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Linh vue ky thuat dugc dé cap

Ban mo ta délcép dén cac phuong phap san xuét céac thé lién hop thube gy doc
té bao dang don thé/chit mang (“cic thé lién hop”) c6 muc tai thude cao hon va c6
phan doan lién hop thép (LFC) hiu nhu giam. Cu thé 13, sing ché d& cap dén cac thé
lién hop khang thé khang CD22-calicheamixin don thé. Ban md ta cling dé cap dén céc
thé lién hop theo sang ché,.ve‘l cac phuong phép tinh ché céc thé lién hop nay. Sang ché

dé cap dén dugc pham chira céc thé lién hop nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc thé lién hop thube duge phat trién dbi véi liéu phép chita tri bang thube co
hé thdng 14 cac tic nhin gay doc té bao dic hiéu dich. Noi dung nay bao gdm viéc tao
cap tac nhan didu tri bénh voi phn tir chit mang c6 tinh ddc hidu di véi quén the té
bao dich xac dinh. Cac khang thé c6 i luc cao dbi voi cac khang nguyén la su lya
chon tAt yéu lam c4c phan ntra dich. Vi khé nang st dung cac khang thé don dong c6
4i luc cao, cac xu hudng didu tri bing khang thé ngay cang c6 trién vong. Céc chat c6
doc tinh ma da duogc lién hop véi cac khéng thé don dong bao gdm céc ddc td, cac
thudc gy doc té bao c6 phan ti lugng thip, c4c chat cai bién dép ung sinh hoc va cac
chét dong vi phéng xa. Cac thé lién hop khang thé-doc td thudong duge goi 1a cac doc
t5 mién dich trong khi c4c thé lién hop mién dich bao gdm cac khang thé va cac thudc
c6 phan tir lugng thap nhu metotrexat va Adriamyxin lai dugc goi 1a cac thé lién hop
ho4 mi&n dich. Céc chét didu bién mién dich bao gdm céc chét cai bién mién dich dugc
biét 1a c6 cac chire ning didu hoa, vi du cac lymphokin, cac yéu t6 sinh truéng va yéu
t6 noc doc cia rin mang banh hoat hoa bd thé (CVF). Céc thé lién hop mién dich
phoéng xa bao gdm céc chat ddng vi phéng xa, cac chét ddng vi nay c6 thé duoc sir
dung lam céac chét chita tri dé giét chét cac té bao nho qué trinh phong xa cua chung
hodc dugce st dung dé ghi anh phong xa. Viéc phan phat cac thudc gy doc té bao dic
hi€u qua trung gian khang thé dén cac té bao ung thu dugc tin 1a khong chi lam ting
hiéu qua chdng ung thu ctia chung ma con ngin ngira su hép thu khong dich béi cac

md binh thudng, do dd, lam tang céc chi sb chira tri.
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Sang ché dé cap dén céc thé lién hgp mién dich bao gdm mot khang thé 1am
chit dfn t&i dich va c6 tinh dic hiéu ddi véi cac quyét dinh t6 khang nguyén nim trén
bé mit cua cac té bao 4c tinh 1én hgp véi mot thudc gy doc té bao. Sang ché @ cap
dén cac thé lién hop thudc gy doc té bao-khang thé, trong d6 khang thé c6 tinh dic
hidu dbi véi cac quyét dinh t6 khang nguyén d6i véi cac bénh 4c tinh té bao B, cac
bénh rdi loan ting sinh té bao lympho va cdc bénh viém man tinh. Ban mo6 ta dé cap
dén cac phuong phép san xuét cac thé lién hop mién dich va viéc st dung chiing trong
diéu tri.

Mot sb chit chita tri dua trén khéng thd @ diéu tri cac bénh khac nhau, bao
gdm bénh ung thu va bénh viém khép dang thp, da dugc chép thuan cho st dung 14m
sang hodc trong cac thir nghiém 14m sang dbi véi nhiéu bénh 4c tinh bao gdm cac bénh
4c tinh té bao B nhu u lympho khong Hodgkin. Mot chét chita tri dua trén khang thé
nhu véy 14 rituximab (Rituxan™), loai khang thé y1 dang kham khong duge danh déu
cua nguoi (vung +myl1V), khang thé nay dic hidu véi khang nguyén b& mit té bao
CD20, dugc biéu hién trén céc t& bao B. Cac chét chita tri dua trén khang thé nhu vay
dua vao kha ning gay doc té bao qua trung gian bd thé (CDCC) hodc kha ning gy
doc té bao cua té bao phu thudc khing thé (ADCC) chéng lai cac té bao B, hoic dua
vao viéc st dung cac chit ddng vi phong xa nhu *'I hodc MY, cac chét chira tri nay c6
cac van d& vé bao ché va str dung lién quan dbi vai cac bac s§ 1am sang va bénh nhén.
Tuwong tu, da biét IgG hodc Fab’ khang CD22 lién hop véi doc t6 mién dich dé diéu tri
u lypho B & nguoi, Shetie, M. A., (1991) Cancer Research, 51, No. 21, 5876-5880.
Vi vay, can c6 thé hé cac thé lién hop mién dich c6 thé khéc phuc dugc cac han ché
ctia cac chét chita tri dua trén khang thé hién tai @& didu tri nhiéu bénh 4c tinh bao gém
cac bénh 4c tinh tao mau nhu u lympho khong Hodgkin (NHL) ma co thé san xuét
dugc mot cach dé dang va c6 hiéu qua, c6 thé duoc st dung lip di 1ap lai ma khong
gdy dap ing mién dich.

Céac thé lién hop mién dich bao gbdm thanh vién cta ho céc tac nhan khing
khuin va chdng ung thu c6 cdng hiéu, dugc nhom thanh calicheamixin hodc phirc hop
LL-E33288 (bing My sb 4970198 (1990)), da dwgc phat trién dé sir dung trong viéc
diéu tri cac bénh u tuy. C6 cdng hiéu nhét cua cac calicheamixin dugc ky hiéu 1a y1, &
day duoc goi don gian 1a gama. Cac hop chét nay chtra metyltrisulfit ma c6 thé duoc

cho phan tmg véi céc tiol thich hgp dé tao thanh cac disulfit, déng thoi tao ra nhom
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chtrc nhu hydrazit hodc nhom chtre khac hitu ich cho vigée gén dén xuit calicheamixin
v6i chit mang (bing My s6 5053394). Viéc st dung cac thé lién hop din xuét
calicheamixin don thé/chit mang dé phat trién cac liéu phép chita tri dbi v6i nhiéu
bénh ung thu da bi han ché ca boi kha ning st dung céac tic nhén dich dac hiéu (cac
chit mang) cling nhu cac phuong phap lién hop dan dn sy hinh thanh protein két tu
khi luwong din xuit calicheamixin s& dugc lién hop véi chit mang (tirc 1a muc tai
thudc) tang 1én. Khi muc tai thuéc) cao hon lam tang cong hi€u hién cé cua thé lién
hop, mong muén c¢6 duge sy tai thube trén chat mang nhiéu t6i mic van gilt dugce ai
luc cua protein chét mang. Sy ¢ mit clia protein két tu, co thé c6 doc tinh va gay mién
dich khong dic higu va, do d6, phai loai ra khoi cac ing dung chita tri, lam cho quy
trinh san xuét cac thé lién hop nay trén quy md 16n trd nén kho khan hon va lam giam
hiéu sut cia san pham. Luong calicheamixin duogc tai trén protein chit mang (mirc tai
thudc), lugng két tu duoc hinh thanh trong phan (mg lién hop va hi¢u sut cua thé lién
hop don thé dugc tinh ché cubi cling c6 thé thu dugc déu co lién quan véi nhau. Do
d6, su giam bét phai duge thuc hién gifta mire tai thudc cao hon va hiéu suét cia don
thé cudi cing bang cach didu chinh luong din xuét calicheamixin phéan tng s& dugc bd

sung vao hdn hop phén tmg lién hop.

Xu huéng két tu déi véi cac thé lién hop thude gy doc té bao, nhét 1a céc thé
lién hop calicheamixin, ddc biét nghiém trong khi cac phan tng lién hop duogc thuc
hién véi cac thanh phdn lién két dugc mo ta trong bing My cac sb 5877296 va
5773001. Trong truong hgp nay, cac thé lién hop dugc tao ra & dang két tu chiém ty 1€
cao va rit khé duge tinh ché bang cc quy trinh ban dau nay (quy trinh CMA) dé sir
dung chira tri. Déi voi mot sb protein chat mang, cac thé lién hop c6 cac mirc tai thude
tham chi tdt nhét thuc té khong thé tao ra duoc ngoai trir trén quy md nho. Do vay, can
phai cai tién cdc phuwong phép lién hop cic thudc gay doc t€ bao, vi du cic
calicheamixin, v6i cac chit mang dé 1am giam thidu luong két tu va, do d6, cho phép

muc tai thube cang cao cang tot vai hiéu suat san pham thich hop.

Truéc d6, cac phuong phap lién hop dé bao ché dan xuét calicheamixin don
thé/chit mang véi mirc tai thudc/hiéu suét cao hon va qua trinh két tu giam di duoc
mb té (cac bing My sé 5712374 va 5714856). Mic dil céc quy trinh ndy tao ra céc ché
- phém lién hop c6 ham lugng két tu giam dang ké, sau d6 da phat hién ra rang no tao ra

cac thé lién hop chira cdc mirc cao khong mong mudn (45-65%, % dién tich HPLC)
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ctia phan doan lién hop thip (LCF), mdt phan doan hau nhu chi bao gdm khéang thé
khong lién hgp. Sy c6 mat cua LCF trong san pham 1a viéc sit dung khang thé khong
¢6 hiéu qua vi né khong chirc thubc gay doc té bao. N6 ciing c6 thé canh tranh véi thé
lién hop calicheamixin-chit mang ddi véi dich va 1am giam dang ké kha niang huéng
dich cua thé lién hop, dan dén sy giam hidu qua cia thudc gay doc té bao. Do do,
mong mubn c6 dugc quy trinh ma c6 thé tao ra cac mirc LCF thép hon déng ké va c6
cac mirc d6 két tu chép nhan dugc ma hiu nhu khong 1am bién ddi cac dic tinh vat Iy

ctia thé lién hop.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Ban md ta dé cap dén cac phuong phép san xuét thé lién hop dén xuét thudc gay
doc té bao dang don thé/chat mang (“cac thé lién hgp”) véi muc tai cao va phén doan
lién hop thép (LCF) hiu nhu giam. Cu thé 13, sang ché d& cap dén viéc san xudt the
lién hop dAn xuét calicheamixin dang don thé/chét mang, cac thé lién hop, céc dugce
phém, phuong phép tinh ché céc thé lién hop va viéc sir dung cac thé lién hop. Cu thé
hon, sang ché dé cap dén cac phuong phap sén xuit thd lién hop din xuét

calicheamixin dang don thé-khang thé khang CD22 (CMC-544).

Ban mo ta ciing dé cép dén quy trinh lién hop cai tién dé san xuét cac thé lién
hop tao ra cac mirc LCF thp hon déng ké (du6i 10%) ma khong c6 su bién dbi nao
dang ké vé cac dic tinh vat Iy hodc hoa hoc. Ban mo ta cling d& cap dén viéc cai tién
hon nita quy trinh lién hop khong chi din dén sy giam dang ké cac mic LCF ma con
din dén su giam dang ké su két tu so v6i cac quy trinh dugc md ta trude do va tao ra
mirc tai thubc hdu nhu ting 1én. Céc thé lién hop theo sang ché ¢ cong thiic:

Pr(-X-W)m
trong do:

Pr 1a chét mang c6 ban chét protein;

X 14 lién két bao gdm san phdm ctia nhém phan tng bét ky ma co thé phan tng
v&i chit mang c6 ban chét protein;

W 12 din xuét thubc gdy doc té bao;

m 13 muc tai trung binh déi v6i san phdm lién hop da dugc tinh ché sao cho

thubc gay doc té bao chiém tir 7 @én 9% khéi lugng thé lién hop; va
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(-X-W) 1a din xuét thudc gy doc té bao.

Theo mot phuong 4n, cac thé lién hop theo sang ché dugce tao ra bang phuong
phép theo sang ché bao gém céc bude: (1) bd sung dan xuét thubc gay doc té bao vao
chit mang c6 bin chét protein, trong d6 dan xuét thubc gay doc té bao chiém tu 4,5
dén 11% khdi luong chit mang c6 ban chit protein; (2) & din xudt thudc gy doc té
bao va chit mang c6 ban chét protein trong dung dich dém khong &i nhan, twong thich
v6i protein va c¢6 do pH nam trong khoang tir 7 dén 9, dé tao ra thé lién hop thude gay
doc té bao dang don thé/chit mang, trong d6 dung dich nay con bao gbm (a) dong
dung moi hitu co va (b) chit phu trg bao gdm it nhit mét axit cacboxylic Cé-Cis hodc
mudi cia nd, va trong d6 qua trinh 4 dugc thuc hién ¢ nhiét do nim trong khoang tir
30°C dén 35°C trong khoang thdi gian tir 15 phut dén 24 giv; va (3) cho thé lién hop
duoc tao ra & bude (2) thuc hién quy trinh tich bing sic ky dé tach cac thé lién hop
dAn xut thubc gay doc té bao dang don thé/chAt mang c6 ban chét protein c6 mirc tai
nam trong khoang tir 4 dén 10% khdi luong ctia thude gay doc té bao va c6 phan doan
lién hop thap dudi 10% ra khoi chit mang c6 ban chit protein khong dugc lién hop,

dan xuit thubc gay doc té bao va cac thé lién hop két tu.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét thé lién hop dan xuét calicheamixin dang

don thé/khang thé khang CD22 ¢6 cdng thirc
Pr(-X-S-S-W)m

trong d6: Pr 1a khang thé khang CD22; X 1a lién két thity phan dugc chira san pham
ctia nhom phan tng bét ky ma c6 thé phan tmg vé6i khéng thé; W 1a gbc calicheamixin;
m 14 tai lugng trung binh déi v6i san pham lién hop da tinh ché sao cho calicheamixin
chiém khoang 4-10% khéi lwong thé lién hop; va (-X-S-S-W)m la din xuat

calicheamixin, trong d6 phéan t khang thé chira ving bién ddi ctia chudi ning chta
(a) SEQ ID NO: 1 cho CDR-H1,

(b) trinh ty GINPGNNYATYRRKFQG cua gH7 trong Fig. 6 hodc SEQ ID NO:2 hogc
SEQ ID NO: 13 hodc SEQ ID NO:15 hodc SEQ ID NO:16 cho CDR-H2, va

(¢) SEQ ID NO:3 cho CDR-H3;
va ving bién ddi ctia chudi nhe chira

(d) SEQ ID NO:4 cho CDR-L1,
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(e) SEQ ID NO:5 cho CDR-L2, va
(f) SEQ ID NO:6 cho CDR-L3.

Theo mdt khia canh cua sang ché, chit mang c6 ban chét protein ctia thé lién
hop duge chon tir nhém bao gdm céc hormon, cac yéu t6 sinh trudng, cac khéng thé,
céc doan khang thé, khang thé dang kham, khang thé nguoi, khang thé duoc 1am twong
thich v&i ngudi, cac chit trong tu khang thé va cac ban sao cia chung da dugc thao

tac vé mat di truy€n hodc bang enzym.

Theo mot phuong &n cua sang ché, khang thé duogc chon tr nhém bao gdm
khéng thé don dong, khang thé dang kham, khang thé ngudi, khang thé dwoc lam

tuong thich véi nguoi, khang thé chudi don, doan Fab va doan F(ab),.

Theo phuong 4n khéc, khing thé dugc 1am tuong thich véi ngudi 1a khang thé
khang khang nguyén bé mit té bao CD22.

Theo phuong an wu tién, khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich véi ngudi
1a khang thé duoc ghép CDR, va bao gdm ving bién ddi ctia chudi nhe 1a 5/44-gl.1
(SEQ ID NO:19) va ving bién d6i ctia chudi ning 1a 5/44-gH7 (SEQ IS ID NO:27).

Theo phuong an uu tién khac, khang thé khang CD22 dugc 1a tuong thich véi
nguoi 1a khang thé duoc ghép CDR bao gbm chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO:28.

Theo phuong 4n vu tién khéac nita, khang thé khang CD22 dugc la twong thich
vGi nguoi 1a khang thé dugc ghép CDR bao gdm chudi ning c6 trinh tu néu trong SEQ
ID NO:30.

Theo phuong an uu tién khéac nira, khang thé khang CD22 dugc la tuong thich
vGi nguoi 1a khéng thé dugc ghép CDR bao gdm chudi nhe c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO:28 va chudi ning c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:30.

Theo phuong an khéac, khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich véi ngudi la
khéng thé duoc ghép CDR, 12 khang thé bién di thu duoc bing quy trinh thuan thuc ai
luc va cé tinh dédc hi€u tang dbi v6i CD22 cuia nguoi.

Theo khia canh khac, thubc giy doc té bao dugc str dung dé tao ra thé lién hop

thudc gy doc té bao dang don thé/chit mang theo sang ché 1a chét uc ché qua trinh
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trung hop tubulin, mot tic nhén alkyl hoa li€n két va gay rdi loan ADN, chét rc ché

qua trinh tdng hop protein, hodc 1a chét tc ché tyrozin kinaza.

Theo mot phuong 4n, thude gdy doc té bao dugc chon tir cac calicheamixin,
tiotepa, cAc taxan, vincristin, daunorubixin, doxorubixin, epirubixin, cac esperamixin,
actinomyxin, autramyxin, cic azaserin, cac bleomyxin, tamoxifen, idarubixin, céc

dolastatin/auristatin, cidc hemiasterlin va cac maytasinoit.

Theo modt phwong an uu tién, thudc gdy doc te bao la calicheamixin. Theo
phuong an duoc ddc biét uu tién, calicheamixin 1a gama calicheamixin hodc dan xuét

N-axetyl gama calicheamixin.

Theo khia canh khéc nira, thube gdy doc té bao duoc gén nhém chirc 3-
mercapto-3-metyl butanoyl hydrazit va lién hop voi chit mang c6 ban chét protein
thong qua thanh phan lién két thuy phan duoc, phan lign lién két nay c6 kha nang giai
phéng thudc gay doc té bao ra khoi thé lién hop sau khi lién két va di vao céc té bao

dich.

Theo phuong én wu tién cia khia canh nay, thanh phan lién két thuy phéan dugc

1a axit 4-(4-axetylphenoxy) butanoic (AcBut).

