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Linh vyc ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ché phim chira hop chit ddng phan khong d6i quang phan tir
vong 16n ¢6 profin tc ché su ting sinh t& bao cai thién so vi ché phdm twong Gng chira
hdn hop cic chit ddng phan khong ddi quang. Sang ché con d& cap dén cac thé lién hop
khang thé-dwoc chit dugc tao ra bing cach st dung chit ddng phan khong déi quang
phén tir vong 16n. Sang ché con @ cip dén phuong phap diéu ché chit ddng phan khong
d6i quang phan tir vong 16n va céc hop chit va ché phim nay dé sir dung trong diéu tri y

/4
A

te.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Céc bénh ting sinh dwoc dic trung bdi su phat trién mat kiém soat va sy lan rong
céc té bao bat thuong. Néu viée lan rong cia cac té bao bit thuong khong duoc kiém soét
* thi n6 ¢6 thé din dén tir vong. Céc bénh ting sinh, vi du bénh ung thu, c6 thé dugc didu
tri bang phiu thuat, chiéu xa, hoa tri, liéu phap dua trén co s& hormon va/hoic liéu phap
mién dich. Nhiéu trong sb cac phwong phép diéu tri ndy, dic biét 13 phuong phép héa tri,
1a dya trén viée sir dung dugc chit chdng ting sinh dé han ché sy lan rong cta cac té bao
bét thuong. Tuy nhién, dugc chit chéng ting sinh, thudng c6 khi ning tiéu diét té bao
khong chon loc, tac dong 1én ca té bao binh thuong va té bao bat thuong, chi dua trén
viéc té bao c6 dang sao chép hay khéng. Bt chép didu nay, héu hét cac dugc chit chdng
ting sinh déu yéu ciu ndng do tuong dbi cao tai noi c6 sy ting sinh té bao bit thuong dé
mang lai hiéu qua. Sang ché dé xuét dang két hop cta dugc chit chdng ting sinh thich
hop & vi tri ¢6 su phat trién té bao bét thuong ma khong 1am chét té bao binh thudng theo

hé thong hodc & 1an cén céc t€ bao nay.

Nhiéu phuong phép khac nhau dé phan phéi dugc chét theo dich da dugc thir, bao
gbm viéc str dung thé lién hop cia cdc doan do nhim dich khéi u (nhu khang thé hozc
cac yéu té ting truéng) véi cac doc t6 nhu doc t6 pseudomonas hozc bénh bach cau.

~ Theo d6, céc thé lién hop dé sir dung trong didu tri bénh ung thu s& huéng dugc chit
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chéng tiang sinh dén quin thé té bao bat thuong. Gan day, cac thé lién hop chira doc tb
maytansin d3 dugc st dung dé diéu tri bénh ung thu. Maytansin thé hién hiéu qua cao véi
vai trd 14 chit chdng ting sinh nhung ddc tinh ciia né dugc chimg minh 1 gy tic dong
dén ca té bao binh thuong. Nhu véy, c6 nhu ciu phat trién céc thé lién hop dua trén
maytansin c¢6 hoat tinh thich hgp dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu. Thé lién hop
dua trén maytansin cang hoat dong hodc cang hi¢u qua trong viéc uc ché hoic tidu diét
quin thé té bao bét thudng, thi ndng d6 yéu cu cia thé 1ién hop cang thp, wu diém cia

viéc ndy 1a 1am gidm nguy co giy hai toan phén cho té bao binh thudng.

Nhiéu hop chit chéng ting sinh c6 chu tric khong d6i xtng, nhu ho maytansinoit
cua cac phin tr vong 16n, va do do, c6 thé ton tai & dang hén hop triét quang, & dang céc
chét ddng phan dbi anh riéng & c6 céu .hin'h “R” va “S”, hoic (+) va (-), v6i mdi tAm 13p
thé, va nhidu chit ddng phan khong dbi quang khac nhau. Séng ché chi ra rang viéc phan
phéi nham dich cia chét ddng phan khong d6i quang maytansinoit riéng r& c6 profin tc
~ ché sy ting sinh t& bao dugc cai thién hon so v6i vide phan phéi hdn hop cac chit dong
phén khéng dbi quang tuong tng clia né. Do do, céc chét ddng phan khong ddi quang
theo phuong an dugc néu trong ban mo ta ¢ thé dugc st dung d& san xuét cac san phim
dugc chét ¢ profin didu tri dugc cai thién va c6 thé hitu ich dé s dung trong viéc didu

tri cac bénh va tinh trang bénh cu thé, dic biét 1 bénh ung thu.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a d€ xuét ché pham chira nhiéu phén tir dugc chat ¢6 cong

thire (I):

trong do:

X1a
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Z 1a H hodc SO;H;

R, vaR, dc 1ap duoc chon tir H hodc alkyl;

mdi n doc 14p 1a 0 hoic 12 s6 nguyén tir 1 dén 50;

va trong d6 cac phéan tir dugc chit c6 mat trong ché phdm bao gdm hdn hop cua it
nhét hai chit ddng phan khéng d6i quang, chit déng phan khong d6i quang thtr nhét va
chét ddng phan khong dbi quang tht hai, trong d6 chit ddng phan khéng ddi quang tht
* nhét va thir hai theo cach khac 13 giéng nhau, trir viéc chit ddng phan khong di quang
thir nhét va thir hai c6 ciu hinh 14p thé khac nhau & cacbon bét dbi xtmg dugc bidu dién
bang diu (*) trong cdng thirc X, trong d6 nguyén tir cacbon bét dbi xtmg nay 1a nguyén
t cacbon dugc gin v6i nguyén tir luu huynh, va chit ddng phan khéng d6i quang thtr

nhét va thir hai ndy c6 mit & luong du chét ddng phan khéng d6i quang cao hon 50%.

Ngoadi ra, sang ché con dé xuét thé lién hop khang thé-duogc chét dugc tao ra bing
cach st dung chét ddng phan khéng d6i quang phan tir vong 16n, va quy trinh diéu ché

chét ddng phan khong dbi quang phén tir vong 16n nay.
MG ta vit tit cdc hinh vé

Fig. 1 thé hién phé 'H-NMR ctia maytansin-3-N-metyl-L-alanin-propanamidyl-3-
thio-3-suxinimidyl-N-metylxyclohexyl-4-trans-carboxysuxinat (35). Phd 'H-NMR phu
hop véi chit ddng phan khong dbi quang don 1¢ ¢6 mit & lugng du chét ddng phan khong
d6i quang it nhit 12 95% do phd nay khéng bi lam rdi boi cac cong hudng c6 thé tham gia
vao chit ddng phan khong d6i quang khéc. (Cho muc dich so sénh, vi dy 2 dua ra phd
TH-NMR ctia hdn hop céc chét déng phan khong d6i quang).

Fig. 2 thé hién phd 'H-NMR cua hdn hop céc chit ddng phan khong d6i quang cia
maytansin-3-N-metyl-L-alanin-propanamidyl-3-thio-3-suxinimidy]-N- metylxyclohexyl-
4-trans-carboxysuxinat (6).

Fig. 3 thé hién trong té bao SKBR3, thé lién hop cta hop chit ddng phan khong
dbi quang don 1¢ HER2-5 (16 in vitro va in vivo) c6 gia tri ICsq 12 0,3 nM so v6i 0,9 nM
51 v&i hdn hop thé lién hop chét déng phén khong dbi quang HER2-6.

Fig. 4 thé hién trong té bao BT474, thé lién hop ciia hop chét ddng phan khong dbi



27102

quang don 16 HER2-5 (in vitro) c6 gia tri ICsq 1a 4,6 nM trong khi 16 HER2-5 (in vivo) c6
- gid tri ICso 12 4,0 nM so vé6i 11,6 nM d6i véi hbn hop thé lién hop chét dong phan khong
d6i quang HER2-6.

Fig. 5 thé hién trong t& bio NCI-N87, thé lién hop hop chit ddng phan khong dbi
quang don 1é HER2-5 (in vitro) c6 gia tri'. ICs0 12 0,6 nM trong khi 16 HER2-5 (in vivo) c6
gié tri ICsq 12 0,4 nM so v6i 1,0 nM dbi v6i hdn hop thé lién hop chit ddng phan khong
d6i quang HER2-6.

Fig. 6 thé hién trong t& bao HEK293/hEGFRVIIL thé lién hop cita hop chét déng
phan khéng dbi quang don 1é EGFRVIII-5 ¢6 gi4 trj ICs 12 0,4 nM trong khi hén hop thé
lién hop chét déng phan khong d6i quang EGFRVIII-6 ¢6 gid tri ICsy 12 0,5 nM. |

Fig. 7 thé hién trong t& bao MMT/hEGFRVIII, thé lién hop cia hop chit dong
phén khong d6i quang don 1¢ EGFRVIII-5 c6 gi4 tri ICso 12 0,5 nM trong khi hdn hop thé
lién hop chét ddng phan khong dbi quang EGFRVIII-6 c6 gié tri ICsy cao hon gin 20 lan
¢ 9,8 nM.

Fig. 8 thé hién trong té bao U251/hEGFRVIIIL, thé lién hop cta hgp chit ddng phén
khong d6i quang don 18 EGFRVIII-5 c6 gi4 tri ICs, 12 2,4 nM trong khi hdn hop thé lién
hop chét ddng phan khong d6i quang EGFRVIII-6 c6 gié tri ICs 14 3,3 nM.

Fig. 9 thé hién trong té bao Ovcar-3, thé lién hop ciia hop chit ddng phan khéng
dbi quang don 16 MUC16-5 c6 gié tri ICso 13 6,3 nM trong khi hdn hop thé lién hop chét
ddng phan khong dbi quang MUC16-6 ¢6 gid trj ICs 12 16,0 nM.

Fig. 10 thé hién trong t& bao PC3/MUCI16long, thé lién hop ciia hgp chit dong
phan khong dbi quang don 16 MUC16-5 c6 gi4 tri ICso 14 0,34 nM trong khi hén hop thé
lién hop chét ddng phan khdng d6i quang MUC16-6 c6 gié tri ICsq 12 0,80 nM.

Fig. 11 thé hién dudng cong phét trién khéi u & chudt nhit sau khi cho ding liéu
v6i HER2-5 va chét thtr d6i chimg. Chudt nhét nhan chit din thuéc PBS (M), 300ug/kg
DM1-SMe (@) va ddi chimg isotyp mAb & 15 mg/kg (V). Chudt nhét con nhan HER2
mAb (A), HER2-5 (A) va d6i chimg isotyp-5 (V) & céc lidu Img/kg (A), 5 mg/kg (B)
va 15 mg/kg (C). Chudt nhit nhén 3 lidu mot 14n mot tuln thé lién hop va chit di ching
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nhu duoc chi bai cac miii tén mau den (1. Cac nhém cé N = 8, gid tri trung binh + SE.).

Fig. 12 thé hién sy thay dbi thé tich khéi u sau khi ding liéu HER2-5 va chét thir
d6i chimg khi két thiic nhém d6i chimg ding chét dan thudc PBS vao ngay 79 sau khi
ghép khdi u. Kich thudc timg khéi u duge thé hién véi mdi nhém ding liéu. Cac con
chudt nhit nhan chit din thudc PBS (M), 300ug/kg DM1-SMe (®) va dbi chimg isotyp
mAb & 15 mg/kg (V). Chudt nhit ciing nhin HER2 mAb (A), HER2-5 (A) va doi
ching isotyp-5 (V) & céc lidu Img/kg (A), 5 mg/kg (B) va 15 mg/kg (C). Céc nhém c6 N
= 8, gié tri trung binh + SD.

Fig. 13 thé hién phin trim thay d6i khbi lwong cua con vét sau khi ding liéu
HER2-5 va chét thir d6i chung. Chudt nhén chit din thuéc PBS (M), 300ug/kg DM1-
SMe (@) va dbi chimg isotyp mAb & 15 mg/kg (V). Chudt con nhan HER2 mAb (A),
HER2-5 (A) va dbi chimg isotyp-5 (V) & cac lidu Img/kg (A), 5 mg/kg (B) va 15 mg/kg
(C). Chuét nhan 3 liéu, mot 14n mot tuln, cac thé lién hop va chit ddi chimg nhu duge

chi bdi cac miii tén mau den (1. Cac nhom cé N = 8, gid tri trung binh + SE.).
~ M@ ta chi tiét sang ché
Theo mot phwong 4n, sang ché d& xuét ché phédm chira nhidu phan tir dugc chit c6

cong thirc I, trong d6 n bang 1, va mdi R; va R, doc 14p 13 hydro.

Theo phuong 4n khac, ché phdm chira nhiu phén tir dugc chét c6 cong thic I ¢6
* mit trong ché phidm & luong du chét ddng phan khong dbi quang 14 khoang 60%, 70%,
80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoic nhiéu hon.

Theo phuong 4n nhét dinh, cac phan tir dugce chét c6 cong thirc I ¢6 mat trong ché
phim & lrgng du chét ddng phan khong d6i quang tir khoang 90% dén khoang 100%,
hodc tir khoang 95% dén khoang 100%, hoic tir khoang 98% dén khoang 100%.

Theo phuong én khéc, ché phim chira nhidu phén tir dugc chit cé cong thirc I
trong d6 mot trong sb it nhét hai chét déng phan khong d6i quang dugc dic trung béi phd
'H NMR thé hién trén Fig. 1.

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta, thuat ngtt “khoang”, khi dugc sir dung dé @&

cap dén gi4 tri so trich dan, c6 nghia 1 gia tri sO ndy c6 the thay doi so vai gia tri s6 dugc
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trich din khong qua 1%. Vi du, nhur dugc sir dung trong ban md ta, cach néu “khoang

100” bao gdm 99 va 101 va tht ca cac gi4 tri nim gitta (vi dy, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v.).

