd sung tity ¥, nhung khi lién két ba co
mat gitra nguyén t@ C lién két v6i Rys va nguyén tir C lién két v6i Ryg va Ryy, thi Rys va
R,¢ hodc Ry; 1a khong c6 mat;

L 1 nhom lién két dugc chon tir nhém bao gdm cac nhém cé cong thirc:

(0]

\
N—M—C E % CHZC—Q—-H——%

N——M——CH,CHy

b

(0] (0
o)
0
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trong do:

cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi Ab (dudng lugn séng
sang phai) va (AA)w néu ¢6, hoac (X), néu co, hoic gbc duoc chét (dudng luon séng
sang trai);

R;9 duoc chon tir -C;-Cy, alkylen-, -C3-Cg carboxyclo, -O-(C;-Cy, alkylen), -Cq-
- Cyg arylen trén mdgt hodc nhiéu vong co thé tuy y duogc thé béng mot hodc nhiéu phén t
thé R, -C1-Cpz alkylen-C4-Cyg arylen-, trong d6 nhom arylen nay nam trén mot hodc
nhidu vong c6 thé tiry y dugc thé bing mdt hodc nhiéu phin tir thé R,, -C¢-C;5 arylen-C;-
- Cy, alkylen-, trong d6 nhom arylen nay nim trén mot hodc nhidu vong c6 thé tuy y duge
thé bang mot hodc nhidu phan tir thé R,, -C;-Cy, alkylen-(C3-Cg carboxyclo)-, -(C5-Cyg
carboxyclo)-C;-C;; alkylen-, -Cs-Cy4 heteroxyclo-, trong d6 nhoém heteroxyclo nay c6 thé
1a nhém no hodc khong no c6 mot hoejc nhidu vong va c6 it nhit mot nguyén tir bxy, nito
hodc luru huynh trén cac vong nay, nhém nay tuy y duoc thé bang mdt hoic nhidu phén tir
thé R,, -C;-Cqp alkylen-(Cs-Cy4 heteroxyclo)-, trong d6 nhom heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khoéng no cc’)'m(f)t hodc nhidu vong va c6 it nhit mot nguyén tir oxy, nito
hogc luu huynh trén cdc vong nay, nhém nay tuy y dugc thé bang mdt hodc nhidu phéan tir
thé R,, -(C5-C14 heteroxyclo)-Cy-Cy, alkylen-, trong d6 nhém heteroxyclo ndy cé thé 1a
nhém no hodc khong no c6 mét hoic nhiéu vong va co it nhit mét nguyén tir oxy, nito
hodc luu huynh trén cac vong nay, nhém nay tuy y duoc thé bang mot hoic nhidu phan tir
thé R,, (OCH,CH,),- va -CH,~(OCH,CH,),-, trong d6 mdi phan tir thé trong s cac phan
ttr thé alkylen néu trén & dang riéng ré hodc duge gén vao gdc khac trén mach cacbon ¢

thé tiy ¥ dugc thé bing mot hoic nhiéu phan tir thé Ry

M duge chon tr nhém bao gébm -C;-Cg alkylen-, -C;-Cg alkylen-(C3-Cy
carboxyclo)-, -(CH,CH,0),-, -C;-C¢ alkylen-(C5-Cg carboxyclo)-CON(H hodc Ci-
Cealkyl)-C;-Cs alkylen-, phenylen c6 thé tury y dugc thé bang mét hodc nhiéu phan tir thé
R,, phenylen-C,-Cg alkylen-, trong d6 gbc phenylen c6 thé tily y dugc thé bing mot hoic
nhidu phén tir thé R, va -C;-C¢ alkylen-CON(H hoic C;-Cgalkyl)C,-C alkylen-;

Q dugc chon tir nhém bao gdm -N(H hoic C;-Cgalkyl)phenylen- va -N(H hodc C;-
Cealkyl)-(CHp)s;

r 1a s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10; va

s 12 s6 nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 10;
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(AA), c6 cong thue (I1):

Y

- Ra1 ~w

(I

trong do chc duong luon song thé hién diém lién két cong hoéa tri véi (X)p, néu ¢,
hodc gbe dugc chit (duémg lugn soéng sang trai) va véi nhém lién két (dudong luon séng
sang phai);

R,;, mdi khi c6 mat, dugc chon tir nhém bao géln hydro, metyl, isopropyl,
isobutyl, sec-butyl, benzyl, p-hydroxybenzyl, -CH,OH, -CH(OH)CHs, -CH,CH,SCH, -
CH,CONH,, -CH,COOH, -CH,CH,CONH,, -CH,CH,COOH,
-(CH,)sNHC(=NH)NH,, -(CH,);NHo, -(CH,);sNHCOCHES, -(CHz);sNHCHO,
_ -(CH2)4_NHC(=NH)NH2, -(CH,)4NH,, -(CH,)sNHCOCH;, -(CH,);NHCHO,
-(CH,);NHCONH,, -(CH,);NHCONH,, -CH,CH,CH(OH)CH,NH,, 2-pyridylmetyl-, 3-
pyridylmetyﬂl-, 4-pyridy1metyl-, phenyl, xyclohexyl, cdc nhdm c6 cong thuc:

% :{\QQH,K
(L
a’ 2" “”\/O '

O , f\/(/[:,g V2 1‘#
& § i

va w 1a s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 12;

X 14 nhém kéo dai mach dugc chon tir nhém bao gém: '

-CONH-(C;-C¢ alkylen)NH-;
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-COO-CH,-(phenylen c6 thé tity ¥ duoc thé bang mot hodc nhiéu phan tir thé R,)-
NH-;

-CONH-(C;-C alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy ¥ dugc thé bing mét
hogic nhiéu phan tir thé R,)-NH-;

-CH,-(phenylen c6 thé tiy ¥ dwoc thé bing mét hodc nhiéu phan tir thé R,)-NH-;
-COCH,NH-COCH,-NH-;

-COCH,NH-;

-CONH-(C;-Cg alkylen)S-;

-CONH-(C;-Cg alkylen)NHCO(C;-Cg alkylen)S-;

-(C;1-Cg alkylen)NHCO(C;-Cg alkylen)S-;

-(C;-Cg alkylen)S-;

L(Cy-Cg alkylen)NH-; va

~ «(Cy-Cg alkylen)NH-COO-CH,~(phenylen c6 thé thy ¥ dugc thé bang mét hodc
nhiéu phén tir thé R,)-NH-.

b 12 s6 nguyén bang 0 hoic 1;
Ab 13 gbc chira it nhit mot vi tri gén két khang nguyén; va

n 1a ty 18 gitta nhém [D-(X)p-(AA)w-(L)-] v6i gdc chira it nhat mot vi tri gén két
khang nguyén va nim trong khoang tir 1 dén 20.