Theo khia canh khac nita cua sang ché, axit octanoic hodc mudi cua nod, axit
decanoic hodc mubi ciia né s& dugc sir dung lam chat phy trg trong sudt qua trinh dung

hop dé 1am giam sy két tu va lam ting mirc tai thude.

Theo khia canh khac nita ciia sang ché, céc thé lién hop theo séang ché duoc tinh

ché nho quy trinh tach bing sic ky.

Theo mot phuong an, quy trinh tach bang sic ky dugc st dung dé tach thé lién
hop din xuit thuc dang don thé-chét mang 1a sic ky da theo kich thuéc (SEC).

Theo phuong 4n khac, quy trinh tach bang sic ky dugc st dung dé tach thé lién
hop dan xuét thubc dang don thé-chét mang 1a HPLC, FPLC hosc sic ky Sephacryl S-
200.

Theo phuong 4n uu tién, quy trinh tach bing sic ky dugc stt dung dé tach thé
lién hop dan xuét thubc dang don thé-chit mang 14 sic ky tuong tac ky nude (HIC).
Theo phuong an duoc dic bi€t wu tién, HIC duoc thuc hién béng cach sir dung moi

trudmg sic ky Phenyl Sepharose 6 Fast Flow, moi truong sic ky Butyl Sepharose 4
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Fast Flow, mdi trudong sic ky Octyl Sepharose 4 Fast Flow, mdi truong sic ky
Toyopearl Ether-650M, mdi truong sic ky HIC Macro-Prep metyl hodc mdi truong
sic ky HIC Macro-Prep t-butyl. Theo phuong 4n dugc dic biét vu tién hon, HIC duoc

thuc hién bang cach sir dung mdi truong sic ky Butyl Sepharose 4 Fast Flow.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén thé lién hop dAn xuét thubc dang don
thé-chit mang dugc san xuét bang phuong phép theo sang ché. Theo phuong 4n uu
tién cta khia canh nay, thubc gy doc té bao dugc sir dung la calicheamixin va chét

mang duoc st dung 1a khang thé.

Theo phuong én uu tién khéac, khang thé nay duoc chon tir nhém bao gdm
khang thé don dong, khang thé dang kham, khing thé ngudi, khang thé duoc 1am
tuong thich véi nguoi, khang thé chubi don, doan Fab va doan F(ab),. Theo khia canh
duoc dac biét uu tién hon, khang thé dugc 1am tuwong thich véi ngudi khang khang

nguyén bé miit té bao CD22 s& dugc sir dung.

Theo mdt phuong an, khang thé khang CD22 duoc 1a tuong thich véi nguoi la
khang thé duogc ghép CDR, va bao gdm ving bién dbi ctia chudi nhe 1a 5/44-gL.1 (SEQ
ID NO:19) va ving bién ddi cia chudi ning 1a 5/44-gH7 (SEQ IS ID NO:27).

Theo phuong 4n khac, khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich voi ngudi 1a
khang thé dugc ghép CDR bao gdm chudi nhe c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:28.

Theo phuong an wu tién, khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich véi nguoi
1a khang thé dugc ghép CDR bao gdm chudi ning c6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO:30.

Theo phuong 4n wu tién khéc, khang thé khang CD22 dugc 1a tuong thich véi
nguoi 1a khang thé duoc ghép CDR bao gdm chudi nhe c6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO:28 va chudi niing c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:30.

Theo phuong 4n khéc nita, khang thé khang CD22 duoc 1a twong thich véi
nguoi 1a khang thé duogc ghép CDR, la khang thé bién di thu duoc bing quy trinh
thuan thuc 4i lyc va c6 tinh dic hiéu ting dbi véi CD22 ciia ngudi.

Theo phuong 4n uu tién, calicheamixin la gama calicheamixin hogc dan xuét N-

axetyl gama calicheamixin.
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Theo mdt phuong 4n, din xuat calicheamixin dugc gan nhém chirc 3-mercapto-

3-metyl butanoyl hydrazit.

Theo phuong 4n khéc, thanh phén lién két dugc st dung @8 lién hop thude véi
chét mang 13 thanh phén lién két thuy phan dugc, thanh phén lién két nay c6 kha ning
giai phong thudc gy doc té bao ra khéi thé lién hop sau khi lién két va di vao cac té
bao dich. Theo phuong 4n uu tién, thanh phan lién két thuy phan dugc 1a axit 4-(4-
axetylphenoxy) butanoic (AcBut).

Khia canh khéc cta sang ché 1a dé cap dén thé lién hop dan xuét calicheamixin
dang don th&/khang thé khang CD22 c¢6 cdng thic Pr(-X-S-S-W)m, trong d6 Pr la
khang thé khang CD22; X 14 lién két c6 thé thuy phan bao gdm san phdm ctia nhom
phéan tng bét ky co6 thé phan tmg v6i khang thé; W 1a gbc calicheamixin; m 12 muc tai
trung binh dbi véi san phim lién hop di dugce tinh ché sao cho calicheamixin chiém tir
4 dén 10% khdi luong thé lién hop; va (-X-S-S-W)m 12 din xuét calicheamixin dugc

tao ra bai quy trinh theo sang ché.

Theo mot phuong an cua khia canh nay, khang thé nay dugc chon tir nhém bao
gdm khéng thé don dong, khang thé dang kham, khéng thé nguoi, khang thé dugc lam

tuong thich véi nguoi, khang thé chudi don, doan Fab va doan F(ab)s.

Theo phuong 4n uu tién, khang thé nay 1a khang thé khang CD22 ¢ tinh dic
hiéu véi CD22 ctia ngudi, va bao gdm chudi ning, trong d6 ving bién dbi bao gém
CDR c6 it nhit mot trong s cac trinh tur dugce ky hiéu 1a H1 trén Fig.1 (SEQ ID NO:1)
dbi v6i CDR-HI1, 1a H2 trén Fig.1 (SEQ ID NO:2) hodc H2’ (SEQ ID NO:13) hogc
H2** (SEQ ID NO:15) hodc H2>>* (SEQ ID NO:16) d6i v6i CDR-H2, 1a H3 trén Fig.1
(SEQ ID NO:3) dbi véi CDR-H3, va bao gdm chudi nhe, trong d6 ving bién doi bao
¢dm CDR c6 it nhit mot trong sd céc trinh ty dwgc ky higu 1a L1 trén Fig.1 (SEQ ID
NO:4) dbi véi CDR-L1, 1a L2 trén Fig.1 (SEQ ID NO:5) déi v6i CDR-L2 hoac 1a L3
trén Fig.1 (SEQ ID NO:6) dbi véi CDR-L3.

Theo phuong 4n uwu tién khac, khang thé khang CD22 bao gdbm chudi ning,
trong dé vung bién dbi bao gdm CDR c6 it nhit mot trong sb céc trinh tu néu trong
SEQ ID NO:1 déi v6i CDR-H1, SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:13 hodc SEQ ID
NO:15 hodic SEQ ID NO:16 déi véi CDR-H2, hodc SEQ ID NO:3 déi v6i CDR-H3,

va chudi nhe, trong d6 ving bién dbi bao gdbm CDR c6 it nhit mot trong sb cac trinh tu
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néu trong SEQ ID NO:4 dbi véi CDR-L1, SEQ ID NO:5 dbi voi CDR-L2 hoic SEQ
ID NO:6 dbi véi CDR-L3.

Theo phuong an uu tién khac nita, khang thé khang CD22 bao gébm SEQ ID
NO:1 dbi véi CDR-H1, SEQ ID NO:2 hoic SEQ ID NO:13 hodc SEQ ID NO:15 hodc
SEQ ID NO:16 dbi véi CDR-H2, SEQ ID NO:3 déi voi CDR-H3, SEQ ID NO:4 dbi
véi CDR-L1, SEQ ID NO:5 d6i v6i CDR-L2 va SEQ ID NO:6 ddi véi CDR-L3.

Theo phuong an khéc, khang thé khang CD22 dugc 1a tuong thich véi nguoi la
khang thé khang CD22 dugc ghép CDR va bao gdm ving bién ddi chia cac khu vuc
1am khung thé nhan ctia ngudi va cac CDR thé cho khéng phai ciia ngudi.

Theo phuong an khac, khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich v6i ngudi c6
khung thé nhan cua ngudi, trong d6 cac khu vuc ctia ving bién dbi ctia chudi ning cia
khang thé 14 dua trén trinh tu lién tmg cia nhém phu I ctia ngudi va bao gbdm cac gbc
thé cho khong phai ctia ngudi tai cac vi tri 1, 28, 48, 71 va 93. Theo phuong an khéc,
khang thé dugc lam twong thich v6i nguoi nay con bao gdm céc gbc thé cho khong

phai clia nguoi tai cac vi tri 67 va 69.

Theo mdt phuong 4n uu tién, khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich véi
nguoi bao gdm ving bién d6i cua chudi nhe chira khu vuc 1am khung thé nhan cua
ngudi dua trén trinh tu lién ing clia nhom phu I cia ngudi va con bao gbm céc gbc thé
cho khong phai ctia nguoi tai cac vi tri 2, 4, 37, 38, 45 va 60. Theo phuong an khic,
khang thé duoc ghép CDR nay con bao gém gbe thé cho khong phai ctia ngudi tai vi
tri 3.

Theo phuong an khac nita, khang thé duoc ghép CDR bao gdm ving bién d6i
ctia chudi nhe 13 5/44-gL1 (SEQ ID NO:19) v viing bién ddi ctia chudi ning 1a 5/44-
gH7 (SEQ IS ID NO:27).

Theo phuong an khéc, khang thé duoc ghép CDR bao gdm chudi nhe c6 trinh
tu néu trong SEQ ID NO:28 va chudi nang c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:30.

Theo phuong 4n khac nita, khang thé duoc ghép CDR bao gbém chudi nhe c6
trinh tu néu trong SEQ ID NO:28 va chudi ning c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:30.
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Theo mét phuong an, khang thé khang CD22 dugc ghép CDR, la khang thé
bién dj thu dugc bing quy trinh thudn thuc i luc va c6 tinh ddc hiéu ting doi voi

CD22 cuia nguoi.

Theo phuong 4n khéc, khang thé khang CD22 1a khang thé dang kham bao gdm
céc trinh tu cta cic ving bién ddi cua chudi nhe va chudi ning cua khang thé don

dong 1an luot néu trong SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8.

Theo phuong 4n khac nita khang thé khang CD22 bao gdm thé lai CDR véi
trinh tu CDR thé cho duoc cit ngén, trong do ph'?ln con thiéu ctia CDR thé cho dugc
thay thé bang trinh ty khéc va tao thanh CDR chirc néng.

Theo phuong an dugc déc bi€t uu ti€n, dAn xuét thude gdy doc té bao hoic 1a

gama calicheamixin hodc la dan xuat N-axetyl gama calicheamixin.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phap bao ché ché phim dong
kho én dinh ciia thé lién hop thubc gdy doc t& bio dang don thé/chit mang. Theo
phuong én vu tién, ché pham dong kho n dinh cua thé lién hop thubc gay doc té bao
dang don thé/chat mang dugc bao ché bang cach (a) hoa tan thé lién hop thudc gy doc
té bao dang don thé/chit mang t6i ndng do cudi cing nam trong khoang tir 0,5 dén
2mg/ml trong dung dich bao gdm chét bao quan lanh & ndng d6 nam trong khoang tir
1,5% dén 5% khéi lugng, tc nhan tao khéi polyme & ndng dod nam trong khoang tir
0.5% dén 1,5% khdi luong, chét dién phan & ndng do ndm trong khoang tir 0,01M dén
0,1M, tac nhéan tao diéu kién hoa tan & néng d6 nam trong khoang tir 0,005 dén 0,05%
khéi luong, tac nhan dém & ndng d6 nim trong khoang tir 5 dén 50mM sao cho do pH
cubi ciing cia dung dich nam trong khoang tir 7,8 dén 8,2, va nudc; (b) phin dung dich
trén vao cac lo nhdé & nhiét dd nim trong khoang tir +5°C dén +10°C; (c) 1am lanh
dung dich & nhiét d6 lam lanh ndm trong khoang tr -35°C dén -50°C; (d) cho dung
dich da duoc 1am lanh nay khoi diu budc lam kho & nhiét do thip véi 4p suat 1am khd
ban diu ndm trong khoang tir 20 dén 80 micron (2,67-10,67Pa) & nhiét do bao quan
nim trong khoang tir -10°C dén -40°C trong khoang thoi gian tir 24 dén 78 gid; va ()
cho sin phim da duoc 1am khd & nhiét d¢ thap cta bude (d) thuc hién bude lam khd
thtt hai v6i ap suat lam khd nim trong khoang tir 20 dén 80 micron (2,67-10,67Pa) &
nhiét do bdo quan nim trong khoang tr +10°C dén +40°C trong khoéang thoi gian tlr 15

dén 30 gio.
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Theo modt phuong an, chit bao quan lanh dugc sit dung trong quy trinh lam
dong kho thé lién hop thube gy ddc t€ bao/chat mang dugc chon tir alditol, mannitol,
sorbitol, inozitol, polyetylen glycol, axit aldonic, axit uronic, axit aldaric, cac aldoza,
cac ketoza, cac dudng amino, cac glyxeraldehyt, arabinoza, lyxoza, pentoza, riboza,
xyloza, galactoza, glucoza, hexoza, idoza, mannoza, taloza, heptoza, fructoza, axit
gluconic, lactoza, mannitol, metyl a-glucopyranozit, maltoza, axit isoascorbic, axit
ascorbic, lacton, sorboza, axit glucaric, erytroza, treoza, arabinoza, alloza, altroza,
guloza, erytruloza, ribuloza, xyluloza, psicoza, tagatoza, axit glucuronic, axit gluconic,
axit galacturonic, axit mannuronic, glucosamin, galactosamin, sacaroza, trehaloza, axit
neuraminic, c4c arabinan, cac fructan, cac fucan, cic galactan, cac galacturonan, cac
glucan, cac mannan, cac xylan, levan, fucoidan, caraginan, galactocaroloza, céc pectin,
céc axit pectic, amyloza, pululan, glycogen, amylopectin, xenluloza, dextran, pustulan,
chitin, agaroza, keratin, chondroitin, dermatan, axit hyaluronic, axit alginic, gdm

xantan, tinh bdt, etylen glycol, polypropylen glycol, glyxerol va pentaerytritol.

Theo phuong 4n uu tién, chat bao quan lanh la sacaroza, chat nay c6 mat o

ndéng d6 1,5% khéi lugng.

Theo mdt phuong an, chét tao khdi polyme dugc st dung trong quy trinh dong
khé duge chon tir Dextran 40 hodc hydroxyetyl tinh bdt 40 va & ndng d0 0,9% khi

luong.

Theo phuong 4n khéac, chét dién phan dugc sir dung trong dung dich 1am dong

kho 14 natri clorua, c6 médt & néng dd 0,05M.

Theo phuong an uu tién, tac nhén tao diéu kién hoa tan s& dugc st dung trong
quy trinh dong khd. Tét hon 13, tac nhén tao didu kién hoa tan 1a chit hoat dong bé
mit. Theo phuong 4n dugc dic biét uvu tién, chét hoat dong bé mit 1a polysorbat 80, ¢
mit & ndng d6 0,01% khéi luong.

Theo mdt phuong an, tac nhan dém dugc sur dung 1a trometamin, c6 mat & néng
d6 0,02M. Tét hon 14, do pH ciia dung dich nay 1a 8,0 & luc bt dau quy trinh dong
kho. Dung dich chira thé lién hop thudc gy doc té bao/chat mang dugc phan vao cc
lo nhé & nhiét dd +5°C trude khi khéi dau quy trinh.

Theo phwong an uu tién, dung dich trong céc lo nho nay dugc lam lanh & nhiét

d6 —45°C; dung dich da duoc lam lanh dugc cho qua budc lam kho & nhiét do thép ban
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diu & 4p sudt 1am kho ban dAu 60 micron (8Pa) & nhiét dd bao quan —30°C trong 60
gidy; va san phdm d duoc 1am kho lanh duge cho qua budce 1am kho thir hai & ap suat

1am kho 60 micron (8Pa) & nhiét dd bao quan +25°C trong 24 gio.

Khia canh khéc cua sang ché dé cap dén duoc phdm bao gdm lidu c6 hiéu qua
chita bénh cua thé lién hop dan xuét thubc gy doc té bao dang don thé/chit mang

duge bao ché theo phuong phap cua sang ché.

Theo mot phuong an, chét mang trong thé lién hop dan xuét thudc gy doc té
bao dang don thé/chit mang la chit mang c6 ban chét protein tir cic hormon, cac yéu

t§ sinh trudng, cac khang thé va céc chit twong tu khang thé.

Theo phuong an uu tién, chét mang c6 ban chit protein 1a khang thé don dong
cia nguoi, khang thé dang kham, khing thé nguoi hoic khang thé duoc lam tuong
thich v&i nguoi.

Theo phuong an uu tién, khang thé dugc lam twong thich voéi nguoi 14 khang

thé khang khang nguyén bé miit té bao CD22.

Theo phuong an dugc dac biét vu tién cia khia canh nay theo sang ché, khéang
thé khang CD22 ¢6 tinh dic hiéu ddi véi CD22 ciia ngudi va bao gdm chudi ning,
trong d6 vung bién d6i bao gdbm CDR c6 it nhit mot trong s céc trinh tu dugc ky hidu
1a H1 trén Fig.1 (SEQ ID NO:1) d6i voi CDR-H1, 1a H2 trén Fig.1 (SEQ ID NO:2)
hodc H2’ (SEQ ID NO:13) hodc H2”> (SEQ ID NO:15) hodc H2”>* (SEQ ID NO:16)
d6i voi CDR-H2, 1a H3 trén Fig.1 (SEQ ID NO:3) dbi voi CDR-H3, va bao gdbm chudi
nhe, trong d6 ving bién d6i bao gdm CDR c6 it nhét mot trong sb cac trinh tu duoc ky
hiéu 1a L1 trén Fig.1 (SEQ ID NO:4) d6i v6i CDR-L1, 1a L2 trén Fig.1 (SEQ ID
NO:5) di v6i CDR-L2 hodc 1a L3 trén Fig.1 (SEQ ID NO:6) dbi v6i CDR-L3.