Theo phuong 4n khéc, sang ché @& xuét ché phim chira nhiéu phén tir dugc chit c6
cong thirc I trong d6 cac phén tir dugc chét c6 mat trong ché phim & lugng du chit ddng
phén khong d6i quang 16n hon 50% va c6 hoat tinh chéng ting sinh 16n hon ché phdm
twong Gng chira phan tir dugc chét c6 cong thirc I khong c6 mit & lugng du chét ddng
phén khong d6i quang 16n hon 50%.

Ngoai ra, sang ché dé xuét ché phém chira nhidu phan tir dugc chét c6 cong thire I
coOn chira lugng cé tac dung didu tri ciia chét tht hai hodc chét bd sung bao gdm, vi du,
chét hoa trj lidu, chét chéng viém, chét khang sinh, va cac chét tuong tu.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xut ché phim chira nhiéu phan tir dugc chit c6

cong thirc I dugc biéu dién bang cau trac sau:

hozc hdn hop cia ching
& lugng du chit ddng phan khong d6i quang 16m hon 50%.

Theo mot phuong &4n, mot trong s it nhit hai ddng phan khéng d6i quang 13 hop

chét c6 cong thirc (i)



Theo phuong én khac, mot trong s6 it nhat hai ddng phan khong d6i quang 13 hop

chit c6 cong thirc (ii)

4 (ii)

-10-
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trong d6 hop chét nay tinh khiét v& mit ddng phén lap thé.

Sang ché con dé xuét ché phim chira nhidu thé lién hop phdi tir-dugc chit c6 cong

thie (II):

trong do:

Ala

0 0 |
% .. o M, o

1R, hoic RiR,
W duogc chon tir S, O, hodc NRj;
L 13 phéi tir;
trong do:
L ¢6 kha ning gin két vé6i té béo.hoeflc quan thé té bao;
mdi Ry, R, va R3 doc 14p dugc chon tir H hodc alkyl;
n 12 0 hodc sb nguyén tir 1 dén 10;
pla s6 nguyén tir 1 dén 10;

va trong d6 thé lién hop phdi tir-duoc chit c6 mt trong ché phdm & lugng du chét

ddng phéan khong dbi quang 16n hon 50%.

Theo mdt phuong 4n, séng ché d& xut ché phim chtra nhiéu thé lién hop phdi tir-

duoc chét c6 cong thirc II, trong don 1a 1, va mdi R; va R, doc 14p 1a hydro.

-11-
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Theo mét phuong an, ché phim chira nhidu thé lién hop phéi tir-duge chét c6 cong
thirc IT ¢6 mit trong ché phim & lugng du chat ddng phan khong dbi quang khoang 60%,
70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 16n hon. Theo
phuong 4n nhit dinh, cdc phan tir dugce chét c6 cong thirc II c6 mit trong ché phim &
lugng du chét ddng phén khong dbi quang tir khoang 90% dén khoang 100%, hogc tir
khoéang 95% dén khoang 100%, hoc tu khoang 98% dén khoang 100%.

Theo phuong an khéc, sang ché @& xuét ché phim chira nhiéu thé lién hop phdi th;
duogc chit c6 cong thirc II trong ché phim & lugng du chit ddng phan khong i quang
16n hon 50% va c6 hoat tinh chéng ting sinh cao hon ché phim twong g chira thé lién
hop phdi tir-duge chét c6 cong thirc II khong c6 mit & lugng du chét ddng phan khéng
d6i quang nhiéu hon 50%.

Theo mdt phuong 4n, séng ché d& xuét ché phdm chira nhiéu thé lién hop phdi tu-
duoc chét c6 cong thirc II, trong d6 phdi tir 13 khang thé hoac‘ ménh lién két khang
| nguyén cia nd. Khang thé hodc manh lién két khang riguyén cia né c6 thé duogc phét
trién @8 lién két dic hiéu voi khang nguyén di kém véi khdi u. Véi cong thire II, n c6 thé
bing 1, va mbi R; va R, c6 thé doc 1ap 1a hydro.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xult ché phdm chira nhidu thé lién hop
phéi ti-duge chét c6 cong thirc II, trong d6 phéi tir 13 khéng thé, hoic manh lién két
khang nguyén cia né lién két dic hiéu voi khang nguyén di kém véi khéi u, va thé lién
hop phéi tir-dugc chit c6 mat trong ché phim & lugng du chét ddng phéan khong ddi
quang 16n hon khoang 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, hodc 16n hon.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xult ché phdm chtra nhiéu thé lién hop
phéi tir-duge chét c6 cong thic I, trong d6 khang thé, hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két dic hiéu véi khang nguyén di kém véi khdi u va trong @6 khéng nguyén di
kém véi khdi u nay dugc chon tir nhdm bao gém AFP, ALK, protein BAGE, B-catenin,
brc-abl, BRCA1, BORIS, CA9, cacbonic anhydraza IX, caspaza-8, CD20, CD40, CDK4,
CEA, CLEC12A, cMET, CTLA4, xyclin-B1, CYP1B1, EGFR, EGFRVIII, ErbB2/Her2,
ErbB3, ErbB4, ETV6-AML, EphA2, Fra-1, FOLRI, protein GAGE (vi dy, GAGE-1, -2),

-12-
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GD2, GD3, GloboH, glypican-3; GM3, gpl100, Her2, HLA/B-raf, HLA/k-ras,
HLA/MAGE-A3, hTERT, IGFIR, LGRS, LMP2, protein MAGE (vi du, MAGE-1, -2, -
3, -4, -6, va -12), MART-1, mesothelin, ML-IAP, Mucl, Mucl6 (CA-125), MUMI,
NA17, NY-BR1, NY- BR62, NY-BR85, NY-ESO1, OX40, pl5, p5S3, PAP, PAX3,
PAXS5, PCTA-1, PDGFR-a, PDGFR-B, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D, PLACI,
PRLR, PRAME, PSMA (FOLH1), protein RAGE, Ras, RGS5, Rho, SART-1, SART-3,
Steap-1, Steap-2, survivin, TAG-72, TGF-B, TMPRSS2, Tn, TNFRSF17, TRP-1, TRP-2,

tyrosinaza, va uroplakin-3.

Theo mdt vai phuong 4n, khang thé, hojc méanh lién két khang nguyén c6 céc trinh
tu axit amin khéc so véi cdc khang thé néu trén nhung van gitt lai kha ning lién két véi
khang nguyén di kém véi khdi u xac dinh. C4c khang thé va manh khang thé bién thé nay
¢6 thé chira mot hodc nhiéu doan bd sung, doan khuyét hoic doan thay thé axit amin so
vc’ﬁ trinh tu gbc, nhung c6 hoat tinh sinh hoc gin nhu tuwong tu véi hoat tinh cla cac
khang thé da néu.

Hai thé lién hop dugc xem 1a tuong duong vé .mét sinh hoc néu, vi dy, chiing 13
dang twong duong vé& mit dugc hoc hodc dang thay thé v& mat dugc hoc c6 toc do va
mtrc d§ hép thu khong thé hién su khéc biét dang ké khi dugc st dung & cung lwgng mol
& cac didu kién thir nghiém tuong tu, hodc don lidu hodc da lidu. Mot sb thé lién hop s&
duoc xem 14 dang twong duong hodc 1a dang thay thé v& mat duogc hoc néu ching tuong
dwong & mirc d6 hép thu ciia chiing chir khong phai tbc dd hip thu cta chiing va van c6
thé dugc xem 13 twong du:dng sinh hoc vi cac khac biét vé toc dd hép thu nay la nam
trong dy tinh va dugc phan 4nh & nhan, khong can thiét phai dat duoc néng do dugc cht
co thé hiéu qua ddi vai, vi du, viéc sit dung thuong xuyén, va duge xem 13 khong ding ké
v& mit y hoc d6i véi san phim duoc chit cu thé dugc nghién ciru.

Theo mot phuong 4n, hai thé lién hop 13 twong duong sinh hoc néu khong c6 khac
biét c6 ¥ nghia 1am sang & mtrc 0 an toan, do tinh khiét va hiéu qua cuia chiing.

Theo mot phuong 4n, hai thé lién hop 13 twong duong sinh hoc néu bénh nhén ¢6
thé chuyén d6i mot hosc nhidu 14n gitra san phim tham khao va san phém sinh hoc ma

khong 1am ting nguy co vé céc tac dung bit 1oi c6 thé c6, bao gdm su thay dbi tinh sinh
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 mién dich déng ké v& m3t 1am sang, hodc hiéu qua bi gidm, so véi liéu phép lién tuc
khong c6 sy chuyén dbi nay.

Theo mot phuong 4n, hai thé lién hop 13 twong dwong sinh hoc néu ca hai trong sb
ching tac dung bing co ché hoic cic co ché tac dung thong thudng dbi voi diu kién

hodic cac diéu kién st dung, dén mirc d§ ma co ché nay da biet.

Dang tuong duong sinh hoc co ’phé duogc chirng minh béi cac phuong phép in vivo
va in vitro. Céac x4c dinh dang tuong duong sinh hoc bao gbm, vi dy, (a) thir nghiém in
vivo & ngudi hodc dong vat c¢6 va khac, trong do6 ndng d6 cua thé lién hop hoic chit
chuyén héa cia né dugc xac dinh trdng mau, huyét tuong, huyét thanh, hoac dich sinh
hoc khac dué6i dang ham theo thoi gian; (b) thir nghiém in vitro ¢ twong quan véi va ¢
tinh dy doan hop Iy vé cac dit liéu do sinh kha dung in vivo & ngudi; (c) thir nghiém in
vivo & ngudi hodc dong vat cé vi khac trong d6 tic dung duogc cép thich hop ctia khang
thé (hodc dich cia n6) duge xac dinh 13 ham theo thdi gian; va (d) trong thir nghiém 14m
sang dugc kidm soat tdt tao 1ap dd an toan, tinh hiéu qua, hodc d sinh kha dung hoic

dang twong duong sinh hoc ctia thé lién hop.

Séang ché con dé xult phuong phap méi d8 didu ché ché phdm chira nhiéu phan tir

dugc chét c6 cong thirc (I):

trong do:
X 1a
0 0
Y4 \OJL.._ O\‘j Yi< 0 ,lL (0]

OR1H2r'"hoaflc O R{'R, ¥';
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mdi n doc 14p 12 0 hodc 12 sé nguyén tir 1 dén 50;

va trong d6 cac phén tir dugc chét c6 mat trong ché phdm chira hdn hop cia it nhét
hai chit ddng phan khong ddi quang, chit ddng phan khong db6i quang thi nhéit va chét
dbng phan khong d6i quang thir hai, trong d6 chét ddng phan khong d6i quang thit nhét
va chit dong phan khong d6i quang thir hai theo cach khéc 1a gibng nhau, trir viéc chét
ddng phan khong dbi quang thir nhét va tht hai ndy c6 céu tric héa lap thé & cacbon bt
d6i xtng dugc biéu dién bing d4u (*) trong cong thic X, trong d6 nguyén tir cacbon bét
d6i xtmg da n6i 1a nguyén tir cacbon dugc lién két véi nguyén tir luu huynh, va chét dong
phan khong d6i quang thir nhét va thi hai ndy c6 mit & lugng du chét ddng phan khong

d6i quang 16n hon 50%,
phuong phép nay bao gdm budc:
(2)  taorahdn hop chira
) nguyén liéu ban d4u c6 cong thirc III:

III

HsMrrll\é/oL\o

R1 Rzo

(i)  hop chit c6 cong thirc IV:

(@] (0] 0 n (o) 0
Yo o) "N o) "
N N : H H 7 /
; o o ; o

n

n n O
v OO N v Oy . GRS
1 OH)KO\HDY‘ o H Ny O 1)
n O n 0
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AU
Z 1a H hodc SO;H;
R; va R, d6c 1ap dugc chon tir H hodc alkyl; va

mdi n doc 14p 1a 0 hodc s6 nguyén tir 1 dén 50;

(iii) dung moi hitu co,
@iv) nudc, va
) co chit rén;
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(b)  cho hdn hop & bude (a) phan tng cho dén khi mot phan nhét dinh nguyén

liéu ban dau dugc chuyén hoa thanh hgp chét c6 cong thirc I; va
(¢)  loai bd hop chét thd c6 cong thirc I ra khéi hdn hop thu duge & budce (b).

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xuit phuong phéap bao ché ché phdm chira
nhidu phén tir duwoc chat c6 cong thirc I, trong d6 phuong phép nay con bao gbm bude
(d), trong d6 budc (d) gbm viéc tinh sach hop chét c6 cong thirc I thu duge & bude (c)

nhu duoc néu & trén.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xult phuong phap bao ché ché phdm chira
nhidu phan tir dugc chit c6 cong thirc I, trong do co chét rin duogc chon tir nhém bao gdbm
gel silica, xelit, nhom oxit, zeolit, va rdy phén tir nghién. Céac co chit rén tuong tu khac
cling c6 thé dugc sir dung mién 12 co chét rén nay cho phép sip dit phi hop phén tir vong

16n III d& cho phép bd sung maleimit IV chon loc vé mit 14p thé.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xuét phuong phap bao ché ché phdm chira

nhiéu phén tir dugc chét c6 cong thirc I, trong d6nlal, va mdi R; va R, doc 1ap 1a hydro.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xut phuong phép bao ché ché pham chira
nhiéu phén tir dugc chét c6 cong thirc I, trong d6 dung moi hfrﬁ co bao gdm dung moi
khong proton phin cyc nhu DMF, DMA, HMPT, NMP, axetonitril, dioxan, axeton,
DMSO, THF, etyl axetat, metyl axetat, metylen clorua, propylen cacbonat hodc hdn hop

cta chung.