2. Thé tiép hop duogc chét theo diém 1, trong do:

L 12 nhém lién két duge chon tir nhém bao gdm cac nhém cb cong thirc:

o o}
0
i s |l
N—~M—C s CT Re—N éé
s S
o}

va
trong do:
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cac dudong luon song thé hién diém lién két cong héa tri v6i Ab (dudong luon séng
sang phai) va (AA),, néu co, hoic Xy néu co, hodc géc duoc chét (duong lugn séng

sang tréi);

Ry dugc chon tir -C;-Cy, alkylen-, -O-(C;-Cy; alkylen), -C4-C, arylen trén mdt
hoéc nhiéu vong co thé tuy v dugc thé béng mdt hodc nhiéu ph?m tir thé R,, -C;-Cyy
alkylen-Cg4-C;; arylen-, trong d6 nhom arylen nay nim trén mot hodc nhidu vong c6 thé
tiy y dugc thé béng mot hodc nhiéu phﬁn tir thé R, -C¢-Cy arylen-C;-C,, alkylen-, trong
d6 nhém arylen nay nam trén mét hoic nhiéu vong c6 thé tily y duoc thé bing mét hoidc
nhidu phin tir thé R,, -Cs-Cy, heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khong no c6 mot hodc nhiéu vong va co it nhét mot nguyén tir 0Xy, nito
hodc luu huynh trén cac vong ndy, nhoém nay tuy y dugc thé bang mot hodic nhidu phén tir
thé R,, -C1-C1» alkylen-(Cs-Cj, heteroxyclo)-, trong d6 nhom heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khong no c6 mdt hodc nhidu vong va ¢ it nhat mdt nguyén tir oxy, nito
hodc luu huynh trén cic vong nay, nhém nay tuy y duge thé bing mot hodc nhidu phan tir
thé R,, -(Cs-Cy, heteroxyclo)-C;-Cy, alkylen-, trong d6 nhom heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khong no c6 mdt hoic nhidu vong va c6 it nhat mot nguyén tir oxy, nito
hoc lwru huynh trén cac vong nay, nhém nay tuy ¥ duge thé bang mét hodc nhidu phan tir
thé R, -(OCH,CH,),- va -CH,-(OCH,CH,),-, trong d6 m&i phan tir thé trong s cac phan
tir thé alkylen néu trén & dang riéng r& hoic duge gin vao gdc khac trén mach cacbon c6

thé tury ¥ dugc thé bang mot hoic nhiéu phan tir thé R,;

M dugc chon tir nhém bao gébm -C;-C¢ alkylen-, -C;-Cg alkylen-(Cs-Csg
carboxyclo)- va phenylen c6 thé tity ¥ dugc thé bang mot hodc nhiéu phén tir thé R;

r 14 s& nguyén nim trong khoang tir 1 dén 6;

(AA),, c6 cong thirc (II):
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trong d6 cac dudng lugn song thé hién diém lién két cong hoéa tri véi (X), néu cé,
hodc gbc duge chat (dudng lugn soéng sang trai) va véi nhom lién két (dudong luon séng
sang phai);

R,;, mdi khi c¢6 mat, dugc chon tir nhém bao gdm hydro, metyl, isopropyl,
isobutyl, sec-butyl, benzyl, p-hydroxybenzyl, -CH,OH, -CH(OH)CHj3;, -CH,CH,SCH3, -
CH,CONH,, -CH,COOH, -CH,CH,CONH,, -CH,CH,COOH, -(CH,);NHC(=NH)NH,, -
(CH,);NH,, -(CH;);NHCOCH3, -(CH)sNHCHO, -(CHy)sNHC(=NH)NH,, -(CH,)sNH,, -
(CH,,NHCOCH;, -(CH,,NHCHO, -(CH,);NHCONH,, -(CH,)NHCONH,, -
CH,CH,CH(OH)CH,NH,, 2-pyridylmetyl-, 3-pyridylmetyl-, 4-pyridylmetyl-, phenyl,

xyclohexyl, cac nhém c6 cong thirec:

O , *;\/i\g . ¥a 1‘%
& H \ ﬁ

w 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén 12;

trong d6 X 1a nhom kéo dai mach dugc chon tir -CONH-(C;-C¢ alkylen)NH-,
-COO-CH,-(phenylen c6 thé ty ¥ dugc thé bang mot hoic nhidu phan tir thé R,)-NH-, -
CONH-(C;-C¢ alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy y dugc thé bing mot hodc
nhidu phén tir thé R,)-NH-, -CH,~(phenylen c6 thé tily y dugc thé bang mot hodc nhiéu
phdn t& thé RY-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -COCH,-NH-, -CONH-(C;-Cs
alkylen)S-, -CONH-(C4-Cq alkylen)NHCO(C;-Cg alkylen)S-,
-(C1-Cs alkylen)NHCO(C,-Cs alkylen)S-, -(Cy-C alkylen)S-, -(C;-Cs alkylen)NH- va -
(C;-Cg alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tity y dugc thé bang mot hogc nhiéu phan
tir thé R,)-NH-;
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D 1a gbc duge chét c6 cong thie (Ia) hoic cong thic (Ib), hodc mudi duoc dung,

este, solvat, chit ddng phan hd bién hozc chit ddng phan 1ap thé ctia chiing, trong do:

R, dugc chon tir hydro, OR, va OCOR,, trong d6 R, dugc chon tir hydro va C;-Ce
alkyl dugc thé hoic khong dugc thé, trong d6 cac phén tir thé tily y nay 13 mot hodc nhidu
phz“m tr thE Ry

mdi R, va R; ddc 1ap dugc chon tir hydro va Ci-Cs alkyl dugc thé hoiic khong
dugce thé, trong d6 cac phan tir thé tiry ¥ nay 12 mot hodc nhiéu phin tir thé Ry;

Rs> dugc chon tir hydro, COR,, va C;-Cq alkyl duogc thé hoic khong dugc thé,
trong d6 R, 1a C;-Cg alkyl duogc thé hoic khong duoc thé, trong d6 céac phﬁn tir thé tuy y
nay 1a mdt hodc nhiéu ph?ln tr thé R,;

1'1’161 R4, R5, R6, R7, Rg, Rg, R]o va R12 df)C lép dlIQ'C ChQI’l tr hYdI'O va CI'C6 alkyl
dugc thé va khong dugc thé, trong d6 cac phan tir thé tiry ¥ nay 1a mot hodc nhiéu phén tir
thé R,;

Ry; va Ry; doc 14p duge chon tir hydro va C;-Cg alkyl duge thé va khong dugc thé,
trong d6 cac phéan tir thé tily y nay 1a mot hoic nhiu phén tir thé R,;

Illéi Ris, Rys, R17, Rz, ng” Ry4, Rosr, Rys va R26 dﬁC lép dlI(_)'C ChQI’l tr nhém bao

gom:

hydro va nhém C;-Cg alkyl dugc thé hoic khong dugc thé, trong do cac phén to
thé tiy ¥ nay dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
nhom hydroxyl, nhém oxo, nguyén ttr halogen, OCOR,;, OCOOR,, CORy, COORy,
OCONRyR,, CONR,R,, NRyR, va NRyCOR,, trong do6 mdi Ry va R, duoc chon tir
nguyén tir hydro va nhém alkyl ¢ tu 1 dén 6 nguyén tir cacbon;

R;s duoc chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl c6 thé tily ¥ duge thé bang it nhit mot
nhém R,, nhom aryl c6 tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon trén mot hodc nhiéu vong thom,
nhém aryl ndy tuy y dugc thé bang mét hoidc nhiéu phn tir thé R, va nhém heteroxyclo
khong no hodic no ¢6 tir 5 &n 10 canh c6 mdt hoic nhiéu vong, nhém heteroxyclo nay
tuy y dugce thé bﬁng mdt hodc nhiéu pha“m tr thé R, trong d6 céc phén tr thé R, duoc
chon tir nhém bao gdm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém hydroxyl,
nguyén tir halogen, nhém alkylamino cé tur 1 dén 6 nguyén tir cacbon va nhém

dialkylamino c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon;
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R,7 dugc chon tir hydro, halogen va C;-Cg alkyl dugce thé va khong duoc thé, trong
d6 cac phan tir thé tiy y nay 12 mot hoic nhiéu phin tir thé R,; mdi dudong chdm chim thé
hién lién két bd sung ty ¥, nhung khi lién két ba c6 mit giita nguyén tir C lién két vai