Theo phuong an uu tién khéc, khang thé khang CD22 bao gdm chudi ning,
trong d6 ving bién d6i bao gdbm CDR co it nhit mot trong sb cac trinh tu néu trong
SEQ ID NO:1 dbi véi CDR-HI1, SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:13 hodc SEQ ID
NO:15 hoic SEQ ID NO:16 d6i véi CDR-H2, hogc SEQ ID NO:3 d6i véi CDR-H3,
va chudi nhe, trong d6 ving bién d6i bao gdbm CDR ¢ it nhit mot trong sb céc trinh tu
néu trong SEQ ID NO:4 i véi CDR-L1, SEQ ID NO:5 dbi véi CDR-L2 hodc SEQ
ID NO:6 dbi v6i CDR-L3.
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Theo phuong an uwu tién khac nita, khang thé khang CD22 bao gdbm SEQ ID
NO:1 d6i véi CDR-H1, SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:13 hogc SEQ ID NO:15 hodc
SEQ ID NO:16 dbi v6i CDR-H2, SEQ ID NO:3 déi véi CDR-H3, SEQ ID NO:4 dbi
v&i CDR-L1, SEQ ID NO:5 d6i véi CDR-L2 va SEQ ID NO:6 dbi v6i CDR-L3.

Theo phuong 4n duge ddc biét wu tién, khang thé khang CD22 dugc 1a tuong
thich véi nguoi 1a khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich v6i ngudi duge ghép
CDR va bao gdm vung bién ddi cta chudi nhe 1a 5/44-gL1 (SEQ ID NO:19) va ving
bién ddi cua chudi ning 1a 5/44-gH7 (SEQ IS ID NO:27). .

Theo phuong 4n dugc dic biét uu tién khéc, khang thé khang CD22 duoc la
tuong thich vdi nguoi la khang thé dugc ghép CDR, c¢6 tinh dic hiéu véi CD22 cia
ngudi va bao gdm chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:28 va chudi ning c6

trinh tu néu trong SEQ ID NO:30.

Theo mot phuong an, khang thé khang CD22 dugc 1a twong thich véi ngudi 1a
khang thé bién di c6 tinh dic hiéu ting dbi voi CD22 ctia nguoi va thu dugce bang quy

trinh thuén thuc i luc.

Theo mdt phuong an, thudc gay doc té bao dang don thé 1a calicheamixin va tot

hon 12 duoc chon tr gama calicheamixin hodc N-axetyl calicheamixin.

Theo mot phuong an, dugc phidm nay c6 thé chtra tuy chon tac nhén c6 hoat
tinh sinh hoc b sung. T4c nhan c6 hoat tinh sinh hoc nhu vy ¢6 thé 1a thudc gdy doc

té bao, tac nhan sinh trudng hodc hormon.

Khia canh khéc nita cta sang ché 1a @& cap dén phuong phép didu trj cho ddi
twong mic bénh ri loan ting sinh bing cch cung cip cho dbi tugng lidu c6 higu qua
chita tri ctia dwgc pham theo sing ché. Dugc phdm nay c6 thé dwoc cung cip qua
duong dudi da, qua dudng trong mang bung, qua duong trong tinh mach, qua duong
trong dong mach, qua dudng trong tuy, qua dudng trong vo, qua biéu bi, qua da, qua
dudng trong mili, tai chd, qua dudng rudt, qua dudng trong am dao, qua duong dudi
ludi hodc qua dudng truc trang. Theo phwong 4n wu ti€n, dugc pham theo sang ché

duge cung cip qua duong trong tinh mach.

Theo mot phuong an, dugc phidm nay duogc cung cap cho d6i tuong 1a nguoi

dang chiu dau dén do bénh tang sinh nhu bénh ung thu. Theo phuong 4n vu tién, bénh
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ung thu nay 1a bénh 4c tinh té bao B. Bénh 4c tinh t& bao B ¢6 thé 1a bénh bach ciu
hodc u lympho biéu hién khang nguyén b& mit t& bao CD22.

Theo phuong an khac nita, bénh ung thu l1a bénh ung thu biéu md (carcinoma)

hodc ung thu md lién két (sarcoma).

Khia canh khéng cua sang ché @ cap dén phuong phap diéu tri bénh 4c tinh té
bao B bing cach cung cép cho bénh nhéan méc bénh 4c tinh nhu vay dugc pham co
hiéu qua chiia tri, dugc phim nay bao gbm thé lién hop thubc gdy doc té bao-khang
thé khang CD22. Theo phuong 4n uu tién, bénh 4c tinh tébaoBlau lympho, dac biét
14 u lympho khong Hodgkin.

Theo mot phuong 4n, thude gdy doc té bao dugc st dung dé bao ché cac thé
lién hop theo sang ché dugc chon tir nhém bao gém calicheamixin, tiotepa, cac taxan,
vincristin, daunorubixin, doxorubixin, epirubixin, actinomyxin, autramyxin, cac
azaserin, CAac bleomyxin,' tamoxifen, idarubixin, cac dolastatin/auristatin, cac

hemiasterlin c4c maytasinoit va cac esperamixin.

Theo phuong 4n wu ti€n, thudc gay doc té bao 14 gama calicheamixin hodc N-

axetyl calicheamixin.

Theo phuong an khac, viéc didu tri bao gdm cung cép thé lién hop thudc gy
doc té bao theo séng ché v6i mdt hoic nhiéu tac nhan c6 hoat tinh sinh hoc dugc chon
tir cac khang thé, cac yéu t6 sinh trudng, cac hormon, cac xytokin, cac chét khang

hormon, cac xantin, c4c interleukin, cac interferon va cic thuoc gy doc t& bao.

Theo phuong 4n uu tién, tic nhan c6 hoat tinh sinh hoc la khang thé va khang
khang nguyén bé mit té bao dugc biéu hién trén cac té bao B 4c tinh. Theo phuong 4n
wu tién khac, khang thé khang cac khang nguyén bé mit té bao dugc biéu hién trén cac
té bao B 4c tinh dugc chon tir nhém bao gém cac khéng thé khang CD19, khang CD20
va khang CD33. Céac khang thé nhu vay bao gébm khing thé khang CD20, rituximab

(Rituxan™),

Theo phuong an khic, céc tic nhan c6 hoat tinh sinh hoc 1a cdc xytokin hodc
cac yéu td sinh trudéng va bao gém, khong gi¢i han, interleukin-2 (IL-2), TNF, CSF,
GM-CSF va G-CSF.
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Theo phuong an khac, céc tac nhén c¢6 hoat tinh sinh hoc la cac hormon va bao

gdm céc estrogen, cac androgen, cc progestin va cac corticosteroit.

Theo phuong 4n khéc nita, tdc nhén cé hoat tinh sinh hoc 1a thudc gay doc té
bao dugc chon tir doxorubixin, daunorubixin, idarubixin, aclarubixin, zorubixin,
mitoxantron, epirubixin, carubixin, nogalamyxin, menogaril, pitarubixin, valrubixin,
xytarabin, gemxitabin, trifluridin, anxitabin, enoxitabin, azaxitidin, doxifluridin,
gougerotin, puromyxin, tegafo, tiazofurin, adriamyxin, xisplatin, carboplatin,
xyclophosphamit, dacarbazin, vinblastin, mitoxantron, bleomyxin, mecloretamin,
prednizon, procarbazin metotrexat, florouraxil, etopozit, taxol, cac chét turong tu taxol,

va mitomyxin.

Theo phuong an uu tién, duoc phim c6 hiéu qua chita tri cia thé lién hop thude
gay doc té bao-khang thé khang CD22 dugc cung cAp cling v6i mot hodc nhiéu t6 hop
tac nhan gdy doc té bao dudi dang mot phan ctia ché do diéu tri, trong d6 hdn hgp tac
nhéan gay doc té bao dugc chon tir: CHOPP (xyclophosphamit, doxorubixin, vineristin,
prednizon va procarbazin); CHOP (xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin va
prednizon); COP  (xyclophosphamit, vincristin =~ va prednizon); CAP-BOP
(xyclophosphamit, doxorubixin, procarbazin, bleomyxin, vincristin va prednizon); m-
BACOD (metotrexat, bleomyxin, doxorubixin, xyclophosphamit, vincristin,
dexametazon va leucovorin); ProMACE-MOPP (prednizon, metotrexat, doxorubixin,
xyclophosphamit, etopozit, leucovorin, vincristin va procarbazin); ProMACE-
CytaBOM (prednizon, metotrexat, —doxorubixin, xyclophosphamit, —etopozit,
leucovorin, xytarabin, bleomyxin va vincristin); MACOP-B (metotrexat, doxorubixin,
xyclophosphamit, vincristin, prednizon, bleomyxin va leucovorin); MOPP
(mecloetamin, vincristin, prednizon va procarbazin); ABVD (adriamyxin/doxorubixin,
bleomyxin, vinblastin va dacarbazin); MOPP (mecloetamin, vincristin, prednizon va
procarbazin) xen k& véi ABV (adriamyxin/doxorubixin, bleomyxin va vinblastin);
MOPP- (mecloetamin, vincristin, prednizon va procarbazin) xen k& véi ABVD
(adriamyxin/doxorubixin,  bleomyxin, vinblastin va dacarbazin); ChIVPP
(clorambuxil, vinblastin, dacarbazin va prednizon); IMVP-16 (ifosfamit, metotrexat va
etopozit); MIME (metyl-gag, ifosfamit, metotrexat va etopozit); DHAP (dexametazon,
xytaribin lidu cao va xisplatin); ESHAP (etopozit, metylprednizon, xytaribin lidu cao

va xisplatin); CEPP(B) (xyclophosphamit, etopozit, procarbazin, prednizon va
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bleomyxin); CAMP (lomustin, mitoxantron, Xytarabin va prednizon); va CVP-1

(xyclophosphamit, vincristin va prednizon).

Theo phuong an uu tién, dugc pham c6 hiéu qua chita tri cua thé lién hop thubc
gdy doc té bao-khéng thé khang CD22 dugc cung cap trude khi cung cAp mét hodc
nhiu t6 hop thudc giy doc té bao trén day. Theo phuong an wu tién khac, dugc phim
c6 hidu qua chita tri cta thé lién hop thubc gdy doc t& bao-khang thé khang CD22
duge cung cip sau khi cung cép mot hoic nhiéu & hop thubc giy doc té bao trén day

dudi dang mot phan cua che do di€u tri.

Khia canh khéc cta sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh u lympho
cép tinh, bao gbm viéc cung cép cho bénh nhan dang can didu tri bénh nay dugc phim
c6 hiéu qua chira tri cua thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé-khang thé

khang CD22 cung v6i mdt hodc nhiéu tac nhan c6 hoat tinh sinh hoc.

Khia canh khéc nita ctia sang ché dé cap dén viéc str dung dugc phim theo sang
ché dé diéu tri cho dbi tuong méc bénh rdi loan ting sinh nhu bénh ung thu. Dic biét
13, bénh ung thu nay 1a bénh 4c tinh té bao B, biéu hién khang nguyén CD22 trén be
mit té bao nay. Dic biét 13, bénh 4c tinh té bao B hogc 1a bénh bach cu hodc 1a bénh u
lympho. Theo mot phuong 4n, bénh ung thu nay la bénh ung thu biéu md hodc bénh

bach cau.

Theo mdt phuong an, liéu 6 hiéu qua chita tri cua dugc pham s& duoc cung cip
qua dudong dudi da, qua duong trong mang bung, qua duong trong tinh mach, qua
dudng trong dong mach, qua dudng trong tuy, qua dudng trong vo, qua biéu bi, qua
da, qua dudng trong mili, tai chd, qua duong rut, qua duong trong 4m dao, qua duong

duéi ludi hodc qua dudng truc trang.

Theo phuong 4n uu tién, liéu c¢6 hiéu qua chita tri cua duge pham theo sang ché

s& duge cung cp qua dudong trong tinh mach.

Khia canh khéac cia sang ché dé cap dén viéc st dung thé lién hop din Xuét
calicheamixin dang don thé-khang thé khang CD22 theo sang ché @é diéu tri cho d6i
tuong méic bénh 4c tinh té bao B nhu bénh u lympho khong Hodgkin. Theo mot
phuong an, thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé-khéng thé khang CD22

dugc cung cap véi mot hodc nhiéu tc nhéan c6 hoat tinh sinh hoc.
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Theo mot phuong an, cac tic nhén c6 hoat tinh sinh hoc dugc chon tir nhém
bao gdm cac khing thé, cac yeu to sinh trudng, cac hormon, cac xytokin, cac chat

khang hormon, c4c xantin, céc interleukin, cac interferon va cac thudc gay doc te bao.

Theo phuong 4n wu tién, tdc nhén c6 hoat tinh sinh hoc 1a khang thé khang
khang nguyén bé mait té bao duoc bidu hién trén cac té bao B 4c tinh, vi du cac khang
thé khang CD19, khang CD20 va khéng CD33. Theo phuong &n wu tién, khang thé
khang CD20 1 rituximab (Rituxan™).

Theo phuong 4n khac, cac tic nhéan cé hoat tinh sinh hoc bao gdm cac xytokin
hodic cac yéu td sinh truéng nhu interleukin-2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF va G-CSF
hoidc cac hormon, cac hormon nay bao gdm cAc estrogen, cac androgen, cac progestin

va céc corticosteroit.

Theo phuong 4n khéc, tdc nhan c6 hoat tinh sinh hoc 1a thudc gy doc té bao
dugc chon tir doxorubixin, daunorubixin, idarubixin, aclarubixin, zorubixin,
mitoxantron, epirubixin, carubixin, nogalamyxin, menogaril, pitarubixin, valrubixin,
xytarabin, gemxitabin, trifluridin, anxitabin, enoxitabin, azaxitidin, doxifluridin,
pentostatin, broxuridin, capexitabin, cladribin, dexitabin, floxuridin, fludarabin,
gougerotin, puromyxin, tegafo, tiazofurin, adriamyxin, xisplatin, carboplatin,
xyclophosphamit, dacarbazin, vinblastin, vincristin, mitoxantron, bleomyxin,
mecloretamin, prednizon, procarbazin, metotrexat, florouraxil, etopozit, taxol, cac chét

tuong tu taxol, va mitomyxin.

Theo phuong an uu ti€n, lidu c6 hiéu qua chita tri cua thé lién hop din xuét
calicheamixin dang don thé-khang thé khang CD22 dugc cung cip cling véi mot hodc
nhiéu t6 hop tac nhan gy doc té bao dudi dang mot phan cua ché d6 diéu tri, trong d6
hdn hop tac nhan gy doc té bao duwoc chon tur: CHOPP (xyclophosphamit,
doxorubixin, vincristin, prednizon va procarbazin); CHOP (xyclophosphamit,
doxorubixin, vincristin va prednizon); COP (xyclophosphamit, vincristin va
prednizon); CAP-BOP (xyclophosphamit, doxorubixin, procarbazin, bleomyxin,
vincristin - va  prednizon); m-BACOD (metotrexat, bleomyxin, doxorubixin,
xyclophosphamit, ~vincristin, dexametazon va leucovorin); ProMACE-MOPP
(prednizon, metotrexat, doxorubixin, xyclophosphamit, etopozit, leucovorin, vincristin

va procarbazin); ProMACE-CytaBOM (prednizon, metotrexat, doxorubixin,
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xyclophosphamit, etopozit, leucovorin, xytarabin, bleomyxin va vincristin); MACOP-
B (metotrexat, doxorubixin, xyclophosphamit, vincristin, prednizon, bleomyxin va
leucovorin); MOPP (mecloetamin, vincristin, prednizon va procarbazin); ABVD
(adriamyxin/doxorubixin, bleomyxin, vinblastin va dacarbazin); MOPP (mecloetamin,
vincristin, prednizon va procarbazin) xen k& véi ABV (adriamyxin/doxorubixin,
bleomyxin va vinblastin); MOPP (mecloetamin, vincristin, prednizon va procarbazin)
xen k& véi ABVD (adriamyxin/doxorubixin, bleomyxin, vinblastin va dacarbazin);
ChIVPP (clorambuxil, vinblastin, dacarbazin va prednizon); IMVP-16 (ifosfamit,
metotrexat va etopozit); MIME (metyl-gag, ifosfamit, metotrexat va etopozit); DHAP
(dexametazon, xytaribin lidu cao va xisplatin); ESHAP (etopozit, metylprednizon,
xytaribin lidu cao va xisplatin); CEPP(B) (xyclophosphamit, etopozit, procarbazin,
prednizon va bleomyxin); CAMP (lomustin, mitoxantron, Xytarabin va prednizon); va
CVP-1 (xyclophosphamit, vincristin va prednizon); ESHOP (etopozit, metylprednizon,
xytaribin lidu cao, vincristin va xisplatin); EPOCH (etopozit, vincristin va doxorubixin
trong 96 gi¢ V41 cac lidu 16n duy nhit xyclophosphamit va prednizon qua dudng
miéng); ICE (ifosfamit, xyclophosphamit va etopozit); CEPP(B) (xyclophosphamit,
etopozit, procarbazin, prednizon va bleomyxin); CHOPP-B (xyclophosphamit,
doxorubixin, vincristin, prednizon va bleomyxin); CEPP-B (xyclophosphamit,
etopozit, procarbazin va bleomyxin) va P/DOCE (epirubixin hodc doxorubixin,

vincristin, xyclophosphamit va prednison).

Theo mot phuong an wu tién, thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé-
khéng thé khang CD22 dugc cung cAp tru6e khi cung cip mot hoic nhiéu t6 hop thude

gy doc té bao dudi dang mot phan cta ché do diéu tri,

Theo phuong an uu tién khac, lidu c6 hiéu qua chita tri thé lién hop dan xuét
calicheamixin dang don thé-khéng thé khang CD22 dugc cung cip sau khi cung clp

mot hodc nhiéu td hop thubc gay doc té bao duéi dang mot phan ciia ché do diéu tri.

Theo phuong an uu tién khac nita, liu c¢6 hiéu qua chita tri thé lién hop din
xuét calicheamixin dang don thé-khang thé khang CD22 dugc cung cip clng véi
khéng thé khdng khang nguyén bé miit té bao trén cac té bao B 4c tinh va bao gbm tuy
chon mdt hodc nhiéu t hop thubc gy doc té bao duéi dang mot phan clia ché o diéu

tri.

-20-



29623

Theo khia canh khéc, sdng ché & cap dén viéc st dung thé lién hop dAn xuét
calicheamixin dang don thé-khang thé khang CD22 theo sang ché dé san xuét thubc
didu tri bénh ri loan ting sinh. Thudc nhu vay co6 thé dugc st dung dé diu tri cac
bénh rdi loan ting sinh mot cach don doc hodc két hop vé6i cac tic nhan c6 hoat tinh

sinh hoc khac.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién trinh tu axit amin cta cac CDR ctia khéng thé don dong 5/44 cua
chudt nhit (SEQ ID NO:1-6).

Fig.2 thé hién trinh ty ADN va trinh ty protein clia viing bién d6i ctia chudi nhe

(V1) ctia khang thé don dong chudt nht 5/44.