Theo phuong 4n nhét dinh, sdng ché d& xuét phuong phap bao ché ché phédm chua
nhiéu phan tir dugc chét c6 cong thirc I, trong d6 dung mdi khong proton phén cyc gbm
axetonitril.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xult phuong phap bao ché ché phdm chira
nhidu phén tir duge chét c6 cong thirc I, trong 6 dung mdi hitu co va nudc c6 mit voi ty
1 tir khoang 1:1 dén khoéng 4:1 hoc tir khoang 1:1 dén khoang 10:1.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xuit phuong phap bao ché ché phim chira
nhidu phan tir dugc chit c6 cong thirc I, trong d6 ty 1€ mol gitra nguyén liéu ban dau c6

cong thiee 111 v6i hop chit c6 cong thirc IV 14 tir khoang 1:1 dén khoang 1:3.
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Theo phwong 4n nhit dinh, sing ché d xuit phuong phap bao ché ché phim chira
nhiu phén tt dugc chét c6 cong thirc I, con bao gdm budc két hop hop chit c6 cong thirc
I véi khang thé hoic manh lién két khang nguyén ciia né dé tao ra thé lién hop khang thé-

dugc chit.

Theo phuong an nhét dinh, sang ché dé xuit phuong phép bao ché ché phdm chtra
nhiéu phan tir duoc chét c6 cong thirc I, trong d6 hop chét ¢ cong thirc I dugc gin véi

khang thé hoic méanh lién két khang nguyén thong qua S, O, hodc NR;.

Theo mdt phuong an, séng ché d& xuét phuong phap bao ché ché phdm chira nhiéu
phén ti dugc chét c6 cong thirc I, trong d6 céc phan tir duge chét c6 cong thirc T c6 mat
trong ché phdm & lugng du chit ddng phan khong déi quang 1a khoang 60% 70%, 80%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodéc 16n hon.

Theo mot phwong 4n, séng ché d& xult phuong phap bao ché ché phim chira nhiéu

phén tir dugc chat c6 cong thirc I duoc bi€u dién bdi ciu tric sau:

¢ lugng du chon loc ddng phan khong d6i quang 16n hon 50%. Mic du cac phuong phép
14y 1am vi du nhét dinh @& bao ché ché phém theo sang ché duoc néu trong cac vi du thyuc

hién trong ban mo ta, cac phuong phap khic cling duge bao gbm trong pham vi cua sang

-20-



27102

ché nhu, vi dy, tach bang sic ky hdn hop triét quang hodc hdn hgp céc chit déng phan
khong d6i quang (vi dy, HPLC trén pha tinh thong thuong, ddo hoic bét dbi ximg bing

cach sir dung hdn hgp dung méi khong proton phén cuc, v.v.).

Séang ché con dé cap dén ché phim trong d6 nhiéu phan tir dugc chét c6 cong thire
I, hodc thé lién hop phdi ti-dugc chét c6 cong thirc II, c6 trong ché pham & lugng c6 tac

dung diéu tri, va con chira chét pha lodng, chét mang hoic ta dugc duge dung.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuét ché phim chira nhidu phan tir dugce chit c6

cong thirc IT con chira lugng co6 tic dung didu tri cta chit hoa tri ligu thir hai.

Theo nhiéu phuong 4n, ché phdm chira hop chét c6 cong thire (I) va/hoic (II) theo
sang ché c¢6 thé duogc sir dung két hop véi mt hode nhiéu hop chét hoic liéu phap bd
sung. Phuong phap ddng st dung va liéu phap két hop khong bi gi6i han & viéc st dung

dong thoi, riéng r& hodc cing nhau, ma con bao gom cac sur dung tuan ty.

Liéu phap két hop bao gbm viéc sir dung ché phim liéu lugng dugc don chira ché
phim chira mot hogc nhidu hop chét c6 cong thirc (1) va/hodc (IT) va mét hodc nhiéu chat
tri lidu khac; ciing nhu st dung ché phim chira hop chit c6 cong thirc (I) va/hodc (II)
theo sang ché va mot hoic nhiéu chét bd sung trong ché phim lidu luvgng dugc 1y riéng ré
cta riéng n6. Vi duy, co thé cho bénh nhan sir dung ché phim chl’ra hop chét c6 cong thirc
(I) va/hodc (II) va, chét gay doc té bao, chit hoa tri lidu, hoajc chit tc ché sy phét trién
cing nhau trong ché phim lidu don nhu ché phim két hop, hoic mdi chét c6 thé dugc st
dung trong ché phim lidu riéng r&. Trudng hop ché phém liéu riéng r& duge sit dung, ché
phim chira hop chét c6 cong thire (I) va‘hoic (I) va mt hodc nhiéu chét bd sung co thé

duoc st dung dong thoi, hodc riéng r& & céc thoi diém xen k&, nghia 14, tuan tu.

Vi du khong gi6i han vé cac chét trj liéu bd sung bao gbm chét trc ché xytokin (vi
'~ dy, chét Gc ché intolokin-1 (IL-1) (nhu rilonacept hojc anakinra, chét d6i khang IL-1
phan t&r nho, hoic khang thé khang IL-1); chat rc ché TL-18 (nhu chét dbi khang IL-18
phan tir nhé hogc khéng thé khang IL-18); chit &c ché IL-4 (nhu chét d6i khang IL-4
phén tir nhé, khang thé khang IL-4 hoic khang thé khang thu thé IL-4); chét (rc ché IL-6
(nhu chit dbi khang IL-6 phan tir nho, khang thé khang IL-6 hogic khéng thé khéng thy

~ thé IL-6); aspirin; NSAID; steroit (vi dy, prednison, methotrexat, v.v.); xyclosporin A
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lidu thip; yéu td hoai tir khéi u (TNF) hoic chét trc ché thu thd TNF (vi dy, chit d6i
khang TNF hodc TNFR phén tir nh6é hodc khang thé khang TNF hoic TNFR); chét trc
ché qua trinh téng hop axit uric (vi dy, allopurinol); chit thuc ddy su tiét axit uric (vi dy,
probenecid, sulfinpyrazon, benzbromaron, v.v.); cac chét trc ché chdng viém khac (vi dy,
chit @c ché cua caspaza-1, p38, IKK1/2, CTLA-4Ig, v.v.); vd/hodc cdc corticosteroit.
(Céc) chét tri liéu bd sung c6 thé duge st dung trude, ddng thdi vé6i, hodc sau khi st dung
mot hodc nhidu hop chit c6 cong thirc (I) vavhodc (II) (cho muc dich cua sang ché, cac
ché @6 st dung ndy dugc xem lé st dung mdt hodc nhiéu hop chét c6 cong thic (I)

va/hogc (IT) "két hop v6i" chét tri lidu).

Thuét ngit “chit giy doc té bao” nhu duge sir dung trong ban md ta chi chit G
ché ho#c ngin chin chirc ning cla té béo va/hodc 1am pha huy té bao. Thﬁét ngit dugce du
dinh dé bao gdm cac chét ddng vi c6 hoat tinh phéng xa (vi dy, B 1'%, Y va Re186),
chét hoa tri liéu, va doc t6 nhu doc t6 c6 hoat tinh enzym c6 nguc“)n géc tir vi khuén, nim,

thuc vat hodc dong vat, hodc céc phan cia no.

“Chét héa tri liéu” 12 hoa chét hiru ich dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu. Vi
du vé& chit hoa tri liéu bao gbm chét alkyl héa nhu thiotepa va xyclosphosphamit
(CYTOXAN®); cic alkyl sulfonat nhu busulfan, improsulfan va piposulfan; cac aziridin
nhu benzodopa, carboquon, meturedopa, va uredopa; cic etylenimin va metylamelamin
bao gdm altretamin, trietylenmelamin, trietylenphosphoramit, trietylenthiophosphoramit
va trimetylolomelamin; mu tat nito nhu clorambucil, clornaphazin, cholophosphamit,
estramustin, ifosfamit, mecloretamin, mecloretamin oxit hydroclorua, melphalan,
novembichin, phenesterin, 'prednimustin, trofosfamit, mu tat uraxil; nitrosure nhu
carmustin, clorozotocin, fotemustin, lomustin, nimustin, ranimustin; dugc chét khéng
sinh nhu aclacinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin, cactinomyxin,
calicheamixin, carabixin, carminomyxin, carzinophilin, chromomyxin, dactinomyxin,
daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, doxorubixin, epirubixin,
esorubixin, idarubixin, marcellomyxin, mitomyxin, axit mycophenolic, nogalamyxin,
olivomyxin, peplomyxin, potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, rodorubixin,
streptonigrin, streptozocin, tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; chét chéng

chuyén héa nhu metotrexat va 5-florouraxil (5-FU); chét twong ty axit folic nhu
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denopterin, metotrexat, pteropterin, trimetrexat; chét twong tu purin nhu fludarabin, 6-
mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin; chét twong tu pyrimidin nhu ancitabin, azacitidin,
~ 6-azauridin, carmofur, cytarabin, dideoxyuridin, doxifluridin, enocitabin, floxuridin; cac
androgen nhu calusteron, dromostanolon propionat, epitiostanol, mepitiostan, testolacton;
chét khang adrenal nhu aminoglutethimit, mitotan, trilostan; chit don axit folic nhu axit
frolinic; axeglaton; aldophosphamit glycosit; axit aminolevulinic; amsacrin; bestrabuxil;
bisantren; edatraxat; defofamin; demecolcin; diaziquon; elfornithin; eliptini axetat;
etoglucid; gali nitrat; hydroxyure; lentinan; lonidamin; mitoguazon; mitoxantron;
mopidamol; nitracrin; pentostatin; phenamet; pirarubixin; axit podophyllinic; 2-
etylhydrazit; procarbazin; PSK®; razoxan; sizofiran; spirogermani; axit tenuazonic;
triaziquon; 2,2',2"- triclotrietylamin; uretan; vindesin; dacarbazin; mannomustin;
mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacytosin; arabinosit (“Ara-C”); xyclophosphamit;
thiotepa; cadc taxan, vi dy, paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.) va docetaxel (TAXOTERE®; Aventis Antony, France); clorambuxil;
gemcitabin; 6-thioguanin; mercaptopurin; metotrexat; chét twong tu platin nhu cisplatin
va carboplatin; vinblastin; platin; etoposit (VP-16); ifosfamit; mitomyxin C; mitoxantron;
vincristin; vinorelbin; navelbin; novantron; teniposit; daunomyxin; aminopterin; xeloda;
ibandronat; CPT-11; chét trc ché topoisomeraza RFS 2000; diflometylornithin (DMFO);
axit retinoic; esperamixin; capecitabin; va mubi duge dung, axit hodc din xuét cua chit
bét ky trong sb céac chét trén. Ciing dugc bao gdm trong dinh nghia nay 1a chit khang
hormon c6 tac dung didu tiét hoic trc ché tac dung ctia hormon 1én khéi u nhu chit khang
estrogen bao gém vi du tamoxifen, raloxifen, 4(5)-imidazol wc ché aromataza, 4-
hydroxytamoxifen, trioxifen, keoxifen, LY 117018, onapristdn, va toremifen (Fareston);
va chit khang androgen nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolide, va goserelin; va

mudi dugc dung, axit hogic din xuat cta chét bat ky trong s6 cic chat néu trén.

“Chét tc ché su phat trién” khi dugc st dung trong ban md ta chi hop chit hozc
4 ché phém trc ché sy phat trién cua té bao, cu thé 13 t& bao ung thu in vitro hodc in vivo. Vi
du v& chét trc ché sy phat trién bao gbm céc chét phong bé chu trinh té bao (& vi tri khac
pha S), nhu chét cam tng bét gitt G1 va bét git pha M. Chat phong bé pha M dién hinh

bao gbm vincas (vincristin va vinblastin), TAXOL®, va chét tc ché topo II nhu
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doxorubixin, epirubixin, daunorubixin, etoposit, va bleomyxin. Cac chit bét giit G1 nay
cling tran sang b4t git pha S, vi dy, chét alkyl héa ADN nhu tamoxifen, prednison,

dacarbazin, meclorethamin, cisplatin, methotrexat, 5-florouraxil, va ara-C.

Sang ché con dé _xuét dugc phim. Dugc phim phim nay chira lugng c6 tac dung
didu tri coa chét hoat tinh va chét mang dugc dung. Thuit ngt “duoc dung” nghia la
dugc chip thuan béi co quan chirc ndng cia Lién bang Hoa Ky hogc chinh phu bang Hoa
Ky hodc dugc liét ké trong Duogc dién cia My hoic dugc dién da biét khac dé sir dung
cho dong vét, va cu thé hon 1a cho ngudi. Thuét ngit “chit mang” chi chit pha loang, chét
bd tro, ta dugce, hodic chét din thudc dugc sir dung trong tri liéu. Céc chét mang duogc I}'l
nay c6 thé 13 chét 16ng v tring, nhu nuée va dau, bao gdm céc chét c6 ngudn gbc tir diu

hoéa, dong vat, thuc vat hodc dugc tdng hop, nhu dau lac, ddu d4u nanh, du khoéng, déu
| virng va chét twong tu. T4 dugc dugc ly thich hop bao gbm tinh bdt, glucoza, lactoza,
sucroza, gelatin, mach nha, la, bt my, da phén, silica gel, natri stearat, glyxerol
monostearat, bdt d4 tan, natri clorua, sita tich kem dugc séy kho, glyxerol, propylen,
glycol, nuéc, etanol va cht twong tu. Dugc phim, néu mudn, con c6 thé chira lwgng nhod
chit thAm w6t hodc chét nhii héa, hodc chit dém pH. Dugc phim nay c6 thé & dang dung
dich, hon dich, nhil twong, vién nén, vién tron, vién nang, bot, ché phém giai phong kéo
dai va dang tuong tu. Dugc phdm c6 thé duoc tao ché phim & dang thudc dan, véi chét
gin két va chit mang thong thudng nhu triglyxerit. Dugc phim ding dudng miéng c6 thé
bao gf‘)m chit mang chudn nhu manitol, lactoza, tinh bdt, magie stearat, natri saccarin,
xenuloza, magie cacbonat, v.v. & cép do duoc ly. Vi dy vé chit mang dugc 1y thich hop

duoc néu trong “Remington's Pharmaceutical Sciences” béi E.W. Martin.