Rys va nguyén tir C lién két v&i Ryg va Ryy, thi Rys va Ryg hodic Ry; 13 khong ¢6 miit;

gbc Ab chira it nhat mot vi tri gin két khang nguyén 14 khang thé hoic doan gin

két khang nguyén ciia né va né duge chon tir nhém bao gbm khang thé ctia nguoi, doan
gin két voi khang nguyén ciia khang thé cua nguoi, khang thé duge 1am gidng nhu cta
nguoi, doan gin két v6i khang nguyén cia khang thé dugc lam gibng nhu cia ngudi,
khang fhé kham, doan gén két v4i khang nguyén ciia khang thé kham, khang thé da dugc
glycosyl héa va doan gin két v&i khang nguyén da duge glycosyl hoa; va

~ nlaty 1¢ gitta nhém [D-(X)p-(AA)w~(L)-] v6i gbc Ab chira it nhit mot vi tri gén
két khang nguyén va nim trong khoang tir 1 dén 12.
3. Thé tiép hop duogc chét theo diém 1, trong d6 thé tiép hop nay dugc chon tir cac thé
tiép hop duoc chét c6 cong thire (IV) va cong thirc (V):

o)

0
i (0]
D—(X),—(AA), —LI"—R —N “
" * Ab | D—(x),—(a8) NTM—C——Re
av) n Vv Y !

0

trong do:

Ry duoc chon tir -C-Cg alkylen-, -O-(C;-Cg alkylen), -C;-Cg alkylen-Cg-Cy,
arylen-, trong d6 nhém arylen nay ndm trén mot hodc nhidu vong c6 thé tiy y duoc thé
béng mdt hodc nhiéu phﬁn tr thé R, va -C¢-C;, arylen-C;-Cy alkylen-, trong d6 nhém
arylen ndy nim trén mdt hoic nhiéu vong c6 thé tiy y duoc thé bing mot hoic nhidu
phan tir thé R,, trong d6 mdi phin tir thé trong sb cac phan tir thé alkylen néu trén & dang
riéng ré hodc dugc gin vao gbc khac trén mach cacbon c6 thé tiy y dugc thé bang mét
hodc nhiéu phin tir thé R;

M dugc chon tir nhém bao gdm -C;-C; alkylen- va -C;-Cs alkylen-(Cs-C;

carboxyclo)-;

(AA), c6 cong thuc (II):
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trong d6 cac dudng luon song thé hién diém lién két cong hoéa tri v6i (X), néu co,
hodc gbc dugc chit (duong lugn séng sang trai) va véi nhém lién két (dudng luon séng

sang phai);

R,;, mdi khi c¢6 mit, dugc chon tir nhém bao gém hydro, metyl, isopropyl, sec-
butyl, benzyl, indolylmetyl, -(CH,);NHCONH,, -(CH,)sNH,, -(CH,);NHC(=NH)NH, va
-(CH,)sNHC(=NH)NH,;

w 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 6;

X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tir nhém bao gdm -CONH-(C,-Cy4
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay c6 thé tay y dugc -
thé bdng mot dén bén phan tir thé R, duge chon tir nhém bao gbm nhém alkyl c6 tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c¢ tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
y dugc thé bing mot dén bdn phéan tir thé R, dugc chon tir nhém bao gbém nhom alkyl ¢6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH-(C,-C,4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C4 alkyleh)NHCO(Cl-C3 alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NHCO(C;-
C; alkylen)S-, -(C,-C,4 alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NH- va -(C,-C4 alkylen)NH-COO-
CH,-(phenylen ¢6 thé tﬁy. y dugc thé biang mot dén bbn phan tir thé R, duoc chon tir
nhém bao gdm nhém alkyl ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy ¢6 tir 1 dén 6

nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhom nitro va nhém xyano)-NH-;

Dla géc dugc chit c6 cong thire (Ta) hodc cong thirc (Ib), hodc mubi duge dung,

este, solvat, chit ddng phan h bién hoic chit ddng phan 1ap thé ciia chiing, trong do:
R; 12 hydro hodc metoxy;
mdi R, va R31a hydro;

Rj3- 1a hydro;
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mdi Ry, Rs, Rg, Ry, Rg, Ro, Ryg va Ry, doc 18p duge chon tir hydro, metyl dugc thé
va khong dugc thé, isopropyl duge thé va khong dugc thé va tert-butyl duge thé va khong
dugc thé, trong d6 cac phan tir thé tily ¥ nay 12 mt hogc nhiéu phan tir thé Ry;

mdi Ry; va Rys 12 hydro;

mdi Rys, Ry, Ri7, Ri7, Rig, Rag, Rogs, Ros va Ry dc 1ap duge chon tir nhém bao
gbm:

hydro va nhém C;-Cgq alkyl duoc thé hoic khong dugc thé, trong do6 céc ph?in tr
thé tiy y nay duge chon tir nhém bao gdbm nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon,
nhém hydroxyl, nhém oxo, nguyén t& halogen, OCOR,, OCOORy, CORy, COOR,,
OCONRyR,, CONRyR,, NR,R,, NRyCOR,, trong d6 mdi Ry va R, dugc chon tir nguyén
tir hydro va nhém alkyl ¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon;

R,s dugc chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl ¢6 thé tiy ¥ dugce thé bang it nhat mot
nhom R,, va nhom phenyl tuy y dugc thé bang mét hoic nhidu phin tir thé Ry;

R,7 1a nguyén tir hydro hodc nguyén tir clo;

m3i dudng chdm chim thé hién lién két bd sung tiy y, nhung khi lién két ba c6
mit gitta nguyén tir C lién két v6i Rys va nguyén tir C lién két voi Ryg va Ryy, thi Rys va

R, hodc Ry7 14 khong c6 mat;

gbc Ab chira it nhit mot vi tri gin két khang nguyén la khéﬁg thé hodc doan gén
két khang nguyén ctia nd, trong d6 khang thé hodc doan gin két véi khang nguyén ndy 1a
khang thé don dong gin két mién dich dic hiéu véi khang nguyén cia t€ bao ung thur,
khang nguyén cia virut, khdng nguyén cua cac té bao san sinh cac khang thé tu mién lién
quan dén bénh ty mién, khang nguyén cia vi khudn, va tdt hon néu khang thé don dong

gén két mién dich dic hiéu véi khang nguyén cta té€ bao ung thu; va

n 13 ty 18 gitta nhém [D-(X)p-(AA)w~(L)-] trong d6 L 1a nhu dugc xac dinh trong
céc cong thire (IV) hodc cong thirc (V) v6i gbc Ab chira it nhit mét vi tri gén két khang

nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 8.