Fig.3 thé hién trinh ty diy di ving bién ddi ctia chudi ning (Vi) clia khang thé
don dong chudt nhét 5/44.

Fig.4 thé hién chién lugc loai bo vi tri glycozyl hoa va lyzin phan ung trong

CDR-H2.

Fig.5 thé hién mau ghép dbi voi trinh tu chudi nhe 5/44. DPK-9 1a trinh tu 1am
khung thé nhan dong mam cla ngudi. Cac dudng thang dung chi ra cac khéc biét gitra
cac gbc ctia chudt nhit va ngudi. Cac trinh ty dugc gach chan chi ra cac gbc thé cho
ma van duoc gilt lai trong manh ghép. Cac CDR duoc chi ra bing céc chit cai in
nghiéng ddm (khong dugc thé hién dbi voi DPK-9). Manh ghép gL1 ¢6 6 gbc 1am
khung thé cho, gl.2 ¢6 7 gbc 1am khung thé cho.

Fig.6 thé hién miu ghép d6i voi trinh tu chudi ning 5/44. DP7 1a trinh tu lam
khung thé nhan dong mam cia ngudi. Cac duong thing dung chi ra cac khac biét gitra
cac gbc ctia chudt nhit va ngudi. Cac trinh ty dugc gach chan chi ra cac gbc thé cho
ma van duoc giit lai trong manh ghép. Cac CDR dugc chi ra bang céc chit cdi in
nghiéng dam (khong dugc thé hién dbi véi DP7). Manh ghép gH4 va gH6 6 6 gbc
1am khung thé cho. C4c méanh ghép gH5 va gH7 c6 4 gbc lam khung thé cho.

Fig.7 thé hién ban d6 vecto pMRR14.

Fig.8 thé hién ban d6 vecto pMRR10.1.

Fig.9 thé hién cac két qua thir nghiém Biacore clia cic thé dot bién 5/44 dang

kham.
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Fig.10 thé hién c4c oligonucleotit d6i véi cac td hop gen gH1 va g1 cua 5/44.
Fig.11 thé hién ban dd plasmit ctia vecto trung gian pCR2.1(544gH1).
Fig.12 thé hién ban d6 plasmit ctia vecto trung gian pCR2.1(544gL1).

Fig.13 thé hién cic doan oligonucleotit dugc st dung dé tao ra cAc manh ghép
16n hon.

Fig.14 1a d0 thi thé hién thir nghiém canh tranh gifta khang thé 5/44 cta chuot
nhét duoc danh ddu huynh quang va cac thé bién di dugc ghép.

Fig.15 1a dd thi thé hién thir nghiém canh tranh giita khéng thé 5/44 ciia chudt
nhét dugc danh ddu huynh quang va cac thé bién di dugc ghép.

Fig.16 thé hién trinh tw ADN va protein déy du cia cac chudi ning va chudi nhe
duogc ghép.

Fig.17 1a so dd tugng trung thé lién hop khang thé-NAc-gama calicheamixin
DMH.

Fig.18 12 @b thi thé hién tac dung cia CMC-544 dén sy tang sinh u lympho té
bao B RAMOS.

Fig.19 1a dd thi thé hién tac dung ciia CMC-544 dén cac u lympho té bao B 16n
theo mo hinh di ghép trong co thé & chudt nhét tran.

Fig.20 1a dd thi so sanh c4c tac dung cia CMC-544 dugc thyc hién v6i qua
trinh lién hop CMA-676 va qué trinh lién hop CMC-544 dén su ting sinh clia u
lympho RL.

Fig.21 1a d thi cho thdy rang u lympho RL 1én dugc didu tri bang rituximab
(Rituxan™) nhay véi viéc diéu tri bang CMC-544.

Fig.22 1a dd thi thé hién tac dung cua rituximab (Rituxan™) dén tac dung gay
doc té bao clia CMC-544.

Fig.23 1a @b thi thé hién tac dung ctia CMC-544, rituximab (Rituxan™) va
CMA-676 dén su sdng sot ciia cac chudt nhét SCID ¢6 u lympho B RAMOS é&c tinh

som.
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Fig.24 1a dd thi thé hién tac dung cia CMC-544, rituximab (Rituxan™) va
CMA-676 dén su sdng sot clia cac chudt nhét SCID ¢6 u lympho B RAMOS é&c tinh

muon.

Fig.25 1a dd thi thé hién tic dung cia CMC-544, rituximab (Rituxan™) va
CMA-676 dén su séng sot clia cac chudt nhét SCID ¢6 u lympho B RAMOS é&c tinh

mudn.

Fig.26 12 dd thi thé hién tic dung clia CMC-544, rituximab (Rituxan™) va
CMA-676 dén su sdng sot clia cac chudt nhét SCID ¢6 u lympho B RAMOS é4c tinh

mudn.

Fig.27 lA @ thi thd hién tac dung ctia CMC-544, rituximab (Rituxan™) va
CMA-676 dén su séng sot ciia cac chudt nhét SCID ¢6 u lympho B RAMOS é&c tinh

muon.

Fig.28 1a dd thi thé hién hoat tinh chong ung thu ciia CMC-544 ¢6 va khong ¢6
rituximab (Rituxan™) d6i v6i u lympho RL khong Hodgkin.

Fig.29 13 dd thi thé hién hoat tinh chéng ung thu cia CMC-544 va CHOP doi
v4i u lympho RL khong Hodgkin.
Mo ta chi tiét sang ché

Céc thé lién hop theo sang ché bao gdm thudc gay doc té bao dwogc tao dan xuét
bing mot thanh phan lién két c6 nhém phan tng bat ky, nhom nay phan tng duge véi
chit mang c6 ban chit protein @8 tao ra thé lién hop din xuét thubc gy doc té bao-
chét mang c6 ban chét protein. Dic biét 14, cac thé lién hop theo sang ché ché bao gém
thudc gay doc té bao dugc tao dan xuit bang mot thanh phén lién két c6 nhom phan
tmg bét ky, nhém nay phan tmg duoc véi khang thd duoc st dung 1am chét mang c6
ban chét protein dé tao ra thé lién hop din xuét thubc gy doc té bao-khang thé. Pic
biét 13, khang thé nay phan tng khang khang nguyén b& mit té bao trén cac té bao B 4c
tinh. Pugc mo ta dudi day 1a quy trinh cai tién @8 tao ra va tinh ché cac thé lién hop
nhu vay. Viéc sit dung cac dbng dung moi, cac chét phu trg va céc didu kién phan ting
dic hiéu cu thé cing véi quy trinh tach s& tao ra thé lién hop dan xuét thubc gay doc té
bao dang don thé/khang thé véi su giam dang ké LCF. Dang don thé nay so véi dang

két tu c6 hiéu qua chita tri cao hon déng ké, lam giam thiéu LCF, va su két tu hau nhu
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giam tao ra kha ning tng dung nguyén liu khang thé dé chita bénh bang cach ngin

khong cho LCF canh tranh v6i phan doan lién hop cao hon (HCF).
I. C4c chit mang

Céac chit mang/cac tic nhan hudng dich theo sang ché t6t hon 13 céc chit mang
c6 ban chét protein/cac tdc nhan hudng dich. Vi du v& cac chit mang/cic tic nhan
hudéng dich bao gdm cac hormon, céic yéu td sinh truéng, cac khang thé, cac doan
khang thé, cac chét twong tu khang thé va cac ban sao ctia chiing da duoc thao tac vé
mit di truyén hoic bang enzym, sau day dugc chi ra dudi dang s6 it hodc dudi dang
nhém “céc chat mang”. Pic tinh co ban cia chit mang 13 kha ning nhan biét va lién
két v6i khang nguyén hodc thy thé lién két v6i cac té bao khong mong mudn va sau dé
s& duoc hip thu. Vi du vé céc chit mang dugc mo ta trong bing M§ sb 5053394. Céc
chit mang dwgc uu tién dé str dung theo séng ché 1a céc khang thé va cac chét twong tu

khang thé.

Mot sb khung protein khong phai globulin mién dich da dugc st dung dé tao ra
cac chét tuong tu khang thé, lién két v6i céac epitop khang nguyén co tinh dic hiu cia
mot khang thé (Cong bd don PCT sé WO 00/34784). Vi dy, khung “minibody”, lién
quan dén su gép nép clia globulin mién dich, da dugc thiét ké bang cach loai bo 3 sgi
beta ra khoi ving vién ddi cua chudi ning cta khang thé don dong (Tramontano et al.,
J. Mol. Recognit. 7:9, 1994). Protein nay bao gbm 61 gbc axit amin va co thé dugc sir
dung dé bidu hién 2 vong xoin siéu bién. Hai vong xodn nay la ngiu nhién va 1a cac
san pham dugc Iya chon dé lién két v6i khang nguyén nhung dén day khung nay lai co
kha ning ung dung phén nao bi gi6i han do cac van d& vé do hoa tan. Khung khéc
dugc st dung dé biéu hién cac vong xo0#n 12 tendamistat, mot protein trc ché dac hiéu
céc alpha-amilaza ciia dong vét c6 v va c6 dang tAm kép beta 6 soi, gbm 74 gdc axit
amin, duoc lién két boi nhau bang 2 lién két disulfit (McConnell and Hoess, J. Mol.
Biol. 250:460, 1995). Khung nay bao gbm 3 vong x04n nhung téi nay chi c6 2 trong 3
vong xodn nay dugc kiém tra kha ning ngiu nhién hoa.

Céc protein khac da dugc thir 1am khung va dé duge sir dung dé biéu hién céc
géc ngiu nhién trén cac bé mat X0&n alpha (Nord et al., Nat. Biotechnol. 15:772, 1997,

Nord et al., Protein Eng. 8:601, 1995), cac vong x04n gitta cac x04n alpha trong cac

cudn x04n alpha (Ku and Schultz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6552, 1995) va cac
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vong xoin duge neo v6i nhau bing céc lién két cAu disulfit, ching han cic vong X04n
clia cac chit e ché proteaza nho (Marland et al., Biochemistry 35:8045, 1996;
Marland et al., Biochemistry 35:8058, 1996; Rottgen and Collins, Gene 164:243,
1995; Wang et al., J. Biol. Chem. 270:12250, 1995).

Vi du v& céc chit mang khang thé ma c6 thd dugc st dung theo sang ché bao
gdm céc khang thé don dong, cac khang thé dang kham, céc khang thé duoc 1am twong
thich v&i nguoi, cac khang thé ngudi va cac doan c6 hoat tinh sinh hoc cta chung. Tét
hon 13, cac khang thé nhu vy khang cac khang nguyén bé mit té bao dugc biéu hién
trén cac té bao dich va/hoic cac mo dich & cac bénh r6i loan ting sinh nhu bénh ung
thu. Vi du v& cac khang thé dic hiéu khang cac khang nguyén bé mit té bao trén céc té
bao dich bao gdm, khong gi¢i han, céc khang thé khang khang nguyén CD22, khang
nguyén nay biéu hién qué muc trén hiu hét cac u lympho té bao B; G5/44, mot dang
duoc 1a twong thich v6i nguoi cia khang thé don dong khang CD22 cua chudt; cac
khang thé khang khéng nguyén bé& mat té bao CD33, khang nguyén nay biéu hién trén
mdt s6 u tuy cla ngudi, nhét 12 bénh bach ciu tuy cip; hP67.6, mot dang dugc la
twong thich véi nguoi cia khang thé chudt khang CD33 (bang M¥ s6 5773001); khang
thé khang khang nguyén PEM duoc phat hién trén nhiu u nguyén biéu md, dugc ky
hiéu 12 mP67.6 (I.D. Bernstein et al., J. Clin. Invest. 79:1153 (1987) va L.D. Bernstein
et al., J. Immunol. 128:867-881 (1992)) va khang thé dugc 1am tuong thich véi nguoi
khang khang nguyén Lewis Y cacbohydrat bidu hién qua mic trén nhiéu u ran, dugc
ky hiéu 12 hu3S193 (bing My s6 6310185 B1). Ngoai ra, mot s6 khang thé dugc ban
trén thi truong nhu rituximab (Rituxan™) va trastuzumab (Herceptin™) cling ¢6 thé
dugc st dung 1am cac chit mang/cac tac nhan huéng dich. Rituximab (Rituxan™) la
khang thé khang CD20 dang kham dugc s dung dé diéu tri cac u lympho té bao B
khac nhau con trastuzumab (Herceptin™) 1a khang thé khang Her2 duoc 1a twong

thich v&i ngudi duoc st dung dé didu tri bénh ung thu vi.

Dugc lay lam vi du & day dbi v6i viée st dung 1am chét mang theo sang ché 1a
phéan tir khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi duge ghép CDR, khang khang
nguyén bé mit t& bao CD22 va dugce ky hiéu 1a G5/44. Khang thé nay la dang duoc 1a
tuong thich véi ngudi cua khang thé don dong khang CD22 cua chudt ma khang khang
nguyén bé mit té bao CD22 biéu hién trén mot sé u lympho cia ngudi. Thuét ngit

“phan tr khang thé duoc ghép CDR” duoc st dung ¢ day dé chi phan tir khang thé,
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trong d6 chudi ning va/hodc chudi nhe chira mot hodc nhiéu ving quyét dinh bd thé
(c4c CDR) bao gdm, néu can, CDR cai bién (sau dy goi 1a CDR) tir khang thé cho (vi
du khang thé don dong cuia chudt) duoc ghép vao khung viing bién dbi ctia chudi ning
va/hodc chudi nhe cia khang thé nhan (vi du khang thé nguoi). Tét hon 13, khang thé
duoc ghép CDR nhu vay c6 vung bién dbi bao gdm cac ving khung thé nhén cua

nguoi cling nhu mot hodc nhiéu CDR duoc chi ra trén déy.

khi cac CDR duogc ghép, trinh tu khung ving bién ddi bat ky ctia thé nhén thich
hop c6 thé duoc sir dung cho 16p/loai khang thé thé cho ma cac CDR dugc tao ra tir
d6, bao gébm cac ving khung ciia chudt nht, linh truéng va nguoi. Vi du vé cac khung
ciia ngudi ma co thé duoc su dung theo sang ché 1a KOL, NEWM, REI EU, TUR,
TEIL, LAY va POM (Kabat et al., Seq. of Proteins of Immunol. Interest, 1:310-334
(1994)). Vi du, KOL va NEWM c6 thé dugc sir dung ddi véi chudi nang, REI c6 thé
duoc st dung déi voi chudi nhe va EU, LAY va POM c6 thé duoc st dung doi voi ca

chudi nang lan chudi nhe.

Trong khang thé duoc ghép CDR theo sang ché, khang thé nhan dugc uu tién
str dung 1a khang thé c6 cac chudi twong ddng v&i cac chudi cua khang thé cho. Cac
chudi ning va nhe cla thé nhan khong nht thiét phai c6 ngudn gbc tir cing mdt khang
thé va, néu can, c6 thé bao gdm céc chudi két hop c6 cac ving khung ¢6 ngudn gdc tir

cac chuoi khéc nhau.

Tuong tu, trong khang thé duoc ghép CDR theo sang ché, cac ving khung
khong can c6 trinh ty chinh x4c nhu cac ving khung cia khang thé thé nhan. Vi dy,
cac gbe bat thudong c6 thé dugc thay dbi thanh cac gbc thuong xay ra hon d6i vai 16p
hoac loai chudi thé nhan d6. Theo sach khac, cac géc duoc lua chon trong céc vung
khung cua thé nhén c6 thé duogc thay dbi sao cho ching twong ung véi gbe dugce tim
thay & cling vi tri ndy trong khang thé thé cho hodc tuong ung vai gbc ma su thay thé
bao toan ddi voi gbc nay dugc tim thdy & cung vi tri trong khang thé thé cho. Nhitng
thay dbi ndy nén gift & mirc can thiét t&i thiéu dé phuc hoi 4i lyc ctia khang thé thé cho.
Quy trinh dé Iya chon céc gbc trong c4c vung khung thé nhan ma c6 thé can dugc thay

ddi dugc d cap trong Cong bd don PCT s6 WO 91/09967.

Céc gbce thé cho la céc gbc tir khang thé thé cho, trc 12 khang thé ma cac CDR

¢6 ngudn goc tir do.
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Khang thé theo sang ché ¢6 thé bao gdm chudi ning, trong d6 ving bién dbi 1a
CDR-H2 (nhu dugc x4c dinh bdi Kabat et al., Seq. of Proteins of Immunol. Interest,
1:310-334 (1994)) c6 trinh tw H2> ma trinh tw vi tri glycozyl hoa tiém 4n da dugc loai

b6 dé 1am ting 4i luc cta khang thé dbi véi khang nguyén.

Theo cach khac hodc ngoai ra, khang thé theo sang ché co thé bao gdbm chudi
ning, trong d6 vung bién ddi 1a CDR-H2 (nhu dugc x4c dinh boi Kabat et al., Seq. of
Proteins of Immunol. Interest, 1:310-334 (1994)) ¢6 trinh tw H2’* v6i gbc lyzin & vj tri
60. Gbc lyzin nay, dugc dinh vi & vi tri tiép xtc trong CDR-H2 va dugc coi la c6 kha
ning phéan ung voi cac tac nhan li€n hop dan dén su gidm 4i luc lién két v6i khang
nguyén, s&€ dugc thay thé bang axit amin khac.

Ngoai ra, khang thé theo sang ché c6 thé bao gdbm chudi ning, trong d6 ving
bién d@bi 1a CDR-H2 (nhu dugc xac dinh boi Kabat et al., Seq. of Proteins of Immunol.
Interest, 1:310-334 (1994)) c6 trinh ty H2’*” ma cd trinh tu vi tri glycozyl hoa tiém 4n

1an gbc lyzin & vi tri 60 d&u dugce thay thé bang cic axit amin khéc.

Khéng thé theo sang ché c6 thé bao gdm: khang thé hoan chinh véi chudi ning
va chudi nhe c6 chiéu dai déy du; doan c6 hoat tinh sinh hoc ciia né, vi du Fab, Fab cai
bién, Fab’, F(ab’), hodc doan Fv; monome hodc dime chudi nhe ho#ic niang; hodc
khang thé chudi don nhu Fv chudi don, trong d6 cac vung bién dbi cia chudi ning va
chudi nhe duogc ndi véi nhau bang peptit lién két. Twong tu, cac ving bién db6i cua
chudi nang va chudi nhe ¢6 thé duoc lién két véi cac vung khang thé khac néu thich
hop.