Theo mdt phuong an, ché phdm duogc tao ché phim theo quy trinh thong thudng &
dang duogc phidm dugc 1am cho phu hep dé str dung qua duong tinh mach cho ngudi. Néu
can thiét, ché phdm ciing c6 thé bao gdm chit 1am tan va gy mé cuc bd nhu lidocain dé
1am diu con dau tai vi tri tiém. Trudng hop ché phim can dugc st dung bing cach truyén,
n6 c6 thd duge phan phdi bang chai truyén chira nuéc hoic nudce mudi dugc 1y vo tring.
Trudng hop ché phém duoc sir dung bing cach tiém, dmpun chira nudc hodc nude mudi
vo tring d& tiém c6 thé dugc cung c4p sao cho c4c thanh phin nay c6 thé dugc tron trude

khi st dung.
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Chét hoat tinh theo séng ché co thé dugc tao ché phém & dang trung tinh hodc
dang mubi. Mudi dugc dung bao gbm céc mubi duge tao ra tir nhém amin ty do nhu céc
mudi thu duge tir axit clohydric, phosphoric, axetic, oxalic, tartaric, v.v., va cac mudi
dugc tao ra tir nhém carboxyl ty do nhu céac mubi thu duge tir natri, kali, amoni, canxi,

st hydroxit, isopropylamin, trietylamin, 2-etylamino etanol, histidin, procain, v.v.

Luong chét hoat tinh theo sing ché, ma s& c6 hiéu qua trong didu trj tinh trang
bénh 1y, c6 thé duogc x4c dinh bing k¥ thuat 14m sang tiéu chuén dya trén md ta cla sing
ché. Ngoai ra, cac thir nghiém in vitro c6 thé tiy y duoc sir dung dé giup nhan biét
khoang lidu lugng tdi wu. Lidu chinh x4c can sir dung trong ché phim ciing s& phu thudc
~ vao con dudng su dl,ing, va mirc d6 nghiém trong cda tinh trang bénh, va can dugc quyét
dinh theo y kién ctia bac si va timg trudng hop cua d6i twong. Tuy nhién, khoang liéu
lwgng thich hop dé ding qua dudng tinh mach thudng 13 tir khoang 0,5 dén 20 mg hoat
chit véi mdi kg trong lwong co thé. Khoang lidu lugng thich hop dé ding qua dudng
trong miii thuong 1a tir khoang 0,01 pg/kg trong luong co thé dén 1 mg/kg trong lugng co
thé. Lidu hiéu qua c6 thé dugc ngoai suy tir dudng cong lidu-d4p tmg thu duoc tir hé thir

nghiém in vitro hodc & mau dong vat.

Theo mt phuong 4n, séng ché d& xuit hop chét c6 cong thirc (T) va/hozc (IT) dé sir
dung trong didu tri rdi loan stc khoe & c4 thé bi 1di loan stc khoe nay bao gém viéc cho
- c4 thé st dung luong hiéu qua cla ché phdm chira hop chit c6 cong thic (I) va/hodc (I1)
nady, va con bao gbm buéc sir dung 1an Iuot hoic ddng thoi liéu phap bé sung hodc su

dung it nhat mot chét trj lidu bd sung.

Theo phuong én khéc, séng ché d& xuét ché phim chtra hop chit c6 cong thirc (I)
va/hodc (IT) dé sir dung trong didu tri bénh nhay véi viée didu tri bing phuong phap nay,
bao gbm viéc cho bénh nhin c¢6 nhu ciu st dung ché phdm chira hop chét c6 cong thirc
(I) va/hoidc (IT) nay theo dudng ngodi duong ti€u hoa.

Séang ché con bao gém ché phim bit ky trong s6 cac ché phdm chira hop chit c6
cong thirc (1), cong thire (II), cdng thire (i), cong thire (ii), hodc t6 hop ctia chiing va/hoic
duge phidm chira ching trong san xudt dugc chit dé sir dung trong diéu tri, ngin ngira

va/hodc cai thién rdi loan strc khoe.
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Sang ché con bao gom ché phim bét ky trong sb cac ché phdm chtra hop chét c6
cong thirc (1), cong thirc (II), cong thirc (i), cong thirc (ii), hodc t6 hop cia ching va/hoic
dugce phim chira chiing trong san xuét dugc chét d& st dung trong didu tri, ngin ngira
va/hogc cai thién khéi u.

Mic du cac phuong én cua sang ché duge mo ta cha yéu 14 lién quan dén céc rdi
loan chdng tang sinh nhu bénh ung thu, dugc thiy ring ché phdm theo sang ché con ¢6
thé hitu ich dé st dung trong diéu trj r6i loan strc khde dugce chon tir cdc bénh ty mién va
céc bénh va 1di loan chirc ning mién dich khéc, bénh viém, bénh 14y nhiém, bénh thoai
héa than kinh, céc rdi loan & xwong, va bénh tim mach. Ngoai ra, rbi loan bét ky ma cd
thé c6 1oi tir viéc phan phéi chét gdy doc nhim dich céc té bao, loai té bao, md vi/hodic co

quan cy thé cling nam trong pham vi ctia séng ché.

Cudi ciing, cac phuong 4n theo sang ché ¢6 thé bao gdbm ché phim chira hdn hop

cac hop chét dugc biéu dién béi cong thire (T) va cdng thire (I1).

Viéc vién din dén cac phuong 4n nhét dinh dugc thuc hién theo mé ta duédi day
chi dugc xem 1a minh hoa cho céc nguyén ly cua sang ché. Ngoai ra, vi nhiéu cai bién va
thay ddi s& dwoc hidu d& dang véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay,
khong dugc dy dinh dé 1am gi6i han séng ché & cac chu trac va quy trinh trich dn dugc
thé hién trong ban mé t nay. Do d6, tit ca cac cai bién thich hop va dang tuong duong
6 thé dugc phan loai 12 ndm trong pham vi clia séng ché va duogc x4c dinh béi cac diém
yéu cdu bao ho duéi day.

Céc thuét ngir “chura” va “bao gbdm” khi dugc st dung trong ban md ta va trong
cac yéu chu bao ho dugce du dinh dé chi ra sy c6 mit cia céc dAu hiéu, sb nguyén, thanh
ph?m hodc budc da quy dinh, nhung chiing khong loai trir sy c6 mdt hodc bd sung cua

mdt hodic nhiéu dau hiéu, s6 nguyén, thanh phan hoéc budc khéc cua no.

Cé4c thuat ngit chung dugc st dung trong phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n
clia sang ché c6 thé duge x4c dinh nhu dudi déy; tuy nhién, dinh nghia dugc noi dén

khong nén dugc hiéu 13 1am giéi han pham vi ctia thuét ngfr vé ban chat.

Thuét ngit “thé lién hgp” nhu dugce sir dung trong ban md ta chi hop chit c6 phédi
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tr, thanh phﬁn lién két va phan tir c¢6 hoat tinh sinh hoc. Vi du minh hoa bao gdm hop
chét c6 cong thire (I0).

Thuét ngit “ving dém” nhu dugc sir dung trong ban md ta chi cac khéi chu trac
hoéa hoc cta thanh ph?m lién két duoc sir dung dé tach phdi tir vé mit khong gian khéi
phan tir c6 hoat tinh sinh hoc va cho phép di héa thanh phin lién két bén trong té bao.

Thuit ngit “phan tir vong 16n” nhu dugc sir dung trong ban mo ta chi phén tr 6
hoat tinh sinh hoc bét ky ¢6 vong phén tir vong 16n:

Ky hiéu ~* 1 diém gén.

Thuét ngit "alkyl" nhu dugc sir dung trong ban mo ta chi gbc hydrocacbon c6
mach thing hodc phan nhanh hodc dang két hop ctia chiing. Céc gbc alkyl c6 thé c6 héa
tri mot, héa tri hai hodc 1 gbc dang vong. Cac vi du vé gbc alkyl hoa tri mot 1a metyl,
etyl, 1-propyl, 2-propyl, n-butyl, isobutyl, sec-butyl, t-butyl, pentyl, neopentyl, hexyl,

isohexyl, va cac gbc tuong ty. Céc vi dy minh hoa v& gbc alkyl héa tri hai bao gbm

N s

Vi du v& gbc alkyl dang vong bao gdm xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl,
xyclohexyl, va céac gbc tuong tu. Géc alkyl dién hinh c6 tir mot dén muodi nguyén tir
cacbon, mot dén chin nguyén tir cacbon, mét dén tAm nguyén tir cacbon, mot dén bay
nguyén tir cacbon, mot dén sau nguyén tr cacbon, .m(f)t dén nim nguyén ti cacbon, mdt
dén bdn nguyén tir cacbon, mot dén ba nguyén tir cacbon, mdt dén hai nguyén tir cacbon
" hogic mdt nguyén tir cacbon. Xycloalkyl dién hinh 13 gbc vong dang vong don c6 3 dén 7

canh.

Cum tr “mudi duoc dung” nhu duge sit dung trong ban mo ta chi ca mudi hitu co
va vo co cia hop chét lién hop dugc néu trong ban md ta, vi du, hop chét c6 cong thire
(D), va (II). Cac mudi nay 13 dugc dung va bao gér_n: mudi sulfat, xitrat, nitrat, phosphat,
ascorbat, bromua, gluconat, benzoat, oxalat, pantothenat, va mudi trong ty. Luu y ring
mubi dugc dung trong ban mo ta bao gdm nhiéu hon mot nguyén tir mang dién tich trong
c4u trac cia nd cling nhu mot hodc nhidu ion ddi. Viéc didu ché hop chit lién hop trong

ban mb ta & dang mudi duoc dung 12 da biét v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
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© vyc nay.

Thuét ngit "phdi ti" nhu dugc st dung trong ban md ta c6 nghia 13 phan tir hogic
hop chét bit ky twong tac va/hoic lién két dic hiéu hoic chon loc v6i phan ti hodc hop
chét thir hai. Theo phuong 4n nhét dinh, phdi tir 12 khang thé hogc manh lién két khang
nguyén cta nd. Vi du khéac vé céc phéi tir thich hop dé str dung trong ngit canh cuia sing
ché bao gbdm, vi dy, aptame, peptit twong tac dic hiéu véi khang nguyén cu thé (vi dy,
peptibody), phén ti thu thé, va gian lién két khang nguyén (vi dy, DARPin, protein lap
HEAT, protein 1ip ARM, protein 13p tetratricopeptit, va cdc gian khéc dwa vao cac
protein 13p c6 trong ty nhién, v.v., [xem, vi dy, Boersma va Pluckthun, 2011, Curr. Opin.

Biotechnol. 22:849-857, va c4c tai liéu tham khao dugc trich dn trong d6]).

Khéng thé tdn tai & dang céc globulin mién dich nguyén ven, hodc ¢ dang nhiéu
doan da dugc md ta rd dugc tao ra boi sy phén huy bﬁng nhiéu peptidaza khac nhau. Vi
du, pepsin phan hiy khang th& nim duéi lién két disulfua trong {/ﬁng ban 18 @ tao ra
F(ab)',, dime ciia Fab ma ban than n6 1a chudi nhe két hop véi Vy-Cy béi lién ket
disulfua. F(ab)', c6 thé dugc khir trong diéu kién 6n hoa dé pha v lién két disulfua trong
ving ban 18, nhd d6 chuyén héa dime F(ab)', thanh monome Fab'. Monome Fab' vé ban
chit 12 Fab c6 mdt phan ciia ving ban 18. Miic dd nhidu manh khang thé khac nhau dugc
xac dinh theo sy phan huy khéng thé nguyén ven, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc hidu dugc ring cic manh ndy c6 th dugc tdng hop lai bang héa hoc hoic bang céch
stt dung phuong phap ADN tai t6 hop. Do d6, thuat ngit khang thé, nhu duogc st dung
trong ban mo ta, con bao gbm ménh khang th8 dwoc tao ra bing cach cai bién toan bd
khang thé, hodc cac khéng th8 dugc tdng hop lai bing cich st dung phuong phap ADN
t4i t6 hop (vi dy, mién bién dbi don (Dab) cta chudi don Fv (scFv)) hodc cdc manh
khéng thé dugc nhan dién bing cich sir dung thu vién biéu hién nhu thé thyc khuén, E.
* coli hodc nAm men (xem, vi du, McCafferty et al. (1990) Nature 348:552-554).

Phuong phép bao ché khang thé 1a da biét trong linh vuc k¥ thﬁat. Xem, vi du,
Kohler & Milstein (1975) Nature 256:495-497; Harlow & Lane (1988) Antibodies: a

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, N.Y.). Khang thé
duoc phan 14p tir cac sinh vat khong phai ngudi, nhu chudt nhét, chudt cdng, thé, bo, c6
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thé dugc 1am cho giéng cia ngudi hon nhd vao viée tao thé kham hoic 1am cho gidng

nhu cia ngudi.

Thuét ngtt “khéng thé ctia ngudi” nhu duge st dung trong ban mo ta duge dy dinh
- d& bao gdm khang thé c6 ving bién d6i va ving cb dinh thu dugc tir trinh ty globulin
mién dich cuia ngudi. mAb cua ngudi theo sang ché c6 thé bao gdm cac gbc axit amin
khong dugc ma hoa bdi trinh tu globulin mién dich cua nguoi (vi dy, cac dot bién dugc
dwa vao bang cach gy dot bién ﬁgﬁu nhién hodc d6t bién dic hiéu vi tri in vitro hoic
bing dot bién thé x6ma in vivo), vi du trong cac CDR va cu thé 13 CDR3. Tuy nhién,
thudt ngit “khang thé ctia ngudi”, nhu duge sir dung trong ban mé ta, khong dugc du dinh
bao gdm cac mAb trong d6 trinh tw CDR thu dugc tir dong mam cia loai dong vat cé vi

khac dugc ghép lén trinh ty FR cla ngudi.

Thuat ngit “lugng c6 tdc dung diéu tri” nhu dugc st dung trong ban mo ta chi
luong tao ra hi€u qua mong mubn tai d6 n6 dugc st dung. Luong chinh x4c s& phu thudc
vao muc dich diéu tri, va ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ndy s& x4c dinh
dwgc bing cach sir dung céc k¥ thuét da biét (xem, vi dy, Lloyd (1999) The Art, Science
and Technology of Pharmaceutical Compounding).