4. Thé tiép hop dugc chat theo diém 1, trong d6 thé tiép hop nay dugc chon tir cac thé
tiép hop dugc chét cong thirc (IV) va cong thire (V):
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()

0
i )
D—(X),—(AA) —u——R —N Il
w 19 b D——(X),—(AA) N—M—-C Ab
av) L S ’

trong do:

Rj9 dugc chon tur -Ci-C¢ alkylen-, -phenylen-C;-C¢ alkylen-, trong d6 nhoém
phenylen c6 thé tiy y dugc thé bang mot hodc nhiéu phén tir thé R, dwoc chon tir nthém
“bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén
tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano, trong d6 mdi phan tir thé trong
sd cac phan tir thé alkylen néu trén & dang riéng r& hoic dugc gin vao gbc khéc trén
mach cacbon c6 thé tuy y dugc thé b%lng mdt hodc nhiéu phs“ln tr thé R, duge chon tur
nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6
nguyén tir cacbon, nhém aryl ¢6 tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém . -

nitro va nhém xyano, va t6t hon néu Ry 12 nhém C;-Cg alkylen;
M la -C;-C; alkylen-(Cs-C; carboxyclo)-;

w bing 0 hodic 2, va khi w bing 2 thi (AA),, ¢6 cong thirc (ITI):

20048

i

trong d6 cac dudng lugn séng thé hién diém lién két cdng hoa tri vai (X), néu co,
hoic gbc duogc chit (dudng luon séng sang trai) va v6i nhom lién két (dudng lugn song
sang phai);

Ry, duge chon tir metyl, benzyl, isopropyl, sec-butyl va indolylmetyl;

R23 dlIQ’C ChQIl o metyl, -(CH2)4NH2, -(CH2)3NHCONH2 va -
(CH,)sNHC(=NH)NH,;

X la nhém kéo dai mach duwoc chon tir nhém bao gdm -CONH-(C,-C,
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay cé thé tiy y duoc
thé béng mot dén bén phﬁn ttr thé R, dugc chon tir nhém bao gém nhém alkyl c6 tir 1 dén
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6 nguyén tir cacbon, nhom alkoxy co tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nhom nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C,4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
y dugc thé béng mot dén bbn phén tr thé R, duogc chon tir nhém bao gém nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH-(C,-C4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C; alkylen)NHCO(C,-C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NHCO(C;-
Cs alkylen)S-, -(C,-C,4 alkylen)S-, -(C2-C4 alkylen)NH- va -(C,-C,4 alkylen)NH-COO-
CH,-(phenylen c6 thé tiy y dugc thé bang mot dén bbn phéan tir thé R, dugc chon tir
nhém bao gébm nhom alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c¢6 tir 1 dén 6
i ___ngu/yén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-;

Dla géc dugc chét c¢6 cong thirc (Ta) hodc cong thirc (Ib), hodc mudi duge dung,
este, solvat, chit ddng phéan hd bién hoic chat ddng phan 15p thé ctia chiing, trong d6:

R; 1a hydro hodc metoxy;

mbi R, va R; 13 hydro;

Rs- 1a hydro;

mdi Rs, R7 Rg, Rg va Ry 12 hydro;

mdi Ry va Rg 13 metyl;

mdi R;; va Ry; 1a hydro;

Rj, 14 isopropyl, tert-butyl hodc benzyl;

m51 R15, R16, R17, R17’, ng” R24, R24’, R25 va R26 d@C lﬁp du"qc chc_)n tr nhom bao
g6m hydro va C;-C¢ nhém alkyl, t5t hon néu hydro va metyl;

R;3 dugc chon tir hydro va phenyl, t6t hon néu hydro;

Ry7 1a nguyén tr hydro hodc nguyén tir clo;

mdi cip nguyén tir cacbon lién két béi mot hodc nhiéu duong chdm chim dugc
gin két qua cac lién két dbi; ‘

gbc Ab chrra it nhit mot vi tri gén két khang nguyén 14 khéng thé don dong dugc
chon tr nhém bao gém Abciximab, Alemtuzumab, Basiliximab, Bevacizumab,

Cetuximab, Daclizumab, Glembatumumab, Gemtuzumab, Ibritumomab, Inotuzumab,

Labetuzumab, Lorvotuzumab, Milatuzumab, Nimotuzumab, Omalizumab, Palivizumab,
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Panitumumab, Pinatuzumab, Rituximab, Vorsetuzumab, Trastuzumab, khang thé khéng
CD4, khang thé khang CD5 va khéng thé khang CD13, hoic phan c6 hoat tinh mién dich
ctia no, va tét hon néu khang thé nay dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab, khang thé
khang CD4, khang thé khang CD5 va khéng thé khang CD13 hoic phén c6 hoat tinh
mién dich cia ching; va

‘n 13 ty 1€ gilta nhém [D-(X)b-(AA)w-(L)-] trong d6 L 1a nhu dugc xac dinh trong
cac cong thire (IV) hodc cong thire (V) véi gbc Ab chira it nhat mot vi tri gan két khang
nguyén va nam trong khoang tir 3 dén 5.
5. Thé tiép hop dugc chit theo diém 1, trong d6 thé tiép hop nay duogc chon tir céc thé
tiép hop dugc chit c6 cong thire (IV) va cong thire (V):

)

0
o (0]
D—(X),—(AA), —I:I—R —N i
b w 19 b D—— (X)— (AA), N—M—C Ab
@) " ™ 3 i

0
trong do:

Ry9 14 -C3-Cq alkylen-;

M la -C;-C; alkylen-(Cs-C; carboxyclo)-;

w bing 0 hoc 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c6 cong thie (IIT):

o Ra2
H
Ros o

(1)

trong d6 Ry, 1a isopropyl, R,z 1a -(CH,)sNHCONH,, trong d6 cic duong lugn séng
thé hién diém lién két cong hoa tri v6i (X)y, néu co6, hodc gbe duge chét (dudng lugn séng
sang trai) va véi nhom lién két (duong luon séng sang phai);

X 1a nhém kéo dai mach duge chon tr nhém bao gém -CONH-(C,-C,
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhom phenylen nay c6 thé tiy ¥ duoc
thé bﬁng mot dén bén ph?m ttr thé R, dugc chon tir nhém bao gf‘)m nhoém alkyl c6 tir 1 dén

6 nguyén tr cacbon, nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
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nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C, alkylen)NH- COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
y dugc thé bing mot dén bdn phén tir thé R, dugc chon tir nhém bao gbm nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhom nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH-(C,-C,4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C, alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NHCO(C;-
) Cs alkylen)S-., -(C,-C4 alkylen)S-, -(C,-C, alkylen)NH- va -(C,-C4 alkylen)NH-COO-
CH,-(phenylen c6 thé tiy ¥ dugc thé bang mot dén bdn phan tir thé R, dugc chon tir
nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6

nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhom nitro va nhém xyano)-NH-;
D 1a gbc dugc chit c6 cong thirc (Ta) hodc cong thirc (Ib), hodc mudi dugc dung,

este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chét ddng phén 14p thé cta ching dugc chon tir

nhém c6 cac cong thirc sau:

MeO /-LH'
© HN
(0] O "0
™
cl
MeO
Ny
/
HN
(0] 0]
0]
N
HN__~ AN
Cl
N
/
HN
MeO /
o” O X \

/
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MeO : /

MeO
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/
OCONH

A

Cc

OCONH

Iz

HN. = A

Cl

OCONPh
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trong d6 cac dudng lugn song thé hién diém lién két cong héa tri véi (X), néu co,
hoic (AA),, néu c6, hodc nhom lién két L;

gbc Ab chira it nhat mét vi tri ‘gén két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khang thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 hoic
phén c6 hoat tinh mién dich cia ching; va

n la ty 1€ gitta nhom [D-(X)y-(AA),~(L)-] trong d6 L 1a nhu dugc xéc dinh trong
cac cong thirc (IV) hodc cong thue (V) voi gbc Ab chira it nhit mot vi tri gén két khang
nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 5.
6. Thé tiép hop dugc chit theo diém 5, trong d6 gdc Ab chira it nhat mét vi tri gén két
khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4 hoic phin

¢6 hoat tinh mién dich ctia chung.

7. Thé tiép hop dugc chit theo diém 5, trong d6 gbc Ab chira it nhit mét vi tri gin két

khang nguyén 1a Trastuzumab hogc phan c6 hoat tinh mién dich cua né.