Khang thé theo séng ché ciing c6 th8 bao gdbm doan Fab dugc cai bién, trong d6
viéc cai bién 1a bd sung mot hodc nhiéu axit amin dé gin phan t tdc dong hodc thu thé
vao diu tan cing C cta chudi ndng cla nd. Tét hon 13, céc axit amin b sung tao thanh
ving nbi cai bién chtra mot hodc hai gdc xystein dé phan tr tic dong hodc thu thé c6

thé dugc gan vao.

Céc mién cta ving héng dinh cua khang thé theo sang ché, néu co, c6 thé duoc
chon dé c6 chirc ning du dinh cta khéng thé nay, dic biét 1a cac chic ning tac dong
ma ¢6 thé can thiét hodc khong can thiét. Vi du, cac khu cia ving héng dinh c6 thé 1a
céc khu IgA, IgD, IgE, IgG hodc IgM cua ngudi. Dac biét 14, cac khu cia vung hing
dinh cua IgG nguoi co thé dugc st dung, nhét 1a céc isotyp IgG1 va IgG3 khi céc
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khang thé nay duogc st dung nham muc dich chita bénh va céc chirc nang tic dong cia
khang thé 1a can thiét. Theo cach khac, cic isotyp 1gG2 va IgG4 ¢ thé dugc sir dung
hodc vung Fc ctua IgGl co thé dwoc gay dot bién dé loai bo chic ning tac dong khi
khang thé nay dugc st dung nham muc dich chita bénh va cic chirc ning tc dong cua

khang thé s& khong bét bude hodc khong can thiét.

Khéng thé duoc mé ta c6 thé c6 mic 4i luc lién két it nhit 1a 5x10*M, t6t hon
12 ¢6 mutc 4i luc lién két it nhat 1a 5x10-M, tét hon nira 1a ¢6 muc &i luc lién két it nhat

14 0,75x1071°M, va t6t nhét 1a c6 murc 4i luc lién két it nhat 1a 0,5x1071°M.

Theo mot phuong an, sang ché @ cap dén cac thé lién hop doc té mién dich va
ban md ta d& cap dén cac phuong phap dé tao ra céc thé lién hop nay bang cach st
dung cac thé bién di khang thé hoic cic chét twong tu khang thé. Theo phuong 4n uwu
tién, cac thé bién di cia khang thé theo sang ché s& khang CD22 va thé hién ai luc
duoc cai thién dbi véi CD22. Céc thé bién di nhu vy c6 thé thu dugc bang mot sb quy
trinh thuén thuc ai luc, bao gém viéc gay dot bién cac CDR (Yang et al., J. Mol. Biol.
254, 392-403, 1995), sép xép lai chudi (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783,
1992), st dung cac ching dot bién cua E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 260, 359-368,
1996), se'lp xép lai ADN (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997), biéu
hién thé thuc khudn (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) va PCR long
(Crameri et al., 391, 288-291, 1998).

Bat ky hé té bao chi/vecto nao thich hgp déu c6 thé duge sir dung dé biéu hién
céc trinh tu ADN ma hoa chit mang bao gbm céc khang thé theo sang ché. Hé vi
khuén, vi du E. coli, va cac hé vi sinh vét khac c6 thé dwgc sir dung & chimg muc nhét
dinh d& biéu hién cac doan khang thé nhu cac doan Fab va F(ab’),, dic biét 1a cac doan
Fv va céc doan khang thé chudi don, vi du cac Fv chudi don. Cac hé biéu hién 1a té
bao chi c6 nhan dién hinh, vi du té bao dong vat c6 va, co thé duoc st dung dé san
sinh cac khang thé 16n hon bao gbm céc phan tir khang thé hoan chinh. Céc t& bao chi
dong vat cé v thich hop bao gém cac t& bao CHO, céc té bao u tdy, céac té bao nAm
men, cac té bao con trung, cac té bao thé lai, cac té bao NSO, VERO hoic PER C6.

Cac hé biéu hién thich hgp con bao gém cac dong vat va thuc vét chuyén gen.

II. C4c tac nhéan chita bénh
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C4c tac nhan chita bénh thich hop cho viéc st dung theo sang ché 1a céc thubce
gdy doc té bao co tac dung trc ché hodc pha v& qua trinh trung hop tubulin, céc tic
nhan alkyl héa co tac dung lién két va phd hiiy ADN, va céc tac nhan trc ché qué trinh
tdng hop protein hodc cac protein cAn thiét coa t& bao nhu cac protein kinaza, céc
enzym va cac xyclin. Vi du vé cac thubc gay doc té bao nhu vay bao gbm, khong gi6i
han, tiotepa, c4c taxan, vincristin, daunorubixin, doxorubixin, epirubixin, actinomyxin,
autramyxin, c&c  azaserin, cac bleomyxin, tamoxifen, idarubixin, cac
dolastatin/auristatin, cdc hemiasterlin, calicheamixin, cac esperamixin va cac
maytasinoit. Cac thube gy doc té bao dugc uu tién 1a cac calicheamixin, vi du céac
chét khang sinh chdng ung thu metyl trisulfit. Vi du vé céc calicheamixin thich hop
cho oviéc st dung theo sing ché dugc mo ta, vi duy, trong bang M§ cac s§ 4671958,
4970198, 5053394, 5037651 va 5079233. Cac calicheamixin dugc uu tién 1a cac dan

xuét gama- calicheamixin hodc cac dan xuét N-axetyl gama- calicheamixin.
TII. C4c thé lién hop din xuét thubc gdy doc té bao/chat mang

Céc thé lién hop theo sang ché c6 cong thirc: Pr(-X-W)m
trong do:

Pr 1a chit mang c6 ban chét protein;

X 1a lién két bao gdm san phim ctia nhém phéan tng bét ky ma c6 thé phan ting

v6i chit mang c6 ban chét protein;
W 1a thubc gay doc té bao;

m 1a mirc tai trung binh d6i voi san phdm lién hop da dugc tinh ché sao cho

calicheamixin chiém tir 4 dén 10% khéi lugng thé lién hop; va
(-X-W)m 1 thubc giy doc té bao
t6t hon 13, X c¢6 cdng thire
(CO-AIk!-Sp'-Ar-Sp?-Alk?-C(Z') = Q-Sp)

trong do

Alk! va AIK? doc 1ap 1a lién két hodc mach alkylen (Ci-Cio) phan nhanh hodc
khong phan nhénh;
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Sp! 1a lién két, -S-, -O-, -CONH-, -NHCO-, -NR’-, -N(CH2CH);N- hodc —X-
Ar’-Y-(CH)n-Z, trong d6 X, Y va Z dgc lap la lién két, -NR -, -S- hodc —O-, voi diéu
kién khi n=0 thi it nhat mot trong sb Y va Z phai 1a lién két va Ar’ 1a 1,2-, 1,3- hodc
1,4-phenylen dugc thé tuy y bang mét, hai hodc ba nhém trong s6 (Ci-Cs)alkyl, (Ci-
Cq)alkoxy, (Ci-Cs)tioalkoxy, halogen, nitro, -COOR’, -CONHR’, -(CH2).COOR’, -
S(CH3)sCOOR’, -O(CH2),CONHR’ hoéc -S(CH2)»CONHR’, véi diéu kién khi Alk! 1a
lien két, Sp! 1a lién két;

n 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 5;

R’ 12 mach (C1-Cs) phan nhénh hodc khong phan nhanh dugc thé tuy ¥ bing
mdt hogc hai nhém trong s —OH, (Ci-Cs)alkoxy, (Ci-Cs)tioalkoxy, halogen, nitro,
(C1-C3)dialkylamino hogc (C1-Cs)trialkylamoni-A-, trong d6 A” 12 anion dugc dung tao
mudi;

Ar 1a 1,2-, 1,3- hoac 1,4-phenylen duogc thé tuy y bﬁng mot, hai hodc ba nhom
trong sb (Ci-Ce)alkyl, (Ci-Cs)alkoxy, (Ci-Ca)tioalkoxy, halogen, nitro, -COOR’, -
CONHR’, -O(CH2),COOR’, -S(CH2).COOR’, -O(CH2)CONHR’ hodc -
S(CH2).CONHR’, trong d6 n va R” duoc xé4c dinh nhu trén hodc 1a 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-
, 1,6-,1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6- hodc 2,7-naphtyliden hodc

S
=L X
f

/ N

i
v6i mdi naphtyliden hodc phenotiazin duoc thé tuy y bang mot, hai, ba hogc bdn nhém
trong s& (Ci-Ce)alkyl, (Ci-Cs)alkoxy, (Ci-Ca)tioalkoxy, halogen, nitro, -COOR’, -
CONHR’, -O(CH2):COOR’, -S(CH2).COOR’, hogc -S(CH2)»CONHR’, trong d6 n va
R’ dugc xac dinh nhu trén, v6i didu kién khi Ar 1a phenotiazin thi Sp' 1a lién két chi

lién két véi nito;

Sp? 1 lién két, -S- hoiic -O-, véi diéu kién khi Alk? Ia lién két thi Sp? 1a lién két;
Z! 1a H, (Ci-Cs)alkyl ho#c phenyl dugc thé thy y bﬁng mot, hai hodc ba nhom
trong s6 (Ci-Cs)alkyl, (Ci-Cs)alkoxy, (Ci-Ca)tioalkoxy, halogen, nitro, -COOR’, -
CONHR’, -O(CHz)nCOOR’, -S(CH2).COOR’, - O(CH2).CONHR’ hoac -
S(CH2).CONHR’, trong d6 n va R* dugc xéac dinh nhu trén; Sp 1a gbc (C1-Cis) 6 hod
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tri hai hodc ba dang mach théng hodc phén nhénh, géc aryl hodc heteroaryl c¢6 ho4 tri
hai hodc ba, gbc (C3-Cis)xycloalkyl hodc heteroxycloalkyl ¢ hod tri hai hodc ba, gbe
aryl- hoic heteroaryl-aryl(C1-Ci1s) c¢6 hod tri hai hodc ba, gbc xycloalkyl- hoic
heteroxycloalkyl-alkyl(Ci-C1g) ¢6 hoa tri hai hodc ba hoac gbc alkyl (C2-Cis) khéﬁg
no, trong d6 heteroaryl tdt hon 1a furyl, tienyl, N-metylpyrolyl, pyridinyl, N-
metylimidazolyl, oxazolyl, pyrimidinyl, quinolyl, isoquinolyl, N-metylcacbazoyl,
aminocourmarinyl hodc phenazinyl va trong do6 néu Sp 1a gbc hoa tri ba thi Sp c6 thé
dugc thé tiép bing (Ci-Cs)dialkylamino thp, (Ci-Cs)alkoxy thip, hydroxy hoic cac
nhém (Ci-Cs)alkyltio thp; va

Q 1a =NHNCO-, =NHNCS-, =NHNCONH-, =NHNCSNH- hodc =NHO-.

Tbt hon 13, Alk! 1a mach alkylen (Ci-Cio) phan nhanh hodc khong phan nhanh;
Sp’ 1a lién két, -S-, -O-, -CONH-, -NHCO- hodc -NR’-, trong d6 R’ dugc xéc dinh nhu
trén, voi didu kién khi Alk! 1a lién két thi Sp' 1a lién két;

Ar 12 1,2-, 1,3- hodc 1,4-phenylen duoc thé tuy y b'fing mot, hai hodc ba nhém
trong s& (Ci-Ce)alkyl, (Ci-Cs)alkoxy, (Ci1-Ca)tioalkoxy, halogen, nitro, -COOR’, -
CONHR’>, -O(CH»).COOR’, -S(CH2),COOR’, -O(CH2).CONHR’ hodc -
S(CH2).CONHR’, trong d6 n va R’ dugc xac dinh nhu trén hodc Ar la 1,2-, 1,3-, 1,4-,
1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6- hodc 2,7-naphtyliden, mdi phenylen hodc naphtyliden
duge thé tuy ¥ bang mot, hai, ba hodc bdn nhom trong s6 (Ci-Ce)alkyl, (C1-Cs)alkoxy,
(Ci-Cy)tioalkoxy, halogen, nitro, -COOR’, -CONHR’, -O(CH2).COOR’, -
S(CH2)sCOOR’, hodc -S(CH2).CONHR’.

Z' 1a (C1-Cs)alkyl hodc phenyl duoc thé tuy y bang mot, hai hodc ba nhom
trong s6 (Ci-Cs)alkyl, (Ci-Cs)alkoxy, (Ci-Cas)tioalkoxy, halogen, nitro, -COOR’, -
CONHR’, -O(CH2),COOR’, -S(CH2).COOR’, - O(CH2),CONHR’ hoac -
S(CH,),CONHR’; Alk? va Sp? déu I lién két con Sp va Q dwgc xéc dinh trén day.

Bing My s 5773001 md ta céc chat lién két ma c6 thé dugc sir dung voi cac
dAn xuét 4i nhan, dic biét 1a cac hydrazit va cac chét 4i nhan c6 lién quan, dugc tao ra
tir cac calicheamixin. Céc thanh phén lién két nay ddc biét hiru ich trong cac truong
hop ma hoat tinh tdt hon s& duoc thu nhan khi lién két dugc hinh thanh gitta thuodc va
thanh phan lién két thuy phan dugc dugc. Céc thanh phén lién két nay chira hai nhém

chirc. M6t nhém thuong 13 axit cacboxylic dugc dung dé phan tng véi chét mang.
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Nhom chire axit nay, khi dugc hoat hoé chinh xéc, ¢6 thé tao ra lién két amit v6i nhém
amin tu do cua chét mang, vi du amin & mach bén cia lyzin cua khang thé hodc chét
mang c¢6 ban chét protein khac. nhém chirc con lai thuong 12 nhém cacbonyl, tirc 1a
aldehyt hodc keton, nhém nay s& phan (ng véi tc nhan chira tri dugc cai bién thich
hop. Cac nhém cacbonyl c6 thé phan tng véi nhém hydrazit trén thudc dé tao ra lién
két hydrazon. Lién két nay c6 thé duoc thuy phan, cho phép giai phong tic nhéan chita

tri ra khoi thé lién hop sau khi lién két vai cac té bao dich.

Thanh phan lién két hai chirc ndng dugc uu tién nhét dé st dung theo sang ché
1a axit 4-(4-axetylphenoxy) butanoic (AcBut) din dén san phdm wu tién, trong d6 thé
lién hop bao gdm B-calicheamixin, y-calicheamixin hodc N-axetyl y- calicheamixin
dugc tao nhom chirc biang cach cho phan tng véi 3-mercapto-3-metyl butanoyl
hydrazit, thanh phin AcBut, va chit mang dich khéng thé IgG cta ngudi hodc dugc 1a

tuwong thich véi nguoi.
IV. Tao thé lién hop dang don thé

Ban chit ky nuéc tu nhién cia nhiu thudc giy doc té bao bao gdm céc
calicheamixin gdy ra nhiéu khd khin cho viéc bao ché cac thé lién hop thubc dang don
thé c6 cac mirc tai thudc t6t va hiéu suit phi hop can thiét cho cc tng dung chita tri.
Su tang do ky nudc cua lién két dugc tao ra béi cac thanh phan lién két nhu thanh
phén lién két AcBut, duge mo ta trong bang M s6 5773001, cling nhu sy ting khoang
cach cong hoa tri dé tach tac nhén chita tri ra khoi chit mang (khang thé) 1am cho van

de€ nay cang trdm trong.

Su két tu thé lién hop din xuét thudc gay doc t& bao/chit mang v6i cac mirc tai
thudc cao hon xay ra do tinh chat ky nudc cua cac thudc. Mire tai thudc thuong dugc
gi¢i han dé thu dugc cac lugng san phim don thé phii hgp. Trong mot s6 trudng hop,
vi du v&i cac thé lién hop trong bing M§ sb 5877296, thuong khé tao ra cdc thé lién
hop c6 hiéu sut hitu hiéu v6i cdc mie tai hiru hiéu cho cic Gng dung chita tri sir dung
cac didu kién phan Gng dugc mé ta trong bing My s6 5053394 do su két tu du thira.
Céac diéu kién phan tmg nay st dung DMF la ddng dung moi trong phan mg lién hop.
Vi vay, cac phuong phép cho cidc mire tai thuéc/hiéu suét cao hon ma khong c6 sy két

tu hodc hao hut nguyén li¢u hién c6 1a can thiét.
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Céc cai tién d& 1am giam su két tu dugc mo ta trong bing MF cdc sb 5712374
va 5714586. Pugc mo ta trong cac patent ndy la cac chit mang c6 ban chat protein bao
gbm, khong gi6i han, cac protein nhu céc khang thé ngudi hodc dugc 1a tuong thich
v6i nguoi duge st dung lam céc tc nhén chira tri gdy doc té bao, vi du h67.6 va cac
khang thé dugc 1am tuong thich véi nguoi khac duge mé ta & day. & cac bé&nh nhén
nay, viéc sit dung dung dich dém khong 4i nhan, tuong thich v6i protein, chtra (1)
propylen glycol lam ddng dung mdi va (ii) chét phu tr¢ bao gdm it nhit mot axit Ce-
Cis cacboxylic, dd dugc phat hién la thudng tao ra cac thé lién hop dan xuét thudc gay
doc té bao dang don thé/chit mang c6 murc tai thudc/hiéu sudt cao hon va 1am giam sy
két tu dé c6 hoat tinh tét. Cac axit wu tién dugc mé ta & day 1a céc axit tir C7 dén Ci2 va
axit duoc wu tién nhat 13 axit octanoic (vi du axit caprylic) hodc cac mudi cta no. Cac
dung dich dém uu ti€n d6i véi cac thé lién hop, dugc tao ra tir cac este N-
hydroxysucxinimit (Osu) hodc céc este dugc hoat hoa tuong duong khéc, la mudi dém
phosphat (PBS) hogc axit N-2-hydroxyetyl piperazin-N’-2-etansulfonic (d¢ém HEPES).
Dung dich dém nay dugc sir dung trong cdc phan Ung lién hop khong thé chia cac
amin tu do hodc céc chét 4i nhan. Dbi véi cac loai thé lién hop khéac, cac dung dich
dém phu hop ¢o thé duoc xac dinh dé dang. Theo cach khéc, viéc sir dung dung dich
dém khong 4i nhan, tuong thich v6i protein, chira t-butanol ma khong bd sung chit
phu trg cling duoc phét hién 1a tao ra cac thé lién hop din xuét calicheamixin dang don

thé/chit mang c6 mtc tai thudc/hiéu suat cao hon va muc do két tu giam.