Thuét ngir “chét triét quang” nhu dugc sit dung trong ban md ta cé nghia 13 hén
hop déng mol cla cip ddng phan d6i anh. Thuat ngit chit triét quang con chi hdn hop

tri€t quang.

Thuét ngit “chit ddng phan d6i anh” nhu duge st dung trong ban mo ta chi hgp
chét khong chdng khit v6i cac hinh anh guwong ciia nhau. Chét ddng phéan dbi anh c6 thé
tdn tai & clu tric (R) hoic (S).

Thuét ngit “tdng hop chon loc vé mit 14p th&” chi phan tng héa hoc dén dén su tao
thanh chét ddng phan 14p thé don hogic hdn hop gidu chét déng phan dbi anh tir trong s6
hai hogic nhiéu chét ddng phén l4p thé c6 thé cé. '

Thuat ngit “lugng du chit ddng phén khong d8i quang” chi sy khac nhau giira
- phén mol cta chit ddng phan khong di quang don 1& mong mubn so v6i chit ddng phan

khong dbi quang con lai trong ché phim. Lugng du chit ddng phan khong dbi quang
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duoc tinh nhu sau:

(lwong chét ddng phan khong d6i quang don 18)-(lugng cac chit ddng phan khong
d6i quang khac)/1

Vi dy, ché phim chira 90% 13 1 va 10% la 2, 3, 4, hodc hdn hop cua ching c6
lwong du chét dbng phén khong d6i quang‘ 1a 80% [(90-10)/1]. Ché phidm chira
95% 13 1 va 5% 1a 2, 3, 4, hodc hdn hgp cla ching c6 lugng du chét ddng phan
khong dbi quang 1a 90% [(95-5)/1]. Ché phém chira 99% 13 1 va 1% 1a 2, 3, 4,
hoiic hdén hop cua chiing c¢6 lugng du chit ddng phan khéng d6i quang 13 98%
[(99-1)/1]. Lugng du chét ddng phan khong d6i quang c6 thé dugc tinh toén twong
tu d6i v6i bt ky mot trong s6 1, 2, 3, hodc 4.

Thuét ngt “tinh khiét v& mit ddng phén lap thé” nhu duge st dung trong ban md
ta chi hop chét trong d6 chit ddng phan 14p thé chi dinh c6 mat & muc d 16n hon so véi
c4c chét ddng phan 1ap thé khéc cla h(j'p chét d6, vi dy, hop chit nay c6 mit & lugng du
chét ddng phan khong d6i quang. Theo mot vai phuong 4n, hop chét tinh khiét vé mjt
déng phan lép thé dugc néu trong ban md ta chira 80% hodc 16n hon, 85% hodc 16n hon,
90% hodc 16n hon, 95% hodc 16n hon, hodic 97% hodc 16n hon theo khéi lwgng mot chét

ddng phan 14p thé ctia hop chit.

Céc thé lién hop theo nhiéu phuong 4n khac nhau dugc néu trong ban md ta c6 thé
duge diéu ché theo phuong phap da biét bat ky trong linh vuc k¥ thuit ndy. Quy trinh
minh hoa dé tao ra céc thé lién hop dugc d8& xuét trong céc vi du thyc hién séng ché duéi
day.

Theo mdt phuong an, cac thé lién hop c6 thé dugc diéu ché bang céach i) cho phdi
tir phan Gng véi phén ti duge chit c6 cong thirc (I) dé tao ra thé 1ién hop c6 cong thirc
(I, va ii) tinh sach thé lién hop nay.

Theo phuong 4n thay thé, cac thé lién hop dugc diéu ché bang cach cho phdi tt,
thanh phén lién két va phan tir vong l6n c6 hoat tinh sinh hoc phan émg véi nhau trong
mot phan tng. Khi céc thé lién hop theo sang ché duge diéu ché, ching c6 thé duge tinh

sach.
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Theo mdt phuong 4n, ché phdm chira phan ti duge chét c6 cong thie (I) va/hoic
~ ché phim chira hop chét lién hop c6 cong thirc (II) dugc néu trong ban mo ta c6 thé dugc
danh gia kha ning trc ché sy ting sinh cua nhidu dong té bao ung thu in vitro khac nhau.
Vi dy, ché phém chira phan t dugc chét hoic cong thirc (I) vi/hodic ché phém chira hgp
chét lién hop c6 cdng thic (1) c6 thé dugc sir dung dé boc té bao ung thu in vitro trong
s6 ngay dinh truéc va té bao séng sét dugc xic dinh trong cac thir nghiém bang cac
phuong phap da biét.

Phin md ta trén ddy, cac vi du thuc hién sang ché va cac sb liéu s& dua ra md ta
hoan chinh v& quy trinh san xuét va sit dung ché phim theo séng ché. Vi nhidu phuong én
theo sang ché c6 thé dugc thuc hién ma khong vugt ra ngoai pham vi cua sing ché, sang
ché nim trong cac yéu ciu bao ho dugc dinh kém dudi day.

T4t ca céc tai liéu tham khao dugc trich din trong ban md ta va trong céc vi dy
thuc hién sang ché, bao gdm céc patent, céc don séng ché da cong b, va céc tai liéu tham
khao, duge két hop bang cach vién dan.

Phin mo ta va céc vi du thuc hién sang ché duoc trinh bay duéi ddy dugc dua ra

@ minh hoa cho séng ché. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuft ndy s&
hiéu dugc ring cac vi du duge dua ra chi nhdm minh hoa va khong dugc bao gbm cho
muc dich lam gigi han séng ché.

Céac phuong an duge bdc 1§ trong ban md ta duge minh hoa chi tiét hon bédi céc vi
du khong giGi han duge md ta dudi day.

Vi du thye hién sang ché
Chi tiét thir nghiém

Phd NMR proton (cho cac hop chét c6 thé phat hién dugc bing UV) thu dugc
bang dung cu Varian Inova 300 MHz, trong khi phd khéi lugng dugc thu thap trén
LC/MSD xéri Agilent 1100 véi ngudn ion héa phun dién tir va thiét bi phan tich bit ion
bén cuc. T4t ca céc thé lién hop dugc phén tich bang cach sir dung may do phd khéi
luong Bruker ultraFleXtreme MALDI-TOF-TOF. T4t ca cic nguyén liéu ban diu va

dung méi dugc mua trén thi trudng va dugc sit dung khong can tinh sach trir khi dugc luu
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y khéc.
Vidul

Téng hop maleimidylmetyl-4-trans-xyclohexylcarboxy-suxinat ~ (3):  axit
maleimidylmetyl-4-trans-xyclohexancarboxylic (2): Hop chit néu trong tiéu d&& dugc diéu
ché trong hai buéc (Budc A va Budce B) bang cach str dung céc phién ban cai bién cta

cac phuong phép duge md ta boi Marnett et al. (J. Med. Chem., 1996, 39, 1692-1670).

Buéc A: dung dich chua axit trans-4-aminometylxyclohexan carboxylic (7,00 g,
44,5 mmol) trong 1,4-dioxan (70 mL) dugc x&r ly véi maleic anhydrit (4,89 g, 49,9
mmol) va dugc khudy & nhiét do moi trudng xung quanh trong 48 gio. Phan tng dugc
lam bay hoi trong chén khong dén khi thu duoc chét rin mau tring ma c6 thé dugce bao
quan hodc dugc tién hanh cho budc tiép theo ma khong cin tinh sach thém. 'H NMR
(300 MHz, DMSO0-d6) & 9,11 (m, 1H), 6,44 (d, 1H, J = 13 Hz), 6,24 (d, 1H, J= 13 Hz),
3,05 (t, 2H, J = 6 Hz), 2,13 (it, 1H, J = 12 Hz, 4 Hz), 1,90 (m, 2H), 1,75 (m, 2H), 1,44
(m, 1H), 1,28 (m, 2H), 0,96 (m, 2H).

Buéc B: axit maleamic tir Budc A (36,8 g, 144 mmol) va natri axetat (13,6 g, 165
mmol) dugc hoa tan trong axetic anhydrit (368 mL), dugc bit kin trong binh phén tng
thiy tinh, va gia nhi€t dén 120°C trong 3 gid. R6t hdn hgp phan tmg dd dugc lam ngudi
(sird mau den) 1én trén nudc (3 L), khudy, va chiét bing diclometan. Lép hitu co duge
lam kho trén Na,SO,, dugce loc qua phéu thay tinh d3 dugc nung két, va dich loc trong
dugce 1am bay hoi va duge 1am kho & mdi trudng cb do chan khong cao tao ra hop chit
néu trong tiéu dé & dang chét rin mau vang (7,00 g, 20%), "H NMR (300 MHz, CDCI3) &
6,73 (s, 2H), 3,40 (d, 2H, J = 7 Hz), 2,28 (m, 1H), 2,06 (m, 2H), 1,75 (m, 3H), 1,42 (m,
2H), 1,03 (m, 2H).

Maleimidylmetyl-4-trans-xyclohexancarboxysuxinat (3): san phim tir buéc B
trude do (10,0 g, 42,1 mmol) dugc hoa tan trong diclometan (50 mL) trong moéi truong
Ar, dugc xtt ly bing N-hydroxysuxinimit (7,27 g, 63,2 mmol) va 1-(3-
dimetylaminopropyl)-3-etylcarbodiimit hydroclorua (EDAC, 12,4 g, 64,5 mmol), va phén
tng dugc khudy & nhiét 40 mdi trudng qua dém. Dung dich mau néu thu dugc duge pha

lodng béng diclometan, rira b.%mg nudc va nudc mudi bién, lam kho trén Na2SO04, loc qua

-32-



27102

phéu thiy tinh da dugc nung két, va dich loc dugc cd dic va duge 1am khd trong chan
khong. Sau d6, san phadm nay dugc hoa tan trong etyl axetat néng, duge xir Iy bang than
hoat tinh (1,5 g), dugc loc, va dich loc dugc 1dm ngudi. Qua trinh loc san phém két tinh,
rira bang etyl axetat lanh, va sau d6 1am kho thAm hut tao ra hop chét néu trong tiéu dé &
dang chét rin mau nau vang (5,52 g, 39%). 'H NMR (300 MHz, CDCI3) & 6,72 (s, 2H),
3,42 (m, 2H), 2,85 (br s, 4H), 2,56 (it, 1H, J= 12 Hz, 4 Hz), 2,18 (m, 2H), 1,80 (m, 2H),
1,70 (m, 1H), 1,56 (m, 2H), 1,09 (m, 2H).
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Vidu2

Maytansin-3-N-metyl-L-alanin-propanamit-3-thiol (4): Hop chét néu trong tiéu dé,
da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy 1a DM1, dugc diéu ché bing cach sir dung phién ban
c4i bién cta phuong phép dugc néu boi Whitesides et al. (J. Org. Chem 1991, 56, 2648-
2650). Maytansin-3 -N-metyl-L-Ala-(3-metyldisulfanyl) propanamit (DM1-SMe, 2,42 g,
3,09 mmol, dugc diéu ché theo cach twong tu v6i Ho va Carrozzella, don sang ché M§
2007/0037972 Al) dugc hoa tan trong axetonitril (30 mL), dugc xtr ly véi dung dich
tris(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (8,23 g, 28,7 mmol) trong nudc (30 mL), pH
dugc ting dén khoang 3 bang cach bd sung NaHCO; nuéce bdo hoa (5 mL), binh thot cd
duoc lam sach bang Ar, va phan ing dugc khudy & nhiét do mdi trudng c6 vach ngan cao
su (dugc thong hoi nho lam sdi bong béng). Sau 2 gid, phan Gmg duge xi Iy véi nude
mubi bién (khoing 100 mL), dugc lam sti tim bing Ar trong 5 phut (dé loai bd
metylmercaptan ty do), va cac pha dugc tach. Pha nude duge chiét hai 14n bing etyl
axetat (EtOAc), dugc lam bdo hoa bing NaCl, va chiét hai 14n nita bing EtOAc. Sau do,
16p hitu co két hop dugc 1am khd trén Na,SO4, duoc loc, va dich loc dugc cd dédc va duoc
1am kho trong chan khong dé tao ra hop chit néu tfong tidu d& & dang chit rin mau tring
(2,24 g, 98%). '"H NMR (300 MHz, CDCI3/CD30D) 8 6,76 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 6,63 (d,
1H, J = 11 Hz), 6,59 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 6,35 (m, 2H), 5,59 (dd, 1H, J = 15 Hz, 9 Hz),
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5,36 (q, 1H, J= 6,5 Hz), 4,68 (dd, 1H, J= 12 Hz, 3 Hz), 4,21 (t, 1H, J = 10 Hz), 3,92 (s,
- 3H), 3,60 (d, 1H, J = 13 Hz), 3,42 (d, 1H, J=9 Hz), 3,29 (s, 3H), 3,14 (s, 3H), 3,05 (d,
1H, J=13 Hz), 2,95 (d, 1H, J= 10 Hz), 2,77 (s, 3H), 2,75 — 2,47 (m, 6H), 2,11 (dd, 1H, J
= 14 Hz, 3 Hz), 1,58 (s, 3H), 1,47 (d, 1H, J= 14 Hz), 1,40 (m, 1H), 1,22 (m, 6H), 0,73 (s,
3H), MS (ESI, pos,): dugc tinh cho C3sHygCIN3O40S, 737,3; tim théy 738,3 (M+H), 720,3
(M-H,O+H).