8. Thé tiép hop dugc chét theo diém 1, trong d6 thé tiép hop nay dugc chon tir thé tiép
hop duoc chit c6 céc cong thie (IV) va cong thue (V):

()

0
‘|°| 0
<D_(X)b_(AA)w—C—'—R19~N b <D;(X) —an) N—M——\C\I%Ab
b w
av) n ™ Y :

0
trong do:

Ryg 12 -C5-Cy alkylen-;

M 1a -C;-C; alkylen-(Cs-C; carboxyclo)-;

w bing 0 hoic 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c¢6 cong thie (I11):

Ra2

5
\w
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trong d6 Ry, 1a isopropyl, Ry; 14 -(CH,);NHCONH,, va cac duong lugn song thé
hién diém lién két cong héa tri v6i (X néu c6, hoic gbec dugce chét (dudong luon séng

sang trai) va v6i nhom lién két (duong lugn séng sang phai);

X 13 nhém kéo dai mach dugc chon tir nhém bao gdm -CONH-(Cr-C,
alkylen)NH-, -COO-CHz-phenylen-NH-, trong d6 nhém phenylen nay co thé tuy y duoc
thé bing mot dén bén phén tir thé R, duge chon tir nhém bao gom nhom alkyl ¢6 tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy co tur 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén t halogen,
nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C,4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy
¥ duoc thé bing mot dén bén phin tir thé R, duge chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6
tr1dén6 nguyén tr cacbon, nhém alkoxy co tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén ti
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH~(C»-C4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C; alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C»-C4 alkylen)-
NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C»-C4 alkylen)S-, -(C»-C4; alkylen)NH- va -(Cp-Cq4
alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tuy y dugc thé bang mdt dén bon phén tir thé R,
dugce chon tir nhém bao- g6m nhém alkyl cé tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy

c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-;

D 1a gbc dugc chét ¢6 cong thirc (Ta) hoic cong thie (Ib), hodc mudi duoc dung,
este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chit ddng phan lap thé cua chung dugc chon tir

cac goc c6 cong thirc:

va

trong d6 cac dudong lugn song thé hién diém lién két cong hoa tri vdi (X néu co,

hodc (AA),, néu c6, hodc nhém lién két L;
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gbc Ab chira it nhit mot vi tri gén két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khang thé khang CD4, khang thé khang CD35 va khang thé khang CD13 hoic

phan c¢6 hoat tinh mién dich cia ching; va

n 1a ty 1€ gitta nhom [D-(X),-(AA)w-(L)-] trong d6 L 1a nhu duge xéac dinh trong
cac cong thire (IV) hodc cong thie (V) vé6i gbe chira it nhit mot vi tri gén két khang

nguyén va nim trong khoang tir 3 dén 5.

9. Thé tiép hop duoc chit theo diém 4 hoic 8, trong d6 gdc Ab chira it nhit mot vi tri gin
két khang nguyen dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4 hoac

'phan hoat tinh mi&n d1ch cta nod.

10. Thé tlep hO‘p duorc chat theo dlem 4 hoac 8, trong d6 gbc Ab chira it nhat mot vi tri

gin Két khang nguyén l1a Trastuzumab hodc phan hoat tinh mién dich ciia né.

11. Thé tiép hop duogc chét theo diém 1, trong d6 thé tiép hop nay c6 cong thirc (IV):

(0]

<D_(X)b—(AA)W—'C_R19~N Ab

av b

" trong d6:
Ry9 14 -Cs alkylen-;
b béng 1;

w bang 0 hoic 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c6 cong thire (I1I):

trong d6 Ry, 1a isopropyl, R,z 1a -(CH,);NHCONH,, va céc duong luon séng thé
hién diém lién két cong héa tri v6i (X), néu c6, hodc gbec duoc chit (duong lwon song
sang trai) va v6i nhom lién két (duong lugn séng sang phai); va

X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tir -CONH(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-
va -CONH(CH,);NH-; hodc nhém c6 cong thic (V),
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0]

0}
: N—M—E#Ab
A D——X)p—(AA)
/s
v °
trong d6 M 1a -metyl-xyclohexylen-;
bbing 1;

. wbang 0; va

X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tu -CONH(CH,)3-S- va CONH(CH,);NHCO-
(CH3),S-; .

D la géc duoc chét c6 cong thuc (Ia), hodc mubi duge dung, este, solvat, chat

‘ddng phéan hd bién hoic chit ddng phan 1ap thé ctia n6 dugc chon tir cac gbc ¢ cong

thiec:

Iz

trong d6 cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong héa tri véi (X), néu co,

hodc (AA),, néu co, hoic nhom lién két L;

gbc Ab chira it nhit mét vi tri gin két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khang thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 hoic

phan c6 hoat tinh mién dich ctia chung; va
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n 1a ty 1€ gitra nhém [D-(X),-(AA)y~(L)-] trong d6 L 1a nhu duoc xac dinh trong
cac cong thire (IV) hodc cong thuc (V) véi gbc chira it nhit mét vi tri gin két khang
nguyén va nam trong khoang tir 3 dén 5, va tét hon néu bang 4.

12. Thé tiép hop duoc chét theo diém 11, trong d6 gbc Ab chira it nhit mot vi tri gén két
khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4 hoic phan

c6 hoat tinh mién dich cta ching.

13. Thé tiép hop duoc chét theo diém 11, trong d6 gbc Ab chira it nhat mét vi tri gan két
khang nguyén la Trastuzumab hodc phén c6 hoat tinh mién dich ctia né.
14. Thé tiép hop dugc chét theo diém 1, trong d6 thé tiép hop nay c6 cong thirc (IV):

(o)

Rig—™—N

<D_(x)b—(AA)w_C Ab

av) n
trong doé Ryg 12 -Cs alkylen-;
b bang 1;

w bing 0 hogc 2, va khi w bang 2 thi (AA),, ¢6 cong thire (IID):

trong d6 Ry, 1a isopropyl, Ry; 1a -(CH,)sNHCONH,, va céc duong luon soéng thé
hién diém lién két cong hoa tri v6i (X), néu c6, hodc gbe duge chit (dudng lugn séng
sang trai) va v6i nhom lién két (dudng luon séng sang phai); va

X 1a nhéom kéo dai mach duoc chon tir -(CH,);sNHCOOCH,-phenylen-NH-, va
-(CH,);NH-; hodc nhom c¢6 cong thire (V):
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O .
N——M——g b
| D—xe—an), A
n

v ©°
trong d6 M 1a -metyl-xyclohexylen-;
b bang 1;
w bang 0; va
X 12 nhém kéo dai mach dugc chon tir -(CH,);S- va -(CH,);NHCO(CH,),S-;

D la géc dugc chét c6 cong thirc (Ib), hodc mubi duge dung, este, solvat, chét
ddng phan hd bién hodc chit déng phan lap thé cua n6 duoc chon tir cac gbe co cong

thirc:

o
OCONH
(0]
Z NS
Cl va
o
OCONH
(0]
HN__~ N

trong d6 cac dudng luon séng thé hién diém lién két cong héa tri véi (X), néu co,
hodc (AA),, néu c6, hoic nhom lién két L;

géc Ab chira it nhit mot vi tri gén Két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab,
Rituximab, khang thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 hoic
phén c6 hoat tinh mién dich cta ching; va

n 1a ty 1€ gitta nhém [D-(X)p-(AA)w-(L)-] trong d6 L 1a nhu dugc xac dinh trong
(IV) hodc (V) véi gbe chira it nhit mét vi tri gin két khang nguyén va nim trong khoang

tir 3 dén 5, va t6t hon néu béng 4.
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15. Thé tiép hop dugc chét theo diém 14, trong d6 gbc Ab chira it nhat mot vi tri gén két
khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4 hoic phan
¢6 hoat tinh mién dich ciia.chung.