Luong déng dung mdi cAn dé tao ra thé lién hop dang don thé thay dbi nhét
dinh gifta céc protein va ¢ thé dugc ngudi c6 trinh d§ trung binh trong linh vyc nay
x4c dinh ma khong can phai thi nghiém nhidu. Lugng chét phu trg can dé tao ra mot
c4ch hitu hiéu thé lién hop dang don thé ciing thay d6i giita cac khang thé. Lugng nay
cling c6 thé duge ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay xac dinh ma khong
can phai thi nghiém nhidu. Trong bing M§ céc sb 5712374 va 5714586, viéc bd sung
propylen glycol véi luong nam trong khoang tir 10% dén 60%, tdt hon 13 ndm trong
khoang tir 10% dén 40%, va tét nhét 13 30% téng thé tich, va chét phu tro bao gém it
nhit mot axit Ce-C1s cacboxylic hodc mubi cua no, tot hon 13 axit caprylic hodc mubi
ctia n6, voi lwong nam trong khoang tir 20mM dén 100mM, tdt hon 12 nim trong
khoang tir 40mM dén 90mM va tét nhét 1a ndm trong khoang tir 60mM dén 90mM,

vao hdn hop phéan tng lién hop dé tao ra céc thé lién hop dan xuét thubc giy doc té

-33-



29623

bao dang don thé/chAt mang c6 muc tai thudc/hiéu sut cao hon va mirc do két tu
giam. Cac ddng dung mdi hitu co twong thich véi protein khac ngoai propylen glycol,
vi du etylen glycol, etanol, DMF, DMSO, v.v., ciing ¢ thé dugc st dung. Mot s6 hoiic

toan bd ddng dung moi hitu co nay da dugc sir dung dé tai thudc vao hdn hop lién hop.

Theo cach khac, trong cac patent nay, ndéng do cua axit Ce-C1s cacboxylic hodc
mudi cia nd c6 thé duoc ting téi 150-300mM va ddng dung mdi giam t6i 1-10%.
Theo mdt phuong 4n, axit cacboxylic 12 axit octanoic hoac mudi cta n6. Theo phuong
an uu tién, axit cacboxylic 12 axit decanoic hodc mubi ctia n6. Theo phuong 4n uu tién
khac, axit cacboxylic 1a axit caprylic hodc mubi cta no, axit nay c6 & ndng o 200mM

cung véi propylen glycol hodc etanol 5%.

Theo phuong an khéac trong cac patent nay, t-butanol & ndng d6 nim trong
khoang tur 10% dén 25%, tét hon 1a 15% téng thé tich dung dich, c6 thé duoc bd sung
vao hdn hgp phan tng lién hop dé tao ra cac thé lién hop dan xuét thudc gy doc té
bao dang don thé/chit mang c6 mirc tai thubc/hiu suét cao hon va mic do két tu
giam.

Céac diéu kién lién hop da dugc thiét 14p nay da duoc 4p dung dé tao ra CMA-
676 (Gemtuzumab Ozogamicin) ma hién dugc ban vé6i tén Mylotarg™. Khi giéi thiéu
céch didu tri nay dbi vi bénh bach cdu tiy cAp (AML), thong qua séc ky trao dbi ion,
da biét duoc rang calicheamixin khdng dugc phén bd trén khang thé mot cach dong
déu. Hau hét calicheamixin nim trén khoang mot nira khang thé trong khi nira con lai
tdn tai trong LCF, phan doan ndy chi chira mot luong nhé calicheamixin. Do vay, rit
cin co6 su cai thién cidc phuong phéap lién hop céc thubc gdy doc té bao nhu
calicheamixin v6i cac chit mang, dé lam giam thiéu luong két tu va cho mirc tai thudc
d8u cao hon véi hidu suit san phim lién hop dugc cai thién dang ke. ’

Mot vi du cu thé 1a thé lién hop G5/44-NAc-gama-calicheamixin DMH AcBut,
dugc chi ra 1a CMC-544 va dugc thé hién mot cach khai quat trén Fig.17. Murc gidm
lvong LCF dén dudi 10% tdng lwong khang thé 1a cin dé phat trien CMC-544 va céc
cach chon khac nhau dé lam giam cac mic LCF da dugc xem xét. Céac dac tinh khéac
cta thé lién hop mién dich nay, vi du kha nang lién két khang nguyén hodc kha nang

gdy doc té bao, s& khong bi anh huong bdi dung dich cubi cing. Céc cich chon dugc
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xem xét bao gdm viéc cai bién khang thé vé mit di truyén hogc vat ly, céc ky thuat
tach bang sac ky hoic viéc cdi bién cac didu kién phan tng.

Phén (ng cta khang thé G5/44 véi NAc-gama-calicheamixin DMH AcBut OSu
bang cach st dung céc diéu kién phan ung cli (CMA-676 Process Conditions) tao ra
san phim c6 cac dic tinh vat ly (muc tai thudc, LCF va muc d6 két tu) gidng voi
CMA-676. Tuy nhién, mic LCF cao (ndm trong khoang tir 50 dén 60%) tdn tai sau khi
lién hop duogc cho ring khong thich hop. Céc didu kién phan tmg t6i uu da dugc xac
dinh thong qua phuong phap thiét ké théng ké thuc nghiém, trong d6 cac bién sb phan
tng chinh nhu nhiét do, d pH, lugng xAn xuét calicheamixin dua vao va néng d6 chat
phu trg, da dugc danh gia. Viéc phan tich cic thi nghiém nay ching to rang luong
calicheamixin dua vao va ndng do chét phu trg c6 dnh hudng nhidu nhit ¢&én mirc phan
doan lién hop thip LCF va su hinh thanh két tu trong khi nhiét d6 va do pH gdy anh
hudng thap hon. Cac thi nghiém bd sung ciing d4 cho thdy ring cac ndng do clia chat
mang c6 ban chét protein (khéng thé) va ddng dung mdi (etanol) déu it quan trong hon
(so voi lugng calicheamixin dua vao va ndng d6 chat phu trg) trong viéc diéu chinh
cac mic LCF va két tu. Pé lam giam muc LCF dén dudi 10%, luong dén xuét
calicheamixin dua vao dd dwoc ting nim trong khoang tr 3% dén 8,5% (khdi heong/
khéi luong) ty 1& véi luong khang thé ¢6 trong hon hop phan ung. Chét phu trg dugc
thay ddi tir axit octanoic hodc mudi ctia né & ndng d6 200mM (quy trinh CMA-676)
dén axit decanoic hodc mudi ciia né6 & ndng dd 37,5mM. Phan Gng lién hop xay ra tbt
hon & nhiét do tang khong dang ké (nim trong khoang tir 30 dén 35°C) va do pH nam
trong khoang tir 8,2 dén 8,7. Cac didu kién phan tng hop nht nhitng thay d6i nay da
lam giam LCF dén dudi 10% trong khi muc tai calicheamixin ting, va sau diy dugc
chi ra 1a diéu kién quy trinh CMC-544 hodc céc didu kién quy trinh “méi”. Viée so
sanh céc két qua thu dugc véi cac didu kién quy trinh CMA-676 va CMC-544 dugc
trinh bay trong Bang 1.

Bang 1: So sanh céc didu kién quy trinh CMA-676 va CMC-544

A LA s L As i Céc diéu kién quy trinh Céc didu kién quy
Cac diéu kién/cac két qua CMA-676 trinh CMC-544
Calicheamixin dua vao 3,0% (khéi lugng/khdi | 8,5% (khoi
luong, dua trén khoi lwong/khdi luong)
Dang va néng do chét phu trg luo"ng boY) _ .
AXit octanoic/natri
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octanoat; 200mM Axit decanoic/natri
Nhiét do 269C decanoat; 37,5mM
o 31-35°C
bo pH 7,8 8,2-8,7
Mic tai calicheamixin (% khdi | 2,4-3,5 7,0-9,0

luong; bang thir nghiém UV)
Phan doan lién hop thap (LCF) | 45.65% dién tich HPLC | <10%
(trudce tinh ché)
Mt d6 két tu (trude tinh ché) | 50, <5%
Murc @0 két tu (sau tinh che€) <% <29,

Viée ting lugng calicheamixin dua vao dad lam tdng muec tai thude tir 2,5-3,0%
khéi luong lén dén 7,0=9,0% khéi lugng va khong 1am ting mirc do két tu protein
trong hdn hop phan tng. Do sy giam muc do két tu va LCF nén céc diéu kién quy
trinh CMC-544 din t6i sin phim ddng nhét hon. CMC-544 da dugc diéu ché thanh

cong theo quy trinh lién hgp mdi nay & mic vai gam khang thé.

Trong cac phan ng trén, ndng d6 khang thé c6 thé nim trong khoang tir 1 dén
15mg/ml va nébng do cia dan xuit calicheamixin, vi du este NAxetyl-gama-
calicheamixin DMH AcBut OSu (dugc st dung dé tao ra cac thé lién hop duoc thé
hién trén Fig.17), ndm trong khoang tir 4,5 dén 11% khdi lwong khang thé. Pong dung
mai 13 etanol ma nho d6 cac két qua tbt da duge ching t6 & ndng do nim trong khoang
tir 6 dén 11,4% (dwa trén thé tich). C4c phan ng nay dugc thuc hién trong dung dich
dém PBS, HEPES, N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N’-(4-axit butansulfonic) (HEPBS)
hoidc dung dich dém tuong thich khac & do pH nam trong khoang tir 8 dén 9, & nhiét do
nam trong khoang tir 30°C dén 35°C va trong khoang thoi gian tir 15 phut dén 24 gio.
Chuyén gia trong linh vuc nay c6 thé d& dang x4c dinh duogc khoang pH thich hop cho
céc loai thé lién hop khac. Déi véi nhidu khang thé, cac thay ddi nhé trong viée két
hop céc chét phu tro néi trén da dugc phat hién 1a cai thién dugc muc tai thudc va hiéu
suit thé lién hop dang don thé, va biét ring chit mang c6 ban chit protein cu thé bét
ky déu c6 thé cén t6i mot s thay dbi téi thiu trong cac diéu kién chinh x4c hoidc viéc

lua chon céac chét phu tro dé dat dugc cac két qua tdi wru.

V. Tach va tinh ché thé lién hop
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Sau khi lién hop, cac thé lién hop dang don thé c6 thé dugc tach ra khoi cac
chét phan ng khong dugc lién hgp (chdng han chit mang c6 ban chét protein va thubc
gdy doc té bao/calicheamixin tu do) va/hodc dang két tu cta cac thé lién hop bang cac
phuong phép thong thuong, vi du sic ky dua theo kich thuéc (SEC), sic ky tuong tac
ki nuéc (HIC), sic ky trao déi ion (IEC) hoc séc ky hdi tu (CF). Céc thé lién hop da
duoc tinh ché 1a dang don thé va thuong chira tir 4 dén 10% khdi luong thudc gy doc
té bao/calicheamixin. Theo phuong 4n wu tién, cac thé lién hop dugce tinh ché bing sic
ky tuong tac ki nuée (HIC). Theo cac quy trinh dwgc st dung trude do dé san xuét trén
quy mo cong nghiép cac thé lién hop thudc gay doc té bao/calicheamixin-khang thé
(quy trinh CMA-676), budc tach sau lién hop duy nhit dugc ap dung la sic ky dwa
theo kich thude (SEC). Mac du bude nay rat hitu hiéu ca & viéc loai bd thé lién hop bi
két tu 14n viéc hoan thanh qua trinh trao d6i dém db6i voi ché phdm nhung né khong co
hiéu qua lam giam ham lugng LCF. Do d6, quy trinh dya trén SEC hoan toan phu
thudc vao mat héa hoc cia phan ung lién hop dé kiém soat ham luong LCF cla san
pham cudi cling. Bét loi khac cua SEC 1a su gi6i han thé tich ctia hdn hop phan tng
lién hgp dugc nap 1én cot sic ky (thudong khong qué 5% thé tich nén cia cot xir 1y).
Diéu nay lam han ché mdt cach nghiém trong t6i dung lugng mdi phan doan (va do do,
t6i kha ndng san xuit) ma co thé dugc cip trong khoang san xuit nhét dinh. Cubi
cung, quy trinh tinh ché bang SEC con din t6i su pha lodng dang ké dung dich thé lién

hop, 1am giam ndng d9 protein nay ma c6 thé chic chin dat duoc trong ché pham.

Khi thude gay doc té bao ¢6 tinh ki nudce cao, vi du dAn xuét calicheamixin, va
duoc st dung trong thé lién hop, thi sdc ky tuong tac ki nude (HIC) 1a phuong phép uu
tién dé tao ra su tach hitu hiéu khang thé duge lién hop va khang thé khong duoc lién
hop. HIC thé hién 3 wu diém chinh so véi SEC: (1) n6 c6 kha ning lam giam hitu hiéu
ham luong LCF cling nhu thé két tu; (2) kha ning tai cua cdt d6i véi HIC cao hon

nhiéu; va (3) HIC cho phép tranh dugc sy pha lodng qua mic sén phim.

Mot sb méi tudng HIC c¢6 hiéu lyc cao thich hop cho viéc st dung trén quy mo
cong nghiép, vi du Butyl, Phenyl va Octyl Sepharose 4 Fast Flow (Amersham
Biosciences, Piscataway, NIJ), ¢ thé tach mdt cach hitu hiéu cac thanh phﬁn khong
dugc lién hop va céc thé két tu ciia thé lién hop ra khoi cc thanh phan dugc lién hop
dang don thé sau khi thyc hién quy trinh lién hop.
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VI. Céc duoc phim va ché phim

Sang ché ciing dé cap dén quy trinh bao ché duoc phdm/ché phdm ding dé chita
tri hodc chn doan, bao gdm viéc tron thé lién hop dan xuét thudc gy doc té bao dang
don thé/chit mang theo sang ché véi ta duge, chat pha lodng hodc chit mang dugc

dung.

Thé lién hop dan xuét thudc gy doc té bao dang don thd/chat mang c6 thé 1a
hoat chit duy nhét trong dugc pham/ché pham ding @8 chita tri hodc chan doan hoic
c6 thé dugce kem theo cac hoat chit khac bao gdm céc thanh phan khéng thé khac, vi
du céc khang thé khang CD19, khdng CD20, khang té bao T, khang IFNy hoic khang
LPS, hodc céc thanh phin khong phai khang thé nhu céc xytokin, cac yéu t6 sinh

truéng, cac hormon, cac khang hormon, céc thude gay doc té bao va cac xantin.

Céac xytokin va cac yéu t6 sinh truéng ma c6 thd dugc st dung dé diéu trj cac
bénh rbi loan ting sinh nhu bénh ung thu, va cac chat ma ¢6 thé duoc st dung cling
v6i céc thé lién hop din xut thudc gay doc té bao/chit mang theo séng ché, bao gém
cac interferon, céc interleukin nhu interleukin 2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF va G-
CSF.

Céac hormon thuong dugc st dung dé& diéu tri cac bénh rdi loan ting sinh nhu
bénh ung thu va cac hormon ma cd thé dugc st dung cung voi cac thé lién hop din
xuét thubc giy doc t& bao/chit mang theo sang ché, bao gdm estrogen nhu
dietylstilbestrol va estradiol, cic androgen nhu testosteron va Halotestin, cac progestin
nhu Megace va Provera, va cdc cortisteroit nhu prednizon, dexametazon va

hydrocortizon.

Cac khang hormon nhu céc khang estrogen, tirc la tamoxifen, cac khang
androgen, tirc 12 flutamit va cac tac nhén khang adrenal, thudng dugc sir dung dé diéu
tri cac bénh rdi loan ting sinh nhu bénh ung thu va cé thé dugc st dung cling véi cac
thé lién hop dan xuét thudc gy doc té bao/chit mang theo sang ché.

Céc tac nhan hoa trj liéu/chdng ung thu ma thuong duge sit dung dé diéu trj cac
bénh rdi loan ting sinh nhu bénh ung thu va cic tidc nhdn ma c6 thé duoc sir dung cling
v6i cac thé lién hop dan xuét thube gay doc té bao/chit mang theo séng ché bao gbm,

khong gidi han, adramyxin, xisplatin, cacboplatin, vinblastin, vincristin, bleommyxin,
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metotrexat, doxorubixin, cac flurouraxil, etopozit, taxol va céc chat twong tu cia no,

va mitomyxin.

Céc duoc phdm tdt hon 13 nén bao gbm lugng c6 hiéu qué chita bénh cua thé
lién hop theo sang ché. Thuat ngit “lugng c6 hiéu qua chita bénh” dugc st dung & day
dé chi luong tac nhan chita bénh cAn dé diéu tri, 1am thuyén gidm ho#c ngin ngira
bénh hodc tinh trang bénh dich, hodc dé biéu hién tac dung chita bénh hodc phong
ngira c6 thé phét hién dugc. Dbi v6i thé lién hop bat ky, liéu c6 hiu qua chita bénh c6
thé dugc uée luong ddu tién bing cac thir nghiém nudi ciy té€ bao hoic bing cac mod
hinh dong vat, thuong 1a dong vat gdm nhim, thd, cho, lon hoic linh truéng. Mo hinh
dong vat cling co thé dugc sit dung dé xac dinh khoang ndng do6 thich hop va duong
cung cip. Tiép theo, thong tin nhu vay c6 thé duoc sir dung dé xac dinh cac liéu hiru

hiéu va cac dudng cung cap & nguoi.

Luong c6 hiéu qua chinh xéc d6i voi dbi tugng 12 ngudi sé phu thudc vao mirc
dd nghiém trong cua tinh trang bénh, sirc khoé n6i chung cua d6i turong, do tudi, thé
trong va gidi tinh cua d6i tuong, ché do an, thoi gian va tn sb cung cip, cac hdn hop
thudc, dd nhay cia phan tmg va dd dung nap/phan Gng dbi voi liéu phap. Luong nay
¢6 thé duoc xac dinh bang viéc thi nghiém thong thudng va theo su hudng dan ctia bac
s§ lam sang. N6i chung, lidu hitu hiéu ndm trong khoéang tir 0,1mg/m? dén 50mg/m?,
tét hon 1a nim trong khoang tir 0,4mg/m? dén 30mg/m?, tot hon nita 1a ndm trong
khoang tir 2mg/m? dén 9mg/m?, lidu ndy duoc tinh dya trén chit mang c¢6 ban chat

protein.

Céc dugc phdm co thé duge cung cAp riéng r& cho bénh nhén hodc c6 thé duoc
két hop véi c4c tac nhan, thudc hodc hormon khac. Liu ma & d6 thé lién hop dan Xuét
thubc gy doc té bao dang don thé/khang thé theo sang ché dugc cung cap s& phu
thudc vao tinh chét cta tinh trang bénh can dugc diéu tri, loai bénh u lympho hodc
bach cau 4c tinh va vao thé lién hop sé& duoc st dung dé phong ngira hoic dé diéu tri
tinh trang bénh dang ton tai.