Maytansin-3-N-metyl-L-alanine-propanamidyl-3-thio-3-suxinimidyl-N-
metylxyclohexyl-4-trans-carboxysuxinat (5): Quy trinh sau ddy mé ta phuong phap méi
chua biét trong linh vuc k¥ thuat ndy. Sén phém tir bude trude do (4, 2,23 g, 3,02 mmol)
va maleimidylmetyl-4-xyclohexancarboxysuxinat (3, 1,50 g, 4,49 mmol) dugc hoa tan
trong axetonitril/nuéc ty 1& 4:1 (75 mL), duge xir Iy véi silica gel min duge vét tir dia
TLC didu ché (11,2 g), binh thét cb dugc lam sach bing Ar, va hdn hop duge khudy &
nhiét d6 méi truong cd vach ngédn cao éu. Sau 18 gio, bd sung thém hop chét 3 (0,77 g,
2,3 mmol) va axetonitril (MeCN, 10 mL) va phan tmg dugc khudy trong 6 gi® nita. Hon
hop dugc loc qua Celite, chét rén dugc rira b%lng MeCN va etyl axetat (EtOAc), va dich
loc dugc cd dac trong chan khong dén chit rin mau vang, dugc tinh sach bang séc ky cot
nhanh trén hop silica gel 120g (50 — 100% 1:1 EtOAc/MeCN trong diclometan qua 33
phit, 75 mL/phit). Qua trinh 1am bay hoi va 1am khé céc phén doan c6t tinh khiét trong
chéan khong tao ra hgp chét néu trong tidu dé & dang chét rén c6 mau kem (2,09 g). Qué
trinh ¢d ddc cac phan doan khong tinh khiét va tinh sach lai trén hop 80g silica gel nhu
trén tao ra mé chét rin c¢6 mau kem bd sung (0,22 g), va tao ra tbng hiéu suét cta hop
chét néu trong tiéu dé 12 2,31 g (71%). 'H NMR (300 MHz, CDCI13) 6 6,85 (d, 1H, J=4
Hz), 6,72 (m, 1H), 6,65 (d, 1H, J= 4 Hz), 6,44 (dd, 1H, J = 15 Hz, 11 Hz), 6,25 (s, 1H),
5,67 (dd, 1H, J= 16 Hz, 9 Hz), 5,41 (m, 1H), 4,79 (d, 1H, J= 11 Hz), 4,30 (t, 1H, J=11
Hz), 3,72 (m, 2H), 3,51 (d, 1H, J =9 Hz), 3,37 (m, 4H), 3,27 (m, 1H), 3,23 (s, 3H), 3,16
— 2,99 (m, 4H), 2,85 (m, 7H), 2,62 (m, 3H), 2,39 (ddd, 1H, J= 19 Hz, 12 Hz, 4 Hz), 2,18
(br m, 2H), 1,77 (br m, 3H), 1,66 (s, 3H), 1,60 — 1,47 (m, 4H), 1,31 (m, 6H), 1,05 (m,
2H), 0,82 (s, 3H), MS (ESI, pos,): dugc tinh cho Cs;HeCINsO16S, 1071,4; tim thiy
1072,4 (M+H), 1054,9 (M-H20+H); [a]2°589m= -52,4 (¢ = 0,00301, MeOH). Xem Fig. 1
d6i véi "H-NMR ciia mot chat ddng phan khong ddi quang.
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4:1 MeCN:H,O

4 (DM1) 5
Vidu3

Hdn hop céc chit ddng phéan khong d6i quang ciia maytansin-3-N-metyl-L-alanin-
propanamidyl-3-thio-3-suxinimidyl-N-metylxyclohexyl-4-trans- carboxysuxinat (6): Mau
gbm céc chit déng phén 1ap th hdn hop ctia hop chét 5 dugc tdng hop theo don sang ché
M§ 20100129314, vi du XI. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) § 6,85-6,6 (m), 6,4 (m), 6,1
(m), 5,8-5,4 (m), 5,2 (m), 4,92-4,79 (m), 4,4-4,1 (m), 4,03 (s), 3,82 (m), 3,8-2,2 (m), 2,1
(m), 2,07 (s), 2,0-0,8 (m), MS (ESI, duong,): dugc tinh cho Cs;HgCIN5sO (S, 1071,4; tim
thiy 1072,4 (M-+H). Xem Fig. 2 cho 'H-NMR ciia hdn hgp cic chét ddng phan khong dbi

quang.
Vidu4

Axit maytansin-3-N-metyl-L-alanin-propanamidyl-3-thio-3-suxinimidyl-N-
metylxyclohexyl-4-trans-carboxylic triét quang (8): B6 sung dung dich chira axit trans-
1,4-(maleimidometyl) xyclohexan-1-carboxylic 7 (167 mg, 0,701 mmol) trong 1,2-
dimetoxyetan (8 mL) vao dung dich hop chit 4 (340 mg, 0,461 mmol) trong 1,2-
dimetoxyetan (15 mL). Sau d6, hdn hop duge xir Iy bang dém pH = 7,5 (20 mL) va vai
giot NaHCO; nuéc bdo hoa dé duy tri @6 pH nay. Hdn hop phan tng dugc khudy qua
dém & nhiét do trong phong trong mdi truong argon va sau d6 dugc cd dac & ap suét
giam. Can thd dugc tinh sach bing séc ky pha dao bang cach st dung cot C18, cot 20-40
micron (100 g), rira gidi béng_ gradien (10 95% qua 25 phut) cuia axetonitril (AcOH 0,1%)
trong nuéc (AcOH 0,1%), va dugc lam dong kho dé tao ra hop chit 8 (330 mg, 0,338
mmol, hiéu sudt 73%) & dang chét rin mau tring. MS m/z: 977,2 [MH+], 957,2 [M-18],
999,2 [M+ Na]; D tinh khiét: >98% (bing LC/MS).
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Vidu$5

T4ch bat d6i xtng hop chit 8 thanh cac chit ddng phén khong d6i quang don 1&
(R*)-axit maytansin-3-N-metyl-L-alanin-propanamidyl-3-thio-3-suxinimidy]-N-
metylxyclohexyl-4-trans-carboxylic (9) va (S*)-axit maytansin-3-N-metyl-L-alanin-
propanamidy1-3-thio-3-suxinimidyl-N-metylxyclohexy1-4-trans-carboxylic (10) (S* va
R* 13 chit ddng phan 1ap thé don 1& c6 tinh bét dbi ximg chua biét): hdn hop ddng phéan
khong dbi quang cua cac hop chit 8 (20 mg) dugc hoa tan trong 0,5 ml axetonitril va
dugc tach bing cach sit dung cft Chiral ban didu ché (Chirlacel OJ, hé dung moi,
Hexan:IPA:Etanol 6:1:1) @& tao ra 3,5 mg hop chét 10 & dang hop chét chay nhanh hon,
MS m/z 977,2 [MH+], 957,2 [M-18], 999,2 [M+ Na]; Do tinh khiét: >95% (bing
LC/MS), RT = 32 phut va 4,6 mg hop chét 9 & dang hop chét chay chidm hon, MS m/z:
©977,2 [MH+], 957,2 [M-18], 999,2 [M+ NaJ; D¢ tinh khiét: >95% (bang LC/MS), Rf=48
phut.

Vidub6
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Téng hop (S*)-axit maytansin-3-N-metyl-L-alanin-propanamidyl-3-thio-3-
suxinimidyl-N-metylxyclohexyl-4-trans-carboxylic (11): dung dich hop chit 10 (2,5 mg,
0,0026 mmol) dugc hoda tan trong diclometan (1 mL), sau d6 dugc xtit ly bing N-
hydroxysuxinimit (NHS, 6,0 mg, 0,052mmol) va 1-[3-(dimetylamino) propyl]- 3-
etylcarbodiimit hydroclorua (EDCI, 13 mg, 0,065 mmol). Hdn hop phan tmg dugc khudy
qua dém & nhiét do trong phong trong mdi trudng argon, dugc rira bang nudc sau dé
bang nudc mudi bién, dugc 1am khod trén natri sulfat khan, va dugc loc. Dung mdi duoc
1am bay hoi duéi 4p suét giam dé tao ra cin thd, dugc tinh sach bang sic ky pha dao bﬁng
cach sir dung cot C18, 20-40 micron (30 g), rira giai bang gradien (10 - 95% qua 18 phut)
cta axetonitril (0,1% AcOH) trong nuéc (0,1% AcOH), va dugc lam dong khd dé tao ra

hop chét 11. MS m/z: 1073,2 [MH+], 1054,4[M-18]; D9 tinh khiét: 95% (bang LC/MS).

7
EDC, NHS N

0\_,-10

[ (o]

Vidu7

(R*)- axit maytansin—3-N-metyl-L-alanin-propanamidyl-3-thio-3-
suxinimidyl-N-metylxyclohexyl-4-trans-carboxylic (12): dung dich hgp chit 9 (3, mg,
0,003 mmol) dugc hoa tan trong diclometan (1 mL), sau d6 duoc xur ly bang N-
hydroxysuxinimit (NHS, 3,0 mg, 0,026mmol) va 1-[3-(dimetylamino) propyl]-3-
etylcarbodiimit hydroclorua (EDCI, 7 mg, 0,036 mmol). Hén hgp phan tng duge khudy
qua dém & nhiét d0 trong phong trong mdi trudng argon, duge rira bing nudc sau d6
bang nuéc mudi bién, dugc 1am kho trén natri sulfat khan, va dugc loc. Dung mdi duqé
- 1am bay hoi duéi ap sudt giam dé tao ra cin tho, dugce tinh sach bang séc ky pha dio bing
cach st dung cot C18, 20-40 micron (15 g), rira giai bang gradien (10-95% qua 18 phut)
ctia axetonitril (0,1% AcOH) trong nuéc (0,1% AcOH), dugc lam dong kho dé tao ra hop
chét 12. MS m/z: 1073,2 [MH+], 1054,4[M-18]; Db tinh khiét: 95% (b%mg'LC/MS).
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Vidu$8
Diéu ché thé lién hop va md ta dic diém.

Hai ché phim lién két maytansin khac nhau dugc diéu ché theo cac vi du truéce
" (Hop chét 5 va Hop chét 6) dugc tiép hop véi nhiéu khang thé don dong khéng khang
nguyén khéi u khac nhau. Hop chit 5 chtra phén 16n 14 chét dong phan khong dbi quang
don 18 cia hop chit gay doc t& bao thanh phin lién két-DMI, trong khi 46 Hop chit 6
chira hdn hop nhiéu chit dong phan khéng dbi quang thanh phin lién két-DM1 khac
nhau. Khang thé duoc st dung trong vi du nay 14 khéng thé khang HER2 c6 ving bién
ddi thu dugc tir humAb4D5-8 tir Carter et al, PNAS 1992 89 4285, khéang thé khang
EGFRVIII c6 ving bién dbi thu duoc tir dong 131 tir WO2013075048 A1, va khang thé
khang MUC16 c6 viing bién dbi thu dugc tir dong 3AS tir WO2007001851.

Khang thd dugc bidu hién trong té bao CHO va dugc tinh sach bing Protein A.
Khéng thé dbi chimg isotyp khong lién két thu dugce tr khang nguyén cia bénh truyén

nhiém khong c6 moi quan hé nao véi ung thu cling dugce st dung trong vi du nay.

Khéang thé (10 mg/ml) trong HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, pH = 8,0, va DMA
10% (v/v) duogc lién hop véi luong du 6 14n cta hop chit 5 hoic 6 trong 1 gid & nhiét do
mdi truong. Céc thé lién hop duogc tinh sach bang séc ky loai trir kich thuéc va duge loc
v tring. Nong do protein va trong tai thanh phan lién két dugc xac dinh bang phén tich
phd UV va phd khéi lwgng MALDI-TOF. HPLC loai trix kich ¢ cho thdy ring tat ca cac
thé lién hop str dung c6 dang monome & ty 1¢ >95%, va RP-HPLC cho thdy rang c6 it
hon 0,5% trong tai thanh phan lién két khong duoc lién hop. Hiéu suit dugc bio cdo
trong bang 1 dua vao protein. Tht ca cac khang thé lién hop dugc phan tich bang UV dbi
véi cac gia tri tai trong tai thanh phin lién két theo Hamblett et al, Cancer Res 2004 10
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7063 va bing chénh 1éch khéi luong, dang ty nhién so véi dang dugc lién hop. Két qua
duogc tdng két trong bang 1.

Bang 1

S 26790 5700

6* 26790 5700

HER2 81847 215388
EGFRVIII 79579 209420
MUC16 88671 248380
Pbi chimg Isotyp 81718 233480

HER2-5 (in vivo) 2,7 2,7 66
HER2-5 (in vitro) 3,1 2,4 75
HER2-6 (in vitro) 2,9 2,4 _ 70
EGFRVIII-5 2,8 2,3 | 56
EGFRVIII-6 2,9 2,2 56
MUC16-5 . 2,4 2,0 76
MUC16-6 2,3 2,1 96
Dbi ching Isotyp-5 3,3 3,3 67

* hé sb tit dugc st dung tir hop chét 5

Vidu9
- Thir nghién doc tinh té bao in vitro.

Té bao duge gieo trong cic dia 96 giéng phti PDL & mat d§ 10.000 (SK-BR- 3 va
NCI-N87), 15.000 (BT-474), 3000 (Ovcar-3 va PC3/Mucl6), 2000
(HEK293/hEGFRVIII), 1500 (U251/hEGFRVII), hodc 400 (MMT/hEGFRvVIII) té bao
mdi giéng trong mdi trudng phat trién hoan toan va dugc cho phét trién qua dém. Déi véi
duong cong kha ning séng s6t té bao, cac thé lién hop khéng thé-dugc chit dugc pha

loang theo day khong chira trong tai dugc bd sung cho céc té bao & nong do cudi ndm
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trong khoang tir 1 pM dén 1 pM va duoc u trong 3 ngay. Mbi ndng d6 dugc chay hai lan

va duge béo céo voi do 1éch chudn twong tmg. Céc té bao dugc 1 véi CCK8 (Dojindo)

| trong 1-3 gid cudi va mirc d6 hép thu & 450nm (ODysg) duoc x4c dinh béng Flexstation3

(Molecular Devices). Mitc ODyso co s& tir té bao dugc didu tri bing digitonin (40 nM)

duoc trir di tir tAt ca cac giéng va kha nang séng sét dugc biu dién theo phan trim ddi-
ching khong dugc diéu tri. Gia tri ICso dugc xac dinh tir phuong trinh 16git bbn thong sb

- trén dudng cong dap tmg 10 diém (GraphPad Prism). Tét ca cac dudng cong va gia tri

ICsy duogc hiéu chinh cho cidc duong lugng trong tai dya trén viéc tai tu thd nghi€ém

MALDI-TOF.