16. Thé tiép hop duoc chit theo diém 14, trong d6 gbc Ab chira it nhat mét vi tri gin két
khéang nguyén 1a Trastuzumab hodc phén c6 hoat tinh mién dich cta né.

17. Thé tiép hop dugc chét-khéng thé theo diém 11, trong d6 thé tiép hop nay duoc chon

tir nhém bao gdm:

MeO
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trong d6 mdi S dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab, khang
thé khang CD4, khang thé khang CD5 va khang thé khang CD13 hoic phan c6 hoat tinh

mién dich cuia chiing.

18. Thé tiép hop duoc chét theo diém 8, trong d6 thé tiép hop niy dugc chon tir nhém

bao gdm:
MeQ = .
o0~ 0 5\
= =
It
0 va

(0] (@]

MeO OJI\ AN J’\/\S

[oX@Ne)

trong d6 mdi duoc chon tir Trastuzumab, Rituximab, khang
thé khang CD4, khéng thé khang CD5 v khang thé khang CD13 hogc phan c6 hoat tinh

mién dich cua ching.
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19. Thé tiép hop dugc chit theo diém 17 hodc 18, trong d6 gbc Ab chira it nhit mot vi tri
gin két khang nguyén dugc chon tir Trastuzumab, Rituximab va khang thé khang CD4

hozc phan c6 hoat tinh mién dich cta chung.

20. Thé tiép hop duoc cht theo diém 17 hodc 18, trong d6 gbc Ab chita it nhat mot vi tri

gén két khang nguyén 14 Trastuzumab hodc phén c6 hoat tinh mién dich cta no.
21.Hop chét c6 cong thirc D-X-(AA),-L; hodc cong thitc D-X-(AA),,-H, trong do:
L; 12 nhoém lién két duoc chon tir nhém céc lién két ¢6 cong thic:
O,

e R B

trong d6 mdi cac dudng lugn séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (AA),
néu ¢0, hodc véi X

G duoc chon tir halogen, -O-mesyl va -O-tosyl;

J @uoc chon tir halogen, hydroxy, -N-sucxinimidoxy, -O-(4-nitrophenyl), -O-pent-
aflophenyl, -O-tetraflophenyl va -O-C(0)-ORy;

Ry dugc chon tir -C-Cyp alkylen-, -C;-Cg carboxyclo, -O-(C;-Cy, alkylen),
-C¢-Cyg arylen trén mdt hodc nhiu vong c6 thé tiy y duoc thé bang mot hodc nhiéu phin
tir thé R,, -C;-Cyp alkylen-C4-Cyg arylen-, trong d6 nhom arylen nay nam trén mot hodc
nhiéu vong co thé tuy y dugc thé bﬁng mot hoac nhiéu ph?ln tir thé Ry, - C4-Cyg arylen-C;-
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Ciz alkylen-, trong d6 nhom arylen nay nim trén mdt hodc nhidu vong c6 thé ty y duge

thé bang mot hodc nhidu phan tir thé R,, -C;-Cy; alkylen-(C5-Cg
carboxyclo)-, -(C;-Cg carboxyclo)-C;-C;, alkylen-, -C5-Cy4 heteroxyclo-,

trong d6 nhém heteroxyclo nay co thé 12 nhém no hodc khong no c6 mot hoic nhiéu vong
va ¢6 it nhit mét nguyén tir oxy, nito hogc luu huynh trén cac vong nay, nhom nay tuy y
dugc thé bing mot hojc nhidu phin tir thé R,, -C;-Cy, alkylen-(Cs-Cy4 heteroxyclo)-
trong d6 nhdm heteroxyclo nay cé thé 12 nhém no hodc khong no c6 mot hodc nhiéu vong
va c6 it nhit mot nguyén tir oxy, nito hodc luu huynh trén cdc vong nay, nhom nay tuy y
duoc thé bi‘mg mot hoac nhiéu phén tir thé R, -(Cs5-Cy4 heteroxyclo)-C;-Cy, alkylen-,
trong d6 nhdm heteroxyclo nay cé thé 12 nhém no hoic khc‘)ng no c6 mot hodc nhiéu vong
va c6 it nhat mot nguyén tir oXy, nito hodc luu huynh trén cdc vong nay, hhém nay tuy y
duge thé bing mot hoic nhiéu phin ti thé R,, -(OCH,CH,)- va -CH,-(OCH,CH,),,
trong d6 mdi phén tir thé trong sb cac phan tir thé alkylen néu trén & dang riéng r& hoic
dugc gin vao gbc khac trén mach cacbon ¢ thé tuy y duoc thé bing mot hoic nhiéu

phi‘m tir thé Ry;

Ry 1a C4-Cy; alkyl hodc nhém aryl ¢6 tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon trén mét hogc
nhiéu vong thom, nhém aryl nay tuy y dugc thé bing mot hogc nhiéu phan tir thé R,;

r 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10; va

mdi D, X, AA va w 1 nhu dugc x4c dinh trong diém bét ky trong s cac diém tir 1
dén 20.

22. Hop chét c6 cong thitc D-X-(AA)y-L; hodc cong thitc D-X-(AA),-H theo diém 21,

trong do:

L; 12 nh6m lién két c6 cong thirc:

NV Vvl
O——0O
Y
o
z
R

trong do:
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dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (AA),, néu cé, hodc véi
X;

R;9 duoc chon tir -C;-C;, alkylen-, -O-(C;-Cy; alkylen), -C4-Cy, arylen trén mot
hodc nhidu vong c6 thé tiy ¥ duoc thé bing mot hoic nhidu phin tir thé R,, -C;-Cy,
alkylen-C4-Cy; arylen-, trong d6 nhém arylen nay nim trén mot hodc nhidu vong co thé
tuy y dugc thé béng mot hoac nhiéu phf?m tir thé R, -C¢-C1a arylen-C;-C,;, alkylen-, trong
d6 nhom arylen ndy nim trén mot hozc nhiéu vong c6 thé ty y dugc thé bang mot hoidc
nhiéu phén tir thé R,, -Cs-C;, heteroxyclo-, trong d6 nhém heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khong no ¢6 mét hodc nhidu vong va c6 it nhit mot nguyén tir oxy, nito
hodc luu huynh trén cdc vong nay, nhém nay tuy y duoc thé bang mét hodc nhidu phan tir
thé R,, -CI-CQ alkylen-(Cs-Ci, heteroxyclo)-, trong d6 nhom heteroxyclo nay co thé 1a
nhém no hodc khong no ¢6 mét hodc nhidu vong va cé it nhat mot nguyén tir oxy, nito
hozc luu huynh trén cic vong nay, nhém nay tuy y dugc thé bang mot hodc nhidu phan tir
thé R,, -(Cs-Cy, heteroxyclo)-C;-C;, alkylen-, trong d6 nhém heteroxyclo nay c6 thé 1a
nhém no hodc khong no ¢6 mét hodc nhidu vong va c6 it nhat mot nguyén tir oxy, nito
hodc luu huynh trén cdc vong nay, nhém nay tuff y dugc thé bing mot hoic nhidu phan tir
thé R,, -(OCH,CH,),- va -CH,-(OCH,CH,),-, trong d6 mdi phan tir thé trong s cac phan
tir thé alkylen néu trén & dang riéng ré& hodc dugc gén vao géc khac trén mach cacbon co

thé thy v duoc thé bing mot hodc nhiéu phan tir thé Ry;
r 14 s6 nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 6; va

mdi D, X, AA va w 1a nhu duge xac dinh trong diém bat ky trong sb cac diém tir 1
dén 20.