Tén sb cAp lidu s& phu thudc vao thoi gian ban huy cia thé lién hop va thoi gian
kéo dai tac dung ctia né. Néu thé lién hop c6 thoi gian ban huy ngén (vi du ndm trong
khoang tir 2 dén 10 gi®) thi c6 thé cin cung cip mot hodc nhiéu liu/ngay. Theo cach

khac, néu phan tir thé lién hop c6 thoi gian ban huy dai (vi du nam trong khoang tir 2

-30-



29623

dén 15 ngdy) thi c6 thd chi cAn cung cip lidu ngay mot 14n, tudn mot 1an hozc thaim chi

1 hoac 2 thang mdt 14n.

Duoc phim ciing c6 thé chira chit mang dugc dung dung d8 cung cip thé lién
hop khéang thé. Chit mang nay phai khong tu gy san sinh khang thé ¢6 hai cho ca thé
tiép nhan duoc phdm va phai khong doc. Cac chit mang thich hop c6 thé 13 cac dai
phan tir 16n, trao ddi chdm nhu c4c protein, cac polypeptit, cac liposom, cac
polysacarit, c4c axit polylactic, cac axit polyglucolic, cac axit amin dang polyme, cac

ddng polyme axit amin va céc hat virut bit hoat.

Cac mudi duoc dung c6 theé duge st dung, vi du cdc mudi cla axit v co nhu
hydroclorua, hydrobromua, phosphat va sulfat, hogc cidc mudi cia axit hitu co nhu

axetat, propionat, malonat va benzoat.

Céac chit mang duoc dung trong cac dugc pham nay c6 thé con chtra cac chét
long nhu nuéce, nude mudi, glyxerol va etanol. Ngoai ra, cac chét phuy trg nhu cic tc
nhan 1am 4m hodc nhii twong hoa hodc céc chit dém pH, c6 thé c6 trong cac dugce
pham nay. Cac chit mang nhu vay cho phép cac dugc phim dugc bao ché dué6i dang
vién nén, vién tron, vién keo, vién nhdng, dang long, dang gel, sird, bot nhdo hoac

huyén phu, d& bénh nhan tiéu hoa.

Céac dang uu tién cho vi€c cung cép bao gbdm cac dang thich hgp cho viéc cung
cAp ngoai duong tiéu hod, vi du bang cach tiém hodc truyén, chéng han bang cach tiém
lidu 16n hodc truyén lién tuc. Néu san phim dugc ding dé tiém hodc truyén thi san
phim nay c6 thé tao thanh dang huyén phi, dung dich hodc nhii twong trong ta duoc
long chu dau hodc nude va cod thé chira cac tac nhan bao chée nhu cac tac nhén tao

huyén phi, bao quan, 6n dinh va/hodc phan tan.

Mic du d6 én dinh cia cac dung dich thé lién hop dém 1a du dé 6n dinh trong
thoi gian ngin nhung kém 6n dinh trong thoi gian dai. Pé tang cudng d6 6n dinh cua
thé lién hop va lam ting thoi gian st dung ctia no, thé lién hop khang thé-thudc nay c6
thé duoc 1am dong kho thanh dang khd, dé hoan nguyén trudc khi st dung véi chét
long vo trung thich hop. Cac vAn @ lién quan dén qua trinh 1am dong kho dung dich
protein nay s& dugc ghi nhén. Sy mét di ciu tric bac 2, bac 3 va bac 4 ¢ thé xay ra
trong cdc quy trinh lam lanh va lam kho. Do do, cac chét bao quan lanh c6 thé phai
dong vai tro la chét n dinh vo dinh hinh cta thé lién hop va duy tri tinh hop nhét cdu
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tric cua protein ndy trong quy trinh dong kho. Theo mot phuong an, chét bao quan
lanh hitu ich theo sang ché 13 rugu duong nhu alditol, mannitol, sorbitol, inozitol,
polyetylen glycol va hon hgp cta ching. Theo phwong 4n khéc, chét bao quan lanh 1a

axit duong, bao gom axit aldonic, axit uronic, axit aldaric va hdn hop ctia ching.

Céc chét bao quan lanh theo sang ché ciing c6 thé 13 hydrat cacbon. Céc hydrat
cacbon thich hop 1a cac hop chit aldehyt hodc keton chira hai hodc nhiéu nhém
hydroxyl. Céc hydrat cacbon nay c6 thé 14 dang vong hoic thang, vi du céc aldoza, c4c
ketoza, cac dudng amino, cac alditol, cac inozitol, cac axit aldonic, cac axit uronic
hodc céc axit aldaric hodc cdc hon hop cuia chung. Hydrat cacbon nay ciing c6 thé 1a
mono-, di- hodc poly-hydrat cacbon, vi du disacarit hodc polysacarit. Cac hydrat
cacbon thich hgp bao gdm, vi du, cac glyxeraldehyt, arabinoza, lyxoza, pentoza,
riboza, xyloza, galactoza, glucoza, hexoza, idoza, mannoza, taloza, heptoza, glucoza,
fructoza, axit gluconic, sorbitol, lactoza, mannitol, metyl oa-glucopyranozit, maltoza,
axit isoascorbic, axit ascorbic, lacton, sorboza, axit glucaric, erytroza, treoza,
arabinoza, alloza, altroza, guloza, erytruloza, ribuloza, xyluloza, psicoza, tagatoza, axit
glucuronic, axit gluconic, axit galacturonic, axit mannuronic, glucosamin,
galactosamin, sacaroza, trehaloza, axit neuraminic hodc cac din xuit cua chung. Cac
polyhydrat cacbon bao gém, vi duy, c4c arabinan, cac fructan, cic fucan, cic galactan,
cac galacturonan, cdc glucan, cac mannan, cic Xylan (vi du inulin), levan, fucoidan,
caraginan, galactocaroloza, cc pectin, cac axit pectic, amyloza, pululan, glycogen,
amylopectin, xenluloza, dextran, pustulan, chitin, agaroza, keratin, chondroitin,
dermatan, axit hyaluronic, axit alginic, gdbm xantan hodc tinh bot. Trong sb do, cac
hydrat cacbon ddc biét hitu ich 13 sacaroza, glucoza, lactoza, trehaloza va cac hdn hop

cua chung. Sacaroza la chét bao quan lanh dic biét hitu ich.

Tt hon 1a, chit bao quan lanh theo séng ché 13 hydrat cacbon hodc rugu
“dudng”, rugu nay co thé 1 rugu polyhydric. Céc hop chét polyhydric 1a cic hop chit
chita nhiéu hon mot nhém hydroxyl. Tt hon 13, cac hop chét polyhydric nay c6 dang
mach thing. Cac hop chét polyhydric thich hgp bao gdm, vi du, cac glycol nhu etylen
glycol, polypropylen glycol, glyxerol hodc pentaerytritol; hodc cac hdn hop ctia ching.

Theo mdt sd phuwong 4n wu tién, tdc nhén bao quan lanh la sacaroza, trehaloza,

mannitol hodc sorbitol.
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Khi da duoc bao ché, cac duoc ph'fim theo sang ché c6 thé duoc cung cép mot
cach truc tiép cho dbi tugng. Cac dbi tugng dugc dieu tri co thé 1a dong vat. Tuy

nhién, vu tién céc duoc pham phu hop doi véi viée cung cap cho doi tuong 1a nguoi.

Céc duge phdm theo sang ché c6 thé duge cung cép theo mot s cach bao gdm,
khong giéi han, qua dudng miéng, qua duong trong tinh mach, qua dudng trong co,
qua duong trong dong mach, qua duong trong tuy, qua dudng trong vo, qua dudng
trong tm that, qua biéu bi, qua da (xem Cong bd don PCT s6 W098/20734), qua
dudng duéi da, qua dudng trong mang bung, qua dudng trong mili, qua dudng rudt, tai
chd, qua duong dudi ludi, qua dudng trong &m dao hodc qua duong tryc trang. Céc tia
nho ciing c¢6 thé duoc st dung dé cung cp cac dugc phim theo séng ché. Thong
- thudng, cac dugc phém nay co thé dugc bao ché dudi dang cac dung dich cd thé tiém,
hodc dudi dang cac dung dich 16ng hodc dudi dang céc huyén phu. Cac dang rin thich
hop cho viéc tao dung dich hodc huyén phu trong céc t4 duge 1ong trude khi tiém ciing

c6 thé dugc bao ché.

Viéc. phan phat truc tiép cac duoc pham nay thuong duge thyc hién bang cach
tiém qua dudng dudi da, qua dudng trong mang bung, qua duong trong tinh mach
hodc qua dudng trong co, hodc dugc cung cAp t6i khoang gian bao cia md. Cac duge
phim nay cling c6 thé dugc cung cip vao vi tri thuong tdn. Viéc diéu tri bang lidu

luong 6 thé 1a ché do lidu duy nhét hodc ché do da lidu.

Biét ring hoat chét trong dugc phim nay 1a thé lién hop thudc gy doc té
bao/chit mang c6 ban chét protein. Thong thudng, né dé dugc phan gidi trong dudng
da day-rudt. Do do, néu dugc phém nay dugc cung cép qua duong da day-rudt thi nd
phai chita céc tdc nhan bao vé thé lién hop khéi qué trinh phan giai nhung lai c6 tac
dung giai phong thé lién hop khi n6 dugc hép thu tir dudng da day-rudt.

Su thao luan chi tiét cac chit mang dugc dung co thé st dung trong tai liéu

Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

Sang ché d& cép cu thé dén din xuht calicheamyxin dang don thé/khéng thé
khang CD22 duoc 1a twong thich v6i nguoi (G5/44), CMC-544, dé sir dung diéu trj cac
bénh rdi loan ting sinh dugc dic trung béi cac té bao biéu hién cac khangs nguyén

CD22 trén bé mit ctia chung.
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Sang ché ciing dé cap dén viéc st dung CMC-544 @2 san xuét dugc phdm hodic

thudc didu tri bénh rdi loan ting sinh dugc dic trung boi céc té bao biéu hién CD22.

CMC-544 ciing c6 thé dugc sir dung trong liéu phap chira bénh bét ky, trong d6
mong mudn 1am gidm muc cac té bao biéu hién CD22 trong ddi twong dang can dugc
didu tri bang duoc phém hogc thudc duge mo ta & day. Dic bit 13, dugce phém hoac
thudc ndy s& dugc s dung dé diéu tri cho ngudi hodc dong vét méc cdc bénh rbi loan
ting sinh 1a bénh u lympho va bénh bach cAu, cac bénh nay biéu hién khang nguyén
CD22 trén bé mit t& bio. Cac té bao bidu hién CD22 nay c6 thé tuln hoan trong co thé
hodc xuét hién véi sb luong 16n khdng mong mubn dugc dinh vi & vi tri cu thé trong

co thé.

Tét hon 13, CMC-544 c6 thé duge sit dung dé didu tri cac bénh &c tinh dong té
bao lympho B bao gbdm bénh u lympho va bénh bach cAu, tot nhét 13 bénh U Lympho
khong Hodgkin (NHL), bénh bach ciu lympho cap (ALL), bénh da u tuy va bénh bach
cAu lympho man tinh (CLL). CMC-544 ¢6 thé dugc sit dung don ddc hodc két hop voi
cac tac nhan c6 hoat tinh sinh hoc khéc dé diéu tri cho cac dbi tuong méc cac bénh 4c

tinh té bao B.

Céc tac nhan c6 hoat tinh sinh hoc thudng dugc s dung bao gbm céc yéu tb
sinh trudng, cac xytokin va cac thudc gay doc té bao. Cac thube gdy doc té bao,
thuong dugc st dung dé didu tri cac bénh rdi loan ting sinh nhu bénh ung thu va c6
thé dugc st dung cung véi CMC-544, bao gdbm antraxyclin nhu doxorubixin,
daunorubixin, idarubixin, aclarubixin, zorubixin, mitoxantron, epirubixin, carubixin,
nogalamyxin, menogaril, pitarubixin va valrubixin trong thoi gian t6i 3 ngay; va
nucleozit pyrimidin hodc purin nhu Xxytarabin, gemxitabin, trifluridin, anxitabin,
enoxitabin, azaxitidin, doxifluridin, pentostatin, broxuridin, capexitabin, cladribin,
dexitabin, fludarabin, gougerotin, puromyxin, tegafo, tiazofurin. Cac tac nhan hoa tri
liéu/chéng ung thu ma cd thé dugc cung cép cing véi CMC-544 bao gbdm adramyxin,
xisplatin, ~cacboplatin, xyclophosphamit, dacarbazin, vinblastin, vincristin,
mitoxantron, bleommyxin, mecloretamin, prednizon, procarbazin, metotrexat, cac
flurouraxil, etopozit, taxol va cac chét twong tw cda no, va mitomyxin. CMC-544 ¢o
thé dugc cung cip ddng thoi véi mot hodc nhiéu tic nhan chita bénh nay. Theo céach
khéc, CMC-544 c6 thé duoc cung cdp ké tiép v6i thoi véi mot hoge nhiéu tac nhén

chita bénh nay.
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CMC-544 ¢6 thé duoc cung cép don doc, ddng thoi hodc ké tiép véi hdn hop
cac tac nhan c¢6 hoat tinh sinh hoc khac nhu cac yéu t§ sinh truowngr, cic xytokin, cac
steroit, cac khang thé nhu khéng thé khang CD22, rituximab (Rituxan™) va céc tac
nhan héa tri lidu dudi dang mot phin cta ché do didu tri. Cac ché do diéu tri dugc thiét
lap @ didu tri cdc bénh rdi loan ting sinh lympho 4c tinh bao gdbm CHOPP
(xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin, prednizon va procarbazin); CHOP
(xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin va prednizon); COP (xyclophosphamit,
vincristin va prednizon); CAP-BOP (xyclophosphamit, doxorubixin, procarbazin,
bleomyxin, vincristin va prednizon); m-BACOD (metotrexat, bleomyxin, doxorubixin,
xyclophosphamit, vincristin, dexametazon va leucovorin); ProMACE-MOPP
(prednizon, metotrexat, doxorubixin, xyclophosphamit, etopozit, leucovorin, vincristin
va procarbazin); ProMACE-CytaBOM (prednizon, metotrexat, doxorubixin,
xyclophosphamit, etopozit, leucovorin, xytarabin, bleomyxin va vincristin); MACOP-
B (metotrexat, doxorubixin, xyclophosphamit, vincristin, prednizon, bleomyxin va
leucovorin); MOPP (mecloetamin, vincristin, prednizon va procarbazin); ABVD
(adriamyxin/doxorubixin, bleomyxin, vinblastin va dacarbazin); MOPP (mecloetamin,
vincristin, prednizon va procarbazin) xen k& véi ABV (adriamyxin/doxorubixin,
bleomyxin va vinblastin); MOPP (mecloetamin, vincristin, prednizon va procarbazin)
xen k& véi ABVD (adriamyxin/doxorubixin, bleomyxin, vinblastin va dacarbazin);
ChIVPP (clorambuxil, vinblastin, dacarbazin va prednizon). Li¢u phép chita trj c6 thé
bao gém giai doan chita tri cam mg, giai doan chita tri cung c¢b va giai doan chita tri
duy tri. CMC-544 co thé dugc cung cip don doc, ddng thoi hodc ké tiép v6i ché do bét
ky trong s céc ché do chira tri dugc x4c dinh trén diy dudi dang mot phan cua giai

doan chita tri cam mg, giai doan chira tri cing co va giai doan chita tri duy tri.

Céac thé lién hop theo sang ché ciing c6 thé duge cung cip clng v6i céc tac
nhén c6 hoat tinh sinh hoc va hoa tri liéu khac duéi dang mot phé‘ln ctia ché do hoa tri
lidu két hop dé didu tri cac bénh u lympho tién trién tai phat. Co ché diéu tri nhu vay
bao gdbm IMVP-16 (ifosfamit, metotrexat va etopozit); MIME (metyl-gag, ifosfamit,
metotrexat va etopozit); DHAP (dexametazon, Xytaribin lidu cao va xisplatin); ESHAP
(etopozit, metylprednizon, Xytaribin lifu cao va xisplatin); EPOCH (etopozit,
vincristin va doxorubixin trong 96 gio véi cac lidu 16n duy nhit xyclophosphamit va

prednizon qua dudng miéng); CEPP(B) (xyclophosphamit, etopozit, procarbazin,
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prednizon va bleomyxin); CAMP (lomustin, mitoxantron, Xytarabin va prednizon); va
CVP-1 (xyclophosphamit, vincristin va prednizon), CHOPP-B (xyclophosphamit,
doxorubixin, vincristin, prednizon va bleomyxin); CEPP-B (xyclophosphamit,
etopozit, procarbazin va bleomyxin) va P/DOCE (epirubixin hodc doxorubixin,
vincristin, xyclophosphamit va prednizon). Cac ché do didu tri bd sung dbi vai cac
bénh u lympho tién trién c6 thé bao gdm trong giai doan 1 dudng didu tri dAu tién bang
CHOP (xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin va prednizon)-rituximab
(Rituxan™)-CMC-544, tiép theo trong giai doan 2 va giai doan 3 biang CHOP-
rituximab (Rituxan™), CHOP-CMC-544 hogc CHOP- rituximab (Rituxan™)-CMC-
544. Theo cich khac, giai doan 1 c6 thé c6 duong diéu tri dau tién bang COP
(xyclophosphamit, vincristin va prednizon)-rituximab (Rituxan™)-CMC-544, tiép
theo trong giai doan 2 va giai doan 3 bang COP-rituximab (Rituxan™), COP-CMC-
544 hoic COP-rituximab (Rituxan™)-CMC-544. Theo phuong an khac, viéc diéu tri
cac bénh u lympho 6 thé bao gdm dudng didu tri thtr nhit hodc thtr hai bang thé lién
hop thudc khang thé CMC-544 trong giai doan 1, tiép theo trong giai doan 2 va giai
doan 3 bing CMC-544 va CHOP (xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin va
prednizon), CMC-544 va COP (xyclophosphamit, vincristin va prednizon), CMC-544
v6i rituximab (Rituxan™) hosc rituximab (Rituxan™) don doc. Theo phuong én khdc
nita, viéc diéu tri cac bénh u lympho c6 thé bao gdm dudng didu tri thir nhét bang thé
lién hop thudc khang thé CMC-544, tiép theo trong giai doan 2 va giai doan 3 bang
CMC-544 don ddc hodc két hop véi céc ché d diéu tri bao gém, khong gidi han,
ESHOP (etopozit, metylprednizon, xytaribin lidu cao, vincristin va xisplatin); EPOCH
(etopozit, vincristin va doxorubixin trong 96 gi¢ véi cac lidu 16n duy nhat
xyclophosphamit va prednizon qua duong miéng); IMVP-16 (ifosfamit, metotrexat va
etopozit); ASHAP (Adramyxin, solumedrol, Ara-C va xisplatin); MIME (metyl-gag,
ifosfamit, metotrexat va etopozit); ICE (ifosfamit, xyclophosphamit va etopozit). Chi
tiét vé& cac thudc gay doc té bao khac nhau dugc sit dung trong hod tri liéu cac bénh ac
tinh bao gff)m cac ché do hoa tri liéu két hop, cac lidu lugng, v.v. ma duoc dé cap trong
don nay c6 thé duge tim thdy trong cac tai liéu Cancer Principles and Practice of
Oncology, Eds. Vincent T. DeVita, Samuelo Hellman, Steven A. Rosenberg, 6
Edition, Publishers: Lippincott, Williams and Wilkins (2001) va Physicians’s Cancer
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Chemotherapy Drug Manual, Eds. Edward Chu and Vincent T. DeVita, Publishers:
Jones and Bartlett (2002).