G céc té bao SKBR3 (dong ung thu vi), bidu hién tu nhién HER2 cao hon lién két
d6i chimg isotyp 607 1n, thé lién hop hop chit dong phan khong d6i quang don 1¢
HER2-5 (16 in vitro va in vivo) c6 gia tri ICs, 14 0,3 nM so véi 0,9 nM & hdn hop thé lién
hop hop chit ddng phén khong dbi quang HER2-6 (Bang 2, Fig. 3). L in vitro nhd dugc
lién hop trude va chi st dung cho thir nghiém ting sinh té bao, trong khi 16 in vivo 16n
hon dugc lién hop sau va sit dung cho cé thir nghiém in vitro va in vivo. Khéng thé HER2

trdn c6 rét it hoat tinh chéng ting sinh.

& céc té bao BT474 (dong ung thu vit), bidu hién ty nhién HER2 cao hon lién két
dbi chimg isotyp 426 lan, thé lién hop hop chét ddng phan khong déi quang don 1€
HER2-5 HER2-5 (in vitro) c6 gia tri ICs 12 4,6 nM trong khi 16 HER2-5 (in vivo) c6 gia
tri ICsp 12 4,0 nM so vé6i 11,6 nM & hén hop thé lién hop hop chit ddng phan khong dbi
quang HER2-6 (Bang 2, Fig. 4). Khang th8 HER2 trdn c6 rét it hoat tinh chdng ting sinh.

3 cac t& bao NCI-N87 (dong ung thu vi), biéu hién trr nhién HER2 cao hon lién
két dbi ching isotyp 869 1an, thé lién hop hop chit ddng phan khéng d6i quang don 18
HER2-5 (in vitro) c6 gia tri ICs 12 0,6 nM trong khi 16 HER2-5 (in vivo) c6 gié trji ICs 1a
0,4 nM so vé6i 1,0 nM & thé lién hop hop chit ddng phan khong d6i quang HER2-6 (Bang
2, Fig. 5). Khang thé HER2 trin c6 rat it hoat tinh chéng ting sinh.

O cac t& bao HEK293/hEGFRVIIL, biéu hién hEGFRVIII cao hon lién két déi
chung isotyp 360 14n, ca hai thé lién hop (chit ddng phan khéng d6i quang don 1é va hdn
hop chét ddng phan khong d6i quang) c6 gid tri ICsy 12 0,4 nM (Bang 3, Fig. 6). Khang

-40-



27102

~ thé trAin EGFRVIII c6 rét it hoat tinh chdng ting sinh.

G céc t& bao MMT/hEGFRVIIL, biéu hién hEGFRVIII cao hon lién két d6i ching
isotyp 280 14n, thé lién hop hop chét ddng phan khong dbi quang don 1¢ EGFRVIII-5 c6
gia tri ICso 12 0,5 nM trong khi hdn hop thé lién hop ctia hop chét ddng phan khong dbi
quang EGFRVIII-6 ¢6 gi4 tri ICs 12 9,8 nM (Béang 2, Fig. 7). Khang thé trAn EGFRVIII c6
rét it hoat tinh chdng ting sinh.

O céc té bao U251/hEGFRVIIL, bidu hién hEGFRVIII cao hon lién két d6i ching
isotyp 165 14n, thé lién hop hop chit ddng phan khong d6i quang don 1&¢ EGFRVIII-5 c6
gia tri ICsq 13 2,4 nM trong khi hén hop thé lién hop cia hop chét ddng phan khong d6i
quang EGFRVIII-6 ¢6 gié trj ICs, 12 3,3 nM (Bang 3, Fig. 7). Khéng thé EGFRVIII tran c6
rat it hoat tinh chdng ting sinh.

O céc té bao Ovcar-3 (dong ung thu budng trimg), biéu hién tw nhién MUC16 cao
hon lién két d6i ching isbtyp 373 1an, thé lién hop hop chit ddng phan khéng dbi quang
don 16 MUC16-5 ¢6 gié tri ICs 13 6,3 nM trong khi hdn hop thé lién hop clia hop chét
ddng phan khong d6i quang MUC16-6 c6 gia tri ICs, 1a 16,0 nM (Bang 4, Fig. 8). Khéang
thé trAin Muc16 c6 rét it hoat tinh chéng ting sinh.

& céac té bao PC3/MUCI16, bidu hién MUC16 cao hon lién két d6i chiing isotyp
105 14n, thé lién hop hop chit ddng phan khéng dbi quang don 1 MUC16-5 ¢6 gia tri
ICso 12 0,34 nM trong khi hén hop thé lién hop ctia hop chét ddng phan khong d6i quang
" MUC16-6 ¢6 gié tri ICs, 12 0,8 nM (Bang 4, Fig. 9). Khéng thé trAn Muc16 c6 rét it hoat
tinh chdng ting sinh.

O c4c Fig. 3, 4, va 5, maytansin-3-N-metyl-L-Ala-(3-metyldisulfanyl) propanamit
(DM1-SMe, dugc didu ché theo Ho va Carrozzella, don sang ché My 2007/0037972 Al)
dugc chon dé dai dién cho trong tai trong cac thir nghiém ndy. Hop chét 4 s& 12 qua hoat
dong khi st dung in vitro hodc in vivo, do d6 tao ra cac két qua khéng déng tin cay.

Két qua in vitro dugc téng két trong cac Bang 2-4 trén co s dich dudi diy. Vi dy
nay chimg té ring céc thé lién hop khang thé khang khdi u-duge chét chira duoc chit

chit déng phan khong dbi quang don 1é theo séng ché, trong héu hét cac truong hop, déu
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thé hién kha nang tidu diét in vitro 16n hon so véi cac thé lién hop khéng thé-dugc chét
twong Umg chira hdn hop cac chit ddng phan khéng dbi quang. Véi cac muc ticu duge
phan tich, cac thé lién hop khéng thé chét ddng phan khong d6i quang don 18-dugc chit
thuong c6 hiéu qua hon cac thé lién hop hén hop trong tng & murc 4§ tir 2 dén 3 14n, tuy

vao dong té bao cu thé dugc thir nghiém.

Béang 2

HER2-5 (in vitro) 0,3 4,6 0,6
HER2-6 (in vitro) 0,9 11,6 1,0
Béang 3

EGFRVIIL-5 | 0,4 0,5 24
EGFRVII-6 0,5 9,8 3,3
Béang 4

MUC16-6 16,0 0,80

Vidu 10
Nghién ctru in vivo.

Pé xé4c dinh hiéu qua in vivo cua thé lién hop chét ddng phan khong d6i quang don
* 1é khang HER2 ("HER2-5"), c4c nghién ctru dugc thuc hién & chudt nhét mang mo ghép

ung thu da day khac loai HER2+, vi hiéu qua di dugc béo céo trude do 6 mau nay béi
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Barok et al (Barok M et al, Can Letters 2011). Cu thé, 5 x 10° t€ bao NCI-N87 (ATCC
CRL-5822) dugc cy dudi da vao suon phai bén dudi cia chudt nhit CB-17 SCID
(Taconic). Khi c4c khéi u dat dén kich thudc trung binh 1a 150mm’, chudt nhét dugc
chon ngiu nhién vao cac nhém tdm con va dugc cho ding 1iéu HER2-5 hoic chét thir dbi
chimg. Chét thir d6i ching bao gbm chit din thudc PBS, DM1-Sme ty do, d6i chimg
isotyp, d6i chirng isotyp-5, hoic HER2. Chudt nhét nhan cac lifu mot 14n mot tudn trong
ba tudn va thé tich khdi u va trong lugng co thé dwoc gidm sat hai 1an mét tudn trong subt
nghién ctru. Cac thé 1ién hop dugc dinh lidu & 1, 5 va 15 mg/kg, vi cac liéu ndy di duge
chi ra 1a ¢6 hiéu qua trong cic nghién ciru in vivo truéc d6 bdi Lewis-Phillips et al

(Lewis-Phillips G et al., Can Res 2008).

Trong miu khéi u N87 hién tai, HER2-5 chirng minh hiéu qua khéng khéi u rd
rang, v6i cac lidu 5 va 15 mg/kg din dén su giam dang ké thé tich khéi u ban ddu va sy
trix tiét mot s6 khéi u & cac lidu cao hon (Fig. 11 va 12). Su phat trién cham déng ké cta
khdi u so vé6i chét déi chimg ciing dugc quan sit & mic liéu 1 mg/kg. Khong cé bién cb
bét lgi ndo quan sat dugc sau khi diing liéu, v6i cac con chudt nhét nhan HER2-5 ching

minh sy ting trong manh mé trong subt nghién ctru (Fig. 13).
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché phém chira hop chét c6 cong thirc I1a hoc ITb:

IIa

IIb

trong do:

L 1a khang thé hogc manh lién két khang nguyén ctlia n;

va trong d6 hop chét c6 cong thirc ITa hodc IIb c6 mit & lwong du chét ddng phan

khong d6i quang 16n hon 50%.
2. Ché phim theo diém 1, trong d6 L 1a khang thé, hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 lién két diic hiéu véi khang nguyéﬁ di kém v6i khdi u; va trong d6 khang nguyén
di kém véi khdi u duge chon tir nhém gém AFP, ALK, protein BAGE, B-catenin, brc-abl,
BRCAL1, BORIS, CA9, cacbonic anhydraza IX, caspaza-8, CD20, CD40, CDK4, CEA,
CLECI12A, cMET, CTLAA4, xyclin-B1, CYP1BI, EGFR, EGFRVIII, ErbB2/Her2, ErbB3,
ErbB4, ETV6-AML, EphA2, Fra-1, FOLRI, protein GAGE, GD2, GD3, GloboH,
glypican-3, GM3, gpl100, Her2, HLA/B-raf, HLA/k-ras, HLA/MAGE-A3, hTERT,
IGF1R, LGR5, LMP2, protein MAGE, MART-1, mesothelin, ML-IAP, Mucl, Mucl6
hoic CA-125, MUMI1, NA17, NY-BR1, NY-BR62, NY-BR85, NY-ESO1, 0X40, pl15,
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p53, PAP, PAX3, PAXS, PCTA-1, PDGFR-a, PDGFR-f, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C,
PDGF-D, PLAC1, PRLR, PRAME, PSMA, FOLHI, protein RAGE, Ras, RGSS5, Rho,
SART-1, SART-3, Steap-1, Steap-2, survivin, TAG-72, TGF-B, TMPRSS2, Tn,
TNFRSF17, TRP-1, TRP-2, tyrosinaza, va uroplakin-3.

3. Ché phim theo diém 2, trong d6 khang nguyén di kém khéi u duoc chon tlir nhém
gbm EGFRVIIL, Her2, va Mucl6. |

4, Ché phim theo diém 1, trong d6 hop chét c6 cong thirc Ila hodc IIb c6 mit &
lwgng du chit ddng phan khong d6i quang 16n hon 95%.

5. Ché phim theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 4, trong d6 hop chét c6

cong thic I1a la:

6. Ché phim theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 hop chét c6
cong thue IIb la:

7. Dugc phim chira hop chét c6 cong thirc ITa hogc IIb:
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ITa
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IIb

va ta dugc dugce dung,

trong d6 L 12 khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 va hgp chét c6 cong
thire ITa hogic ITb c6 mit & luong du chit dong phan khong d6i quang 16n hon 50%.

8. Dugc phim theo diém 7, trong d6 hop chét c6 cong thirc ITa hodc IIb 1a:
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9. Dugc phim theo diém 8, trong d6 hop chét c6 cong thirc I1a hodc IIb c6 mit &

lwong du chét d6ng phan khong d6i quang 16n hon 95%.

10.  Dugc phdm theo diém 7, trong d6 hop chét c6 cong thirc Ila la:

12.  Ché phdm chira hop chét c6 cong thirc I:
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I
trong d6
(o]
Yoo Vi~ ©
O\/N s " O\/N 7S \n
X1a O Ri'R, ¥ hoic O Ri R, ,rr';
O'Na* oK*
F F ) 9|
E r E Os8-0 Oss-0
N
o :[ [ I o ﬁo ©: N
OJ/:}: F ¥ F ¥ 7N o7 N N
Yl la v s F s e s v s s
: ; hodc H;

R; va R, ddc lap duoc chon tir H hodc alkyl; va
n doc 1ap 12 0 hozic sd nguyén tir 1 dén 50;

trong d6 hop chét c6 cong thirc I c6 mat & lugng du chit ddng phan khong ddi quang 16n

hon 50%.
/J:>: ©
N

13.  Ché phim theo diém 12, trong d6 Yy 1a © Ao

14. Ché phém theo diém 12 hoic 13, trdng d6oR; vaR, 1a H.

15.  Ché phim theo didm bét ky trong sb cac diém tir 12 dén 14, trong d6 n 1a sb
nguyén tir 1 dén 10.

16.  Ché phim theo diém bét ky trong sé cac diém tr 12 dén 15, trong d6 hop chét c6
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cong thirc I 1a:

o) hoédc

17.  Ché phim theo diém 16, trong d6 hop chét c6 cong thic I 1a:

18.  Ché ph&m theo diém 16, trong d6 hop chét c6 cong thire I 1a:
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19.  Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 12 dén 18, trong @6 lugng du
chét ddng phan khéng dbi quang 12 it nhét 95%.