23. Hop chét c¢6 cong thirc D-X-(AA),-L; hodc cong thirc D-X-(AA),-H theo diém 21,

trong do:

L, 12 nhom lién két c6 cong thic:

trong do:
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duong lugn séng thé hién diém lién Kkét cong hoéa tri voi (AA)y, néu c6, hoic véi
X;

Ry dugc chon tir -C;-Cg alkylen-, -O-(C;-Cg alkylen), -C;-Cg alkylen-Cg¢-Ci»
arylen-, trong d6 nhém arylen nay nim trén mot hodc nhidu vong c6 thé tiy y dugc thé
bing mot hodc nhidu phan tir thé R,, -C4-C) arylen-C;-Cy alkylen-, trong d6 nhém arylen
nay nam trén mot hodc nhidu vong c6 thé tiy y duge thé bang mot hoic nhiéu phén tir thé
R,, trong d6 mdi phan tir thé trong sb cac phan tir thé alkylen néu trén & dang riéng &

hoidc duge gin vao goc khac trén mach cacbon c6 thé tiry y dugc the bang mot hodc nhiéu

phén tir thé R,;
(AA),, ¢ cdng thire (II):
0
N
%] \\te‘s
- R ~w

an

trong d6 cac dudng lugn song thé hién diém lién két cong hoa tri véi X (dudng

luon séng sang trai) va véi Ly hodc voi nguyén tir hydro (duong luon séng sang phai);

trong d6 R,; dugc chon, mdi khi c¢6 mit, tr nhém bao g&‘)m hydro, metyl,
isopropyl, sec-butyl, benzyl, indolylmetyl, -(CH,);NHCONH, -(CH,){NH,, -
(CH,);NHC(=NH)NH, va -(CH,),NHC-(=NH)NH,, v w 12 s6 nguyén nam trong khoang
tir 0 dén 6; '

X 1a nhém kéo dii mach dugc chon tr nhém bao gom -CONH-(Cy-Cy
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH, trong d6 nhém phenylen nay cd thé tuy y duoc
thé bing mdt dén bbn phén tir thé R, dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén
6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy co tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén ti halogen,
nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C,4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen cé thé tuy
y dugc thé bing mot dén bén phan tir thé R, dugc chon tir nhém bao gbm nhém alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -COCH,NH-COCH,-NH-, -CONH-(C,-C4
alkylen)S-, -CONH-(C,-C4 alkylen)-NHCO(C;-Cs alkylen)S-, -(Cy-C4
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alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C, alkylen)S-, -(C,-C; alkylen)NH- va -(C,-C4
alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tity y dugc thé bing mot dén bdn phan tir thé R,
duge chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cachon, nhém alkoxy

c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhom nitro va nhém xyano)-NH-; va

D 1a gbc duoc chit c6 cong thire (Ia) hodc cong thie (Ib), hodc mudi duoc dung,

este, solvat, chit ddng phan hd bién hoic chit ddng phan lap thé cia ching:

trong d6 cac dudng luon séng ciia gbe duoc chit co cong thirc (Ia) va cong thire

(Ib) thé hién diém lién két cong hoa tri véi X;

A duoc chon tir cac gbe c6 cong thire:

bl

trong d6 céc dudng luon song cia gdc A thé hién diém lién két cong hoa tri véi

phan con loai cua goc dugc chat;

-261-



26474

R; dugce chon tir hydro, OR, va OCOR,, trong d6 R, dugc chon tir hydro va C;-Cg
alkyl duoc thé hodc khong duge thé, trong d6 cac phan tir thé tily ¥ ndy 12 mot hodc nhiéu
phén tir thé R;

"mdi R, va R; doc 1dp dugc chon tir hydro va Ci-Cg alkyl dugc thé hodc khong
- dugc thé, trong d6 céc phin tir thé tiy ¥ nay 12 mot hozc nhidu phin tir thé Ry;

Rj3> duge chon tir hydro, COR,, va C;-C¢ alkyl duogc thé hoac khong dugc thé,
trong d6 R, 1a C;-Cg alkyl dugc thé hoac khong dugc thé, trong d6 cac phén tir thé tiy y
nay 1a mot hodc nhiéu phén tr thé R,;

" mbi Ry, Rs, R, Ry, Ry, R, Rig va Ry, ddc 1dp duge chon tir hydro va C-Cg alkyl
dugce thé va khong duge thé, trong d6 cac phén tir thé thy ¥ nay 12 mét hoic nhiéu phén tir
thé R; |

mdi Ry; va Rys ddc 1ap duoc chon tir hydro va Ci-Cg alkyl dugc thé hoic khong
duoc thé, trong do6 cac ph?ln tir thé tuy y nay la mot hodc nhiéu phﬁn tir thé R;

m51 R15, R16, R17, R17’, R]g’, R24, R24’, R25 va R26 d@C lﬁp dlI(_)'C Ch()l’l tir nhém bao
gbm:

hydro va nhéom C;-C¢ alkyl dugc thé hoic khong dugc thé,vtrong dé cac phén th
thé tuy y ndy dugce chon tir nhém bao gém nhom alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tr cacbon,
nhém hydroxyl, nhom oxo, nguyén t halogen, OCOR,, OCOOR,, COR,, COOR,,
OCONR,R,, CONR,R,, NR,R,, NR,COR,, trong d6 mdi Ry va R, dugc chon tir nguyén
ttr hydro va nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tr cacbon;

Ry duoc chon tir hydro, nhém C;-Cg alkyl c6 thé tily y dugc thé bang it nhat mot
nhém R,, va nhém phenyl tuy ¥ dugc thé bing mot hozc nhiéu phén tir thé Ry

R,7 dugc chon tir hydro, halogen va C;-Cgq alkyl dugc thé hodc khong dugce thé,
trong d6 cac phﬁn tir thé tuy y nay 1a mt hodc nhiéu phén tr thé R;

va mdi dudng chdm chim thé hién lién két bd sung tiry y, nhung khi lién két ba c6
mat gitta nguyén tir C lién két v6i Rys va nguyén tir C lién két v6i Ryg va Rys, thi Rys va
R, hodc Ry; 1a khong c6 mat.

24. Hop chit c6 cong thirc D-X-(AA),-L; hogc cong thic D-X~-(AA),-H theo diém 21,

trong do6:
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L, 1a nhém c6 cong thire:

trong do:

- dudng luon séng thé hién diém lién két cong hoéa tri véi (AA)y néu co, hodc véi
X
Rj9 dugc chon tir -C-C¢ alkylen-, phenylen-C;-Cg4 alkylen-, trong d6 nhém
phenylen c6 thé tily ¥ duoc thé bing mét hoic nhidu phan tir thé R, dugc chon tir nhém
bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy ¢6 tir 1 dén 6 nguyén
tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano, trong d6 mdi phan tir thé trong
sb cac phén tir thé alkylen néu trén & dang riéng ré hodc duge gin vao gbc khac trén-
mach cacbon co thé tuy y dugce thé b%lng mot hodc nhiéu ph?ln tr thé R, duoc chon tir
nhém bao gdm nhom alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6
nguyén tir cacbon, nhém aryl c6 tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém

nitro va nhém xyano, va t6t hon néu Ry 14 nhém C;-Cg alkylen;

w bang 0 hoic 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c¢6 cong thirc (IIT):

0o Ra2
H
Ras o)
ey

b

trong d6 cac dudong lugn séng thé hién diém lién két cdng hoa tri voi X (duong

- luon séng sang trai) va voi L hodc véi nguyén tir hydro (duong lugn séng sang phai);
Ry, dugc chon tir metyl, benzyl, isopropyl, sec-butyl va indolylmetyl;

R23 dlIO' (¢ ch(_)n tu metyl, -(CH2)4NH2, -(CHz) 3NHC ONH2 va -
(CH,);NHC(=NH)NH;
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X 1a nhém kéo dai mach dugc chon tir -CONH-(C,-C4 alkylen)NH-, -CONH(C,-
C, alkylen)NHCOO-CH,-(phenylen ¢6 thé tuy y dugc thé bang mot hodc nhidu phan tir
thé R, dugc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl cé tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém
alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano)-
NH, -CONH-(C,-C; alkylen)S-, -CONH-(C,-C, alkylen)NHCO-(C;-C; alkylen)S-, -(C,-
C, alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C;4 alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NH- va -(C,-C,
alkylen)NH- COO-CH,-(phenylen c6 thé tity ¥ duoc thé bang mot dén bdn phan tir thé R,
duge chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy

c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-; va

Dla géc dugc chit c6 cbéng thic (Ia) hodc cong thuc (Ib), hodc muéi dugc dung,

este, solvat, chit ddng phan hd bién hodc chit dong phan lap thé ciia chiing:

b
@®) Ris Ro7

trong d6 cac duong lugn song trong céc cong thire (Ia) va cong thirc (Ib) thé hién
diém lién két cong hoéa tri véi X;

A duogc chon tir cac goc c6 cdng thic:
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trong d6 cac dudng lugn séng cuia goc A the hién di€ém lién két cong hoa tri véi

ph?ln con loai cua géc duoc chét;
R; 1a hydro hoic metoxy;
mdi R, va R; 13 hydro;
R3- 13 hydro;
mdi Rs, Ry, Rg, Ry va Ry 12 hydro;
mdi Ry va Rg 12 metyl;
R;, 1a isopropyl, tert-butyl hodc benzyl;
mdi Ry; va Ry 13 hydro;

m51 R15, R16, R17, R17’, ng” R24, R24’, R25 va R26 dﬁC lﬁp dlIQ'C Ch(_)n tt nhom bao
gbm hydro va nhém C;-Cg alkyl, t6t hon néu hydro va metyl;

R,s duge chon tir hydro va phenyl, va tét hon néu hydro;
R,7 13 hydro hodc halogen;

va mdi dudng chAm chim thé hién lién két bd sung tiry y, nhung khi lién két ba c6
mit giita nguyén tir C lién két v6i R,s va nguyén tir C lién két v6i Ry va Ry, thi Rys va
R, hodc R,; 1a khong c6 mat.
25. Hop chét co cong thiuc D-X-(AA)y-L; hodc cong thic D-X-(AA),-H theo diém 21,

trong do:

L, 1a nhém lién két c6 cong thirc:

trong do:

duong luon song thé hién diém lién két cong hoéa tri véi (AA),, néu co, hodc véi

R19 l1a -C3-C6 alkylen—;
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w bing 0 hozc 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c6 cong thirc (II):

o Raz
' H
H‘)‘W/ N\”/k”/a‘
Ros o)

(11D

b

R, 12 isopropyl, Ry; 1a -(CH,);NHCONH,, trong d6 cac duong luon song thé hién
diém lién két cong hoa tri v6i X (dudng luon séng sang trai) va véi Ly hodc voi nguyén

tir hydro (duong lugn séng sang phai);

X 12 nhém kéo dai mach dugc chon tir nhom bao gém -CONH-(C,-C,4
alkylen)NH-, -COO-CH,-phenylen-NH-, trong d6 nhom phenylen nay c6 thé tuy y duoc
thé bing mot dén bén phén tir thé R, duoc chon tir nhém bao gdm nhém alkyl c6 tir 1 dén
6 nguyén tr cacbon, nhom alkoxy co tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir halogen,
nhém nitro va nhém xyano, -CONH-(C,-C, alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tury
¥ duoc thé bang mot dén bén phén tir thé R, duge chon tir nhém bao gbém nhom alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-, -CONH-(C,-C, alkylen)S-, -CONH-(C,-C,4
alkylen)NHCO(C;-C; alkylen)S-, -(C,-C4 alkylen)NHCO(C;-C;3 alkylen)S-, -(C,-C,4
alkylen)S-, -(C,-C, alkylen)NH- va -(C,-C4 alkylen)NH-COO-CH,-(phenylen c6 thé tiy
y duoc thé bang mot dén bén phan tir thé R, duge chon tir nhém bao gbm nhom alkyl c6
tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nhém alkoxy c¢6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, nguyén tir
halogen, nhém nitro va nhém xyano)-NH-; va

D la gbc duge chat ¢6 cong thirc (Ia) hodc cong thuc ‘(Ib), hozc mudi duge dung,
este, solvat, chit ddng phan hd bién hoic chét ddng phan 14p thé ctia ching dugc chon tir

nhém cé céc cong thuc sau:

MeO Z HN;IL

o~ © N 0 O/&O
S ” (0]

HN_ _~ X

Cl
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MeO
z

N

o”>o AN HN/,
Q o

(0) N °
H

HN__~ X

Cl
b

nQ
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trong d6 duong luon séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi X.

26. Hop chét c¢6 cong thirc D-X-(AA),-L; hodc cong thirc D-X-(AA),-H theo diém 21,

trong do:

L; 1a nhém c6 cong thirc:
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trong do:

duong lugn séng thé hién diém lién két cong hoa tri véi (AA),, néu cod, hodc voi

Ry 14 -Cs alkylen-;

w bang 0 hoic 2, va khi w bang 2 thi (AA),, c6 cong thirc (III):

AN

trong d6 Ry, 14 isopropyl, Ry; 1a -(CH,);NHCONHS,, trong d6 cac dudng luon séng
thé hién diém lién két cong hoa tri voi X (dudng luon séng sang trai) va véi Li hodc véi
nguyén tir hydro (duong lugn séng sang phai);

X 1a nhém kéo dai mach dugce chon tir -CONH(CH,);NHCOOCH,-phenylen-NH-
,-CONH(CH,)3;NH-, -CONH(CH,);-S- va -CONH(CH,);NHCO(CH,),S-; va

D la géc duoc chét c6 cdng thuac (Ia), hodc mubi dugc dung, este, solvat, chét
ddng phan hd bién hoic chit ddng phén lap thé cua chung dugc chon tir cac gbe c6 cong

thirc:
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trong d6 dudng lugn song thé hién diém lién két cong hoa tri véi X.

27. Hop chét c6 cong thirc D-X-(AA),-L; theo diém bét ky trong s6 cc diém tir 21 dén
26, trong d6 hop chét nay dugc chon tir céc hop chét c6 cong thic:

(o} (o}
)
MeO Z o/u\”/\/\n)j\o/\@\ o y \:/ o ?
N_A N
A N N
0”0 o H N TN (
XN N N~ S
H
Cl HN
H,N™ 0 R
i Ji§
o)
MeO = O/KH/\/\” o/@\ o H\/ }?
N N
X N N
o0 il H H \[(\H o
N N N~ X (0}
H
o HN
HN™ 0
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o

0] (0] N\
0]

I
ji(n/
N fl
(0]

28. Hop chit.c6 cong thirc D-X-(AA),-H theo diém bt ky trong s céc diém tir 21 dén

26, trong do hop chét nay dugc chon tir c4c hop chét c6 cong thirc:

(0]
MeO O/U\N/\/\NHz
0)
= NS

Cl
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29. Dugc phdm chira thé tiép hop duoc chét theo diém bt ky trong sd céc diém tir 1 dén

20 va chit mang dugc dung.
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