20.  Quy trinh diéu ché hop chit c6 cong thic I:

I
trong do:
Ol Yy o]
Y1\0)'... 0 ~o
N_> S n N> 'S n
X 1a O Ri R2”Hhozf1c O Ri Rz’f;
ONa* oK+
F F 0./ O
N
o X, L fre Lo OO
@ N F ¥ F ¥ oN o”~N N
Y, la: Ao Foo, Foo, Ao e

N, O,N

D AR

N N (0] -
ot oo f‘s,hoacH;

b b
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R; va R, doc 1ap dugc chon tir H hodc alkyl; va
n doc 1ap 12 0 hodc sd nguyén tir 1 dén 50; |
phuong phép nay bao gbm céc budc:
(a) cho
) hop chét c6 cong thirc II:

IV

(iii) gel silica; va
(iv)  chét pha lodng chira dung méi hitu co va nuéc

ti€p xuc vdi nhau;

(b)  tach hop chét c6 cong thic I, trong d6 hop chét c6 cong thirc I c6 mit &
lrgng du cht ddng phan khong d6i quang 16n hon 50%.
21.  Quy trinh theo diém 20, trong d6 dung mdi hiru co bao gbm dung mdi khong
proton phén cuc.
22.  Quy trinh theo diém 21, trong d6 dung moi khong proton phan cyc bao gdm
axetonitril.
23.  Quy trinh theo diém 20, trong 6 dung moi hitu co va nuéc c6 mit véi ty 18 thé

tich ndm trong khoang tir 1:1 dén 4:1 hodc khoang tir 1:1 dén 10:1.
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24.  Quy trinh theo diém 20, trong d6 ty 1€ mol cta hop chét c6 cong thirc III va hgp
chit c6 cong thirc IV ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:3.

25.  Quy trinh theo diém 20, trong d6 n 13 1, vd mdi R; va R, dc 14p nhau 13 hydro.
26.  Quy trinh theo diém 20, trong dé:

J =0

, o N
Y, 1a RE

R1 VE‘1R2 laH,
nlal;va

hop chit c6 cong thire I 1a:

27.  Quy trinh theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 20 dén 26, trong d6 budc (a) tao
ra hdn hop trong moi trudong argon.

28.  Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 20 dén 27, trong d6 budc (a) con
bao gdm budc khudy hdn hop. |

29.  Quy trinh theo diém bét ky trong sb céc diém tir 20 dén 28, trong @6 budc (a) con
bao gdm budc khudy hdn hgp & nhiét do moi truong.

30.  Quy trinh theo diém bt ky trong s6 cac didm tir 20 dén 29, trong d6 trong budce
(a) bude cho tiép xvc 14 trong thoi gian khoang 18 gid.

31.  Quy trinh theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 20 dén 29, trong d6 hop chét c6
cong thic IV c6 lugng du ty lugng voi hop chét c6 cong thirc II1.

32.  Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 20 dén 29, trong d6 quy trinh nay
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con bao gébm bude cho tiép xuc véi lwong bd ‘sung cia hop chét c6 cong thirc IV sau
budce (a).

" 33.  Quy trinh theo diém bat ky trong s cac diém tir 20 dén 29 va diém 32, trong 6 ty
16 mol cta hop chét c6 cong thirc IV véi hop chét c6 cong thirc III trong bude (a) 1a
khoang 2,3:1.

34.  Quy trinh theo diém 20, trong d6 ty 1& mol cua hop chét c6 cong thirc IV véi hop
chét c6 cong thirc I1I trong bude (a) 1a khoang 1,5:1.

35.  Quy trinh theo diém bét ky trong sb céc diém tir 20 dén 29, trong d6 budc (b) con
bao gdm budc tach hop chit c6 cong thirc I bang cach loc.

36.  Quy trinh theo diém 35, trong d6 budc loc 12 loc qua xelit.

37.  Quy trinh theo diém bt ky trong sb cac diém tir 20 dén 36, trong d6 quy trinh ndy
con bao gdm budc tinh sach hgp chét c6 cong thirc I bing séc ky cot trén silica gel.

38.  Quy trinh theo diém 37, trong d6 quy trinh nay con bao gbm budc lam kho hop
chét c6 cong thirc I. |

39.  Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 20 dén 37, trong d6 quy trinh nay
* con bao gdm bude két hop hop chét c6 cong thirc I vé6i khang th8 hodic manh lién két
khéng nguyén cua n6 dé tao ra thé lién hop khéng thé-dugc chét.

40.  Quy trinh theo diém bt ky trong s cac diém tir 20 dén 39, trong d6 hop chit c6
cong thiac I dugce gén v6i khang thé hoic méanh lién két khang nguyén thong qua S, O,
ho#ic NRj; trong d6 R3 14 H hodc alkyl.

41.  Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 20 dén 40, trong d6 hop chit c6

cong thure I 1a:
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42.

/]:'\?:o

o)
Y, la: R

R;vaR,1a H; va
nlal.
Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 20 dén 41, trong do:

o

. 0
Y, la: R

R;vaR; 1a H;

nlal;va
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hop chét c6 cong thirc I 1a:

44.  Quy trinh theo diém 39, trong d6 khang thé hodc manh lién két khéng nguyén cia
n6 lién két dic hiéu v6i khang nguyén di kém véi khéi u, trong d6 khéang nguyén di kém
khéi u duoc chon tir nhém gdm AFP, ALK, protein BAGE, B-catenin, brc-abl, BRCAL1,
BORIS, CA9, cacbonic anhydraza IX, caspaza-8, CD20, CD40, CDK4, CEA, CLECI12A,
cMET, CTLA4, xyclin-B1, CYP1B1, EGFR, EGFRVIII, ErbB2/Her2, ErbB3, ErbB4,
ETV6-AML, EphA2, Fra-1, FOLRI1, protein GAGE, GD2, GD3, GloboH, glypican-3,
GM3, gp100, Her2, HLA/B-raf, HLA/k-ras, HLA/MAGE-A3, hTERT, IGF1R, LGRS,
LMP2, protein MAGE, MART-1, mesothelin, ML-IAP, Mucl, Mucl6, CA-125, MUMI,
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NA17,NY-BR1, NY-BR62, NY-BR85, NY-ESO1, OX40, p15, p53, PAP, PAX3, PAXS,
PCTA-1, PDGFR-0, PDGFR-B, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D, PLACI, PRLR,
PRAME, PSMA, FOLHI, protein RAGE, Ras, RGS5, Rho, SART-1, SART-3, Steap-1,
Steap-2, survivin, TAG-72, TGF-B, TMPRSS2, Tn, TNFRSF17, TRP-1, TRP-2,
tyrosinaza, va uroplakin-3. '

45.  Quy trinh theo didm 44, trong d6 khang nguyén di kém khdi u dugc chon tir nhém
gdm EGFRVIIL, Her2, va Mucl6. |

46.  Quy trinh diéu ché hop chét c6 cong thirc I1a hoic IIb:

ITa

IIb
trong d6 L 1a khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia no; va
trong d6 hop chit c6 cong thirc ITa hodc IIb ¢6 mit ¢ lugng du chit ddng phan
khong d6i quang 16n hon 50%, quy trinh bao gbm budc:
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(a) cho L phan tng véi hop chét c6 cong thirc I, trong d6 hop chét c6 cong thic I

la:

hoac

trong d6 hop chét c6 cong thire I c6 mit & lugng du chit ddng phan khéng dbéi quang 16n
hon 50%; va (b) tinh sach hop chét cé cong thirc ITa hogc IIb.

47.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 L 1a khang thé, hodic manh lién két khang nguyén
ctia né lién két dic hiu v6i khang nguyén di kém véi khéi u va trong d6 khang nguyén di
kém khdi u dugc chon tir nhém gém AFP, ALK, protein BAGE, B-catenin, brc-abl,
BRCA1, BORIS, CA9, cacbonic anhydraza IX, caspaza-8, CD20, CD40, CDK4, CEA,
" CLECI12A, cMET, CTLA4, xyclin-B1, CYP1B1, EGFR, EGFRVIII, ErbB2/Her2, ErbB3,
ErbB4, ETV6-AML, EphA2, Fra-1, FOLRI, protein GAGE, GD2, GD3, GloboH,
glypican-3, GM3, gpl00, Her2, HLA/B-raf, HLA/k-ras, HLA/MAGE-A3, hTERT,
IGF1R, LGR5, LMP2, protein MAGE, MART-1, mesothelin, ML-IAP, Mucl, Muclé6or
CA-125, MUM1, NA17, NY-BR1, NY-BR62, NY-BR85, NY-ESO1, OX40, pl5, p33,
PAP, PAX3, PAX5, PCTA-1, PDGFR-a, PDGFR-B, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C,
PDGF-D, PLACI1, PRLR, PRAME, PSMA, FOLH], protein RAGE, Ras, RGS35, Rho,
SART-1, SART-3, Steap-1, Steap-2, survivin, TAG-72, TGF-B, TMPRSS2, Tn,
TNFRSF17, TRP-1, TRP-2, tyrosinaza, va uroplakin-3.
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48, Quy trinh theo diém 47, trong d6 khéng nguyén di kém khéi u dugc chon tir nhém
gébm EGFRVIII, Her2, va Muclé.

49.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chét c6 cong thirc ITa hoic IIb c6 mit &
lwong du chit ddng phan khong d6i quang 16n hon 95%.

50.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chit c6 cong thuc I ¢6 mit & lugng du chét
dbng phan khong dbi quang 16n hon 95%.

51.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chét c6 cong thirc ITa la:

52.

53. Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chét c6 cong thirc ITa 13:
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54.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chét c6 cong thire IIb 1a:

55.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chét c6 cong thirc I 1a:

0 hoac
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56.  Quy trinh theo didm 46, trong d6 hop chét c6 cong thic I 1a:

~ 58.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chét c6 cong thirc I 1a:

59.  Quy trinh theo diém 46, trong d6 hop chét c6 cong thirc I 1a:
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60.  Hop chét c6 cong thic I, duge diéu ché bing quy trinh theo diém bét ky trong sb
cc diém tir 20 dén 45.

61.  Hop chit c6 cong thirc ITa hogc IIb, dugce diéu ché bing quy trinh theo diém bat ky
trong sb cac diém tir 46 dén 59.

62.  Chéit dong phan khong d6i quang ctia hop chét c6 cong thic I:

I
trong do:
(0]
0
Y1\O
N S n
| O R{ : \
X la: "Ry &,
F F (o) P'Na* (o) P K
E E E <8=0 ¥5=0 N
o XL LT Lo Lo O
O/J:r}: F ¥ F YN o N N
Yl 121' o s F s F s ot ) o~ ""\Ns
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~N O,N
| [N o]
N, o,

b 2

¥ , hoac H;

R; va R, doc 14p duoc chon tir H hodc alkyl; va
n doc 1ap 1a 0 hodc sé nguyén tir 1 dén 50;

trong d6 chét ddng phan khong dbi quang ciia hop chét c6 cong thirc I c6 mit & lugng du

-0

\

63.  Chéat ddng phan khong dbi quang theo diém 62, trong d6 Y; 1a o A

chét ddng phan khong dbi quang 16n hon 50%.

64.  Chét ddng phan khong déi quang theo diém 62, trong d6 Ry va R, 1a H.

65. Chét ddng phan khong d6i quang theo diém 62, trong d6 n 1a s6 nguyén tir 1 dén
10.

66. ChAt ddng phan khong déi quang theo diém 62, trong d6 chat dong phan khong

d6i quang nay la:

hodc

67. Chit dong phan khong dbi quang theo diém 62, trong d6 chét dong phéan khong
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d6i quang nay 1a:

68. Chéat ddng phan khéng ddi quang theo diém 62, trong d6 chit ddng phan khong

dbi quang nay 1a:

69. Chit dong phan khong d6i quang theo diém 62, trong d6 chét dong phan khong

dbi quang nay 1a:
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70.  Chét ddng phan khong d6i quang theo diém 62, trong d6 chét ddng phan khong

d6i quang nay la:

71.  Chét ddng phén khong d6i quang theo diém 62, trong d6 chét dbng phan khong
dbi quang c6 mit & lugng du chét ddng phan khong d6i quang 16n hon 95%.

72.  Ché phim theo didm bét ky trong sb cac diém tir 12 dén 19, trong d6 hop chét c6
cong thirc I duoc dic trung bsi 'H NMR vé co ban nhu dugc thé hién trén Fig. 1.

73.  Chét dng phin khong d6i quang theo diém bét ky trong s cac diém tir 62 dén 71,
trong d6 chét dbng phan khong d6i quang dugc dic trung béi 'H NMR vé co ban nhu
dugc thé hién trén Fig.1.

74.  Hop chit c6 cong thie (i):

@)

trong d6 hop chit nay tinh khiét v& mit ddng phén 18p thé.

75.  Ché phim theo diém 2, trong d6 protein GAGE dugc chon tir nhom gom GAGE-1
va GAGE-2.

76.  Ché phim theo diém 2, trong @6 protein MAGE dugc chon tir nhém gbm MAGE-
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1, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, MAGE-6, va MAGE-12.
77.  Thé lién hop khéng thé-_duqc chit,trong d6 thé lién hop khéng thé-duoc chét nay
dugc tao ra bang cach két hop hop chét theo. diém 72 v&i khang thé hoic manh lién két
khang nguyén cua no.
78.  Quy trinh theo diém 44, trong d6 protein GAGE dugc chon tir nhom gdbm GAGE-
1 va GAGE-2. '
79.  Quy trinh theo diém 44, trong d6 protein MAGE dugc chon tir nhom gdbm MAGE-
1, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, MAGE-6, va MAGE-12.
80.  Quy trinh theo diém 47, trong d6 protein GAGE dugc chon tir nhém gdm GAGE-
1 va GAGE-2.
81.  Quy trinh theo diém 47, trong d6 protein MAGE dugc chon tir nhom gdm MAGE-
1, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, MAGE-6, va MAGE-12.
- 82.  Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 20 dén 29, bao gbm céc bude, sau
bude (a) va trude bude (b):

(c) bd sung vao hdn hgp nay mt hdn hop khéc chira:

(i)  hop chét co6 cong thire III:

(i)  hop chét ¢ cong thirc IV:

IV
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(iii) gelsilica; _
(iv)  chét pha lodng chira dung mdi hitu co va nudc; va
(d)  cho hdn hop khéc tlr budc (c) nay phan Gng;
trong d6 R; va R, doc 14p duge chon tir H hodc alkyl; va n doc 14p 1a 0 hodc sb nguyén tir

1 dén 50.
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