Séang ché ciing dé cap dén phuong phép diéu tri cho céc d6i tuong 13 nguoi va
dong vat dang chiu dau don hodc ¢6 nguy co mic céc bénh rdi loan ting sinh dwoc dic
trung bdi céac té bao biéu hién CD22, phuong phép nay bao gbm viéc cung cip cho abi
twong lugng hitu hiéu CMC-544 theo séng ché.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: Tao cac khang thé tuyén chon

Nhom khéng thé khang CD22 di duoc lya chon tir cac thé lai béng cach su
dung céc tiéu chuén lya chon sau day: Su lién két vé6i cac té bao Daudi, sy thu hut céac
té bao Daudi, su lién két véi cac té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC), su thu hut
PBMC, 4i luc (I6n hon 10°M), y1 cta chudt nhit va tdc d¢ sinh san. 5/44 dugc lua
chon lam khéng thé wu tién.

I. Tach dong gen va biéu hién phan tit khéng thé 5/44 dang kham
a) Tao cac té bao thé lai 5/44 va ché phdm ARN tir d6

Thé lai 5/44 dugc tao ra bang k¥ thut lai thong thudng nho gay mién dich cho
chu6t nhét bing protein CD22 cua ngudi. ARN dugc tao ra tir cic té bao thé lai 5/44
bang cach sir dung by kit RNEasy (Qiagen, Crawley, UK; Catalogua No. 74106).
ARN thu duge duoc phién ma ngugc thanh ADN bé trg nhu duge mo ta dudi day.

b) Phan bd cua CD22 trén cac khéi u NHL

Nghién ctru hod tng dong mién dich di duoc thuc hién dé kiém tra tinh ngiu
nhién va sy phin bd cia thuéc nhudm bing cach sit dung cic khang thé don dong
khéang CD22 clia 5/44. Céc khang thé khang CD20 va khang CD79a ddi chimg da
dugc dua vao nghién ctu dé x4c nhan céc ving té bao B ctia céc khéi u.

Tong s6 50 khdi u d3 duge nghién ctru va phén loai nhu sau bing cach st dung
cac hé thdng phan loai Working Formulation va REAL:

e 7 khdi u bach cau nguyén bao lympho B/u lympho (Cao/I)

e 4 khbiu B-CLL/u lympho té bao lympho (Thap/A)

e 3 khéi u nguyén bao lympho/u té bao mién dich (Thap/A)
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e 1 té bao Mantle (Trung binh/F)

e 14 khéi u lympho giita nang (Tu thip dén trung binh/D)

e 13 khéi u lympho té bao 16n khuéch tan (T trung binh dén cao/G, H)
e 6 khdi u khong thé phan loai (K)

e 2khéiu lympho té bao T

C6 40 khdi u lympho té bao B dwong tinh déi véi khéng nguyén CD22 véi
khang thé 5/44 & nbéng d6 0,1ug/ml va 6 khéi u khac dwong tinh khi ndng d6 nay ting
t61 0,5pug/ml. Db voi 2 khdi u té bao B con lai 4m tinh & ndng do 0,1ug/ml, md con lai
khong di dé thir & ndng do cao hon. Tuy nhién, viéc thir ddng thoi voi khéng thé
khang CD22 khac duge ky hiéu 1a 6/13 (Celltech, Slough, UK), cho mic nhdm mau
cao hon 5/44, dAn t6i toan bd 48 khdi u té bao B nhudm dwong tinh déi véi CD22.

Do d6, c6 thé két luan ring khang nguyén CD22 duge biéu hién rong trén céc
khéi u té bao B va, do d6, tao ra dich thich hop cho liéu phap mién dich trong bénh
NHL.
¢) Tach dong Vu va Vi cta 5/44 bang k§y thuat PCR

Céc trinh tu ADN b trg ma hod cic ving bién d6i cua chudi ning va nhe cla
5/44 da duoc tbng hop bang enzym phién ma ngugc dé tao ra cac ban sao ADN b trg
soi don cia ARN thong tin c6 trong ARN tbng sb. Tiép theo, ADN b tro nay duoc sir
dung lam khuon dé khuéch dai cac trinh tyr ving V cda chudt bang cach st dung cip
mdi oligonucleotit dic hiéu bang Phéan tmg chudi st dung enzym polymeraza (PCR).

i) Téng hop ADN b trg

ADN bb tro duogc téng hop trong thé tich phan tmg 20ul chita cac chét phan
ng sau: Tris-HC1 50mM c6 d6 pH=8,3, KC1 75mM, ditiotreitol 10mM, MgCl,; 3mM,
dATP, dTTP, dCTP va dGTP du c¢6 ndng do 0,5mM, RNAsin 20 don vi, 75ng mdi
hexanucleotit ngu nhién, 2pug ARN cua 5/44 va enzym phién ma ngugc ciia Moloney

Murine Leukemia Virus 200 don vi. Sau khi t & 42°C trong 60 phut, phan tung duoc
két thuc bang cach dung néng & 95°C trong 5 phut.

i) PCR
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~ Céac miu ADN bd trg nay duge ding cho phan tmg PCR bang cach két hop cac
doan mdi dic hiéu d6i véi cac chudi ning va nhe. Cac ngudn mdi suy dién duge thiét
ké dé 1 véi céc trinh tu bao toan ciia peptit tin hiéu da dugc st dung 1am cac doan mdi
xudi chiéu. Céc trinh tu nay, theo thir tu, déu chira vi tri gi6i han (Sful cua Vi; HindII
cua Vg) cach 7 nucleotit tir cac ddu 5’ cta chung, trinh tvt GCCGCCACC(SEQ ID
NO:50) cho phép dich ma t8i wu cac ARN thong tin tao thanh, codon khoi d4u va doan
c6 chiu dai nim trong khoang tir 20 dén 30 nucleotit dua trén cac trinh tu peptit din
diu cua céc khéng thé chuot nhit da biét (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interst, 5™ Edition, 1991, U.S. Department of Health and Human

Services, Public Health Service, National Institutes of Health).

Céc doan mdi diu 3> duoc thiét ké dé 1am quay khép ndi J-C cta khung 4 clia
khéng thé va chira vi tri gi6i han dé enzym BsiWI tao diéu kién thuan loi cho viéc tach
dong doan PCR VL. Céc doan mdi ddu 3’ cua chudi ning 1a hdn hop duoc thiét ké dé
lam quay khép ndi J-C ctia khang thé. Poan mdi dau 3’ bao gbém vi tri gi6i han Apal
dé tao diéu kién thuan loi cho viéc tich dong. Ving diu 3’ cta cac doan mdi nay chura
trinh tu két hop dua trén céc trinh tur dugc tim thdy trong cac khang thé chuét nhét da
biét (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interst, 5t Edition, 1991,
U.S. Department of Health and Human Services, Public Health Service, National
Institutes of Health).

Céc hdn hop doan mdi dugc md ta trén day cho phép cac san phim PCR ddi v6i
Vi va Vi duoge tach dong mot cach truc tiép vao vecto biéu hién thich hop (xem dudi)
dé tao ra cac chudi ning va nhe dang kham (chudt nhit-ngudi) va dé cac gen nay duge
biéu hién trong cac té bao dong vat c6 vii dé tao ra cac khang thé dang kham c6 isotyp

mong muon.

Céc dot 0 (100pu]) di véi PCR duoc thiét 14p nhu sau. Mdi hdn hgp phan tng
chtta Tris-HCl 10mM c6 d6 pH=8,3, MgCl, 1,5mM, KCI 50mM, gelatin 0,01% (khbi
luong/thé tich), dATP, dTTP, dCTP va dGTP déu c6 ndng do 0,25mM, hdn hop mdi
diu 5° 10pmol, mdi dau 3> 10pmol, 1pl ADN b tro va Taq polymeraza 1 don vi. Céc
hén hop phan tmg duge G & 95°C trong 5 phut va sau d6 thuc hién chu ky 94°C trong 1
phut, 55°C trong 1 phat va 72°C trong 1 phut. Séu 30 chu ky, cac phin phan udc cia

mdi phan tng dugc phan tich bang cach dién di trén gel agaroza.
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Dé6i voi ving V cta chudi ning, san phdm ADN di duoc khuéch dai chi thu
dwoc khi ngudn mdi 0 trong lic bt ddu khung 1 thay thé ngudn peptit tin hiéu. Cac
doan nay da duoc tach dong trong céc vecto doc trinh tw ADN. Trinh tuw ADN duoc
x4c dinh va dich ma thanh trinh ty axit amin suy dién. Trinh tu suy dién nay bi thay
ddi khi so sanh véi trinh tu protein ddu N duoc xac dinh bang thuc nghiém. Fig.1 thé
hién trinh tu axit amin cia cdc CDR cua khéang thé don dong 5/44 cua chudt nhit.
Fig.2 va Fig.3 thé hién trinh tw ADN/protein ciia cac ving V lan luot cta chudi ning
va chudi nhe day du cia 5/44 don dong ciia chudt nhit.

iii) Tach dong phan tir cdc doan PCR

Céc trinh ty ving V cuia chut dugc tach dong tiép vao cac vecto biéu hién pMRR10.1
va pMRR 14 (Fig.7 va Fig.8). Day la c4c vecto diung dé biéu hién chudi ning va chudi
nhe chita ADN ma hoé cac ving hing dinh cta chudi nhe kapa ciia ngudi va chudi
ning gama-4 cda nguoi. Vung VL dugc tach dong trong vecto biéu hién bang cich cét
va gén gi6i han tir vecto doc trinh tu, bang cach sir dung céc vi tri giéi han Sful va
BsiWIL, tao ra plasmit pMRR10(544cL) (Fig.8). ADN chudi ning dugc khuéch dai
bing PCR bing cach sir dung doan mdi dau 5° dé dua vao peptit tin hidu do diéu nay
khong thuc hién dugc trong chién lugc tach dong - doan din déu khang thé chudi ning
clia chudt nhit tir thé lai cia chudt nhit khac (duoc goi 1a 162) dd dugce st dung. Doan

moi dau 3’ ¢6 trinh tu nhu sau:

5’ GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCATGGACTTCGGATTCTCTCTCGTGTTCCT
GGCACTCATTCTCAAGGGAGTGCAGTGTGAGGTGCAGCTCGTCGTCGAGTC
TGG3’ (SEQ ID NO:51).

DPoan mdi nguoc giéng véi doan mdi duge st dung trong qué trinh tich dong
gen Vg ban dau. San pham PCR tao thanh dugc cit bang cac enzym HindIII va Apal,
tdch dong va trinh ty ADN cta né dugc xdc nhén, tao plasmit pMRR10(544cH)
(Fig.7). Qu4 trinh dong chuyén nhiém nhanh ci hai vecto biéu hién vao céc té bao
CHO d4 tao ra khang thé 5/44 dang kham. Piéu nay dat dugc bang cach str dung chét
phan tng Lipofectamin theo cdc quy trinh cua nha san xuét (InVitrogen: Life

Technology, Groningen, The Netherlands. Catalogue no. 11668-027).
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II. Loai bo vi tri glycozyl hoa va lyzin phdn ung

Trinh tu cta vi tri glycozyl ho4 dugc lién két voi N tiém 4n di duoc quan sat
trong CDR-H2, c6 trinh tu axit amin N-Y-T (Fig.3). K¥ thuat SDS-PAGE, thdm tach
protein va nhudém hydrat cacbon cac gel cia 5/44 va cac doan cua nd (bao gbdm Fab)
chi ra rang vi tri nay da duoc glycozyl hoé thuc su (khdng duge thé hién). Ngoai ra,
gbc lyzin dugc quan sat tai vi tri tiép xuc trong CDR-H2, ¢6 kha ning lam giam 4i luc
lién két ctia khang thé bing cach tao ra vi tri bd sung ding dé lién hop v6i tic nhan ma

khang thé nay c6 thé duoc lién hop.

Chién luge PCR da duoc str dung dé tao ra cac thay thé axit amin trong trinh tu
CDR-H2 nham loai b vi tri glycozyl hod va/hodc lyzin phan tmg nhu dugc thé hién
trén Fig.4. Cac doan mdi xudi chidu ma hoa cac dot bién N55Q, T57A hodc T57V da
duge sir dung dé loai bo vi tri glycozyl hoa (Fig.4) va doan mdi xubi chiéu thir tu chira
thay thé K60R da duoc tao ra dé loai bo gbc lyzin phan ung (Fig.4). Poan mdi nguoc
ctia khung 4 d3 dugc str dung trong mdi qua trinh khuéch dai PCR nay. Céc san pham
PCR nay dugc cit bing cac enzym Xbal va Apal va 16ng vao pMRR 14(544cH) (ciing
duoc ct bang Xbal va Apal) dé tao ra cac plasmit biéu hién ma hod cac thé dot bién
ndy. Céc dot bién N55Q, T57A va T57V loai bé vi tri glycozyl hod bang cach thay dbi
trinh tu axit amin khéc véi lién tmg N-X-T/S trong khi dot bién K60R thay thé lyzin
6 kha nang phan tng bing gdc arginin tich dién duong twong ty. Céc plasmit bién di
ctia cH tao thanh dugc ddng chuyén nhiém véi plasmit cL d tao ra cac thé bién di

khang thé dang kham dugc biéu hién.
III. Banh gia hoat tinh ciia cac gen dang kham

Hoat tinh ctia cac gen dang kham duoc danh gia bing qua trinh chuyén nhiém

nhanh vao céc t& bao CHO va x4c dinh c4c hang sd ai luc bang phan tich BiaCore.

Al luc cua 5/44 dang kham hodc céc thé bién di cta nod, ma vi tri glycozyl hoa
hodc lyzin phan Ung cua ching da duoc loai bd, dd dugc nghién ctiru bing ky thuat
BIA dbi véi viée lien két voi cée chu trac CD22-mFc. Céc két qua dugc thé hién trén
Fig.9. Tét c4 céc phép do lién két déu duoc thuc hién trong thiét bi BIAcore™ 2000
(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden). Thir nghiém nay duoc thuc hién bang
viéc thu gitt CD22mFc thong qua khang Fc chudt nhét duge ¢b dinh. Khang thé nay ¢

pha hoa tan. C4ac méu thir, mau chuén va cac miu ddi chimg (50ul) dugc tiém 1én
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khéang Fc chudt nhét dugc cb dinh kém theo khang thé & pha hoa tan. Sau mbi chu ky,
phén bé mit dugc hoan nguyén bang 50pl HC1 40mM & 30pl/phut. Phan tich dong hoc

duoc thue hién bing cach sir dung phan mém BIAevalution 3.1 (Pharmacia).

Viéc loai bo vi tri glycozyl hod trong chu triic TS7A dén téi su lién két nhanh
hon khong déng ké va su phan ly chdm hon déng ké so voi 5/44 dang kham, cho mtrc
cai thién 4i luc khoang 5 14n. Dot bién N55Q khong anh hudéng t6i i luc. Két qua nay
khong dugc hy vong do né cho thdy rang viéc loai bd chinh hydrat cacbob nay rd rang
khong anh hudéng dén sy lién két (nhu véi su thay dbi N55Q). Ai luc duge cai thién
chi duoc quan sét v6i sy thay dbi T57A. C6 thé giai thich 13, bat ké su c6 mit cua
hydrat cacbon, treonin & vi tri 57 gdy ra tdc dung 4m tinh dbi voi su lién két s& duoc
loai bo bang sy chuyén hoé treonin thanh alanin. Gia thiét rang kich thuéc nhé cla
alanin 12 khong quan trong va ring tic dung am tinh cua treonin 1a lién quan dén kich
thude clia né 12 phit hop vé6i két qua thu duge bing cach s dung dot bién TS7V: Viée
thay thé bng valin & vi tri 57 12 khong c6 loi (két qua khong thé hién).

Viéc loai bd géc lyzin b%lng dot bién K60R c6 tac dung trung tinh téi 4i luc,
nghia 1a viéc dua gdc arginin vao s& loai bo vi tri ¢6 kha nidng phan tmg ma khong anh

huong dén ai luc.

Do d6, cac dot bién dung dé loai bé vi tri glycozyl hoa va dé loai b lyzin phan
ting déu thudc thiét ké cho dugc 1a twong thich v6i ngudi.
Vi du 2: Ghép CDR cua 5/44

Viéc tach dong phén tir cac gen ddi véi cac ving bién ddi cua cac chudi ning va
chudi nhe cta khang thé 5/44 va viéc st dung chiing dé tao ra cac khang thé 5/44 dang
kham (chudt nhit/ngudi) da dugc mo ta trén ddy. Cac trinh tw nucleotit va axit amin
cia cac vung Vi va Vu cta 5/44 cia chudt nhét 14n luot dugce trinh bay trén Fig.2 va
Fig.3 (SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8). Vi du nay m6 ta vi¢c ghép CDR cia khang
thé 5/44 1én cac khung ctia ngudi dé 1am gidm kha ning gay mién dich tiém 4n & nguoi
theo phuong phap cud Adair va cac dong tac gia (Cong bb don PCT sb6 W091/09967).
I. Ghép CDR ciia chudi nhe ctia 5/44

Viéc xép thang hang trinh tu protein véi cac trinh tu lién ng tir ving V chudi

nhe kapa nhom phu I clia nguoi dé chi ra mac tuwong déng vé trinh tu 12 64%. Do d6,
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dé tao cu trac chudi nhe dugc ghép CDR, cic ving khung thé nhan duoc chon tuong
ng vGi cac vung cua trinh tw DPK9, dong mam O12 cta nhém phu I VK cia ngudi.
Trinh ty khung 4 cua thé nhan c6 ngudn gdc tir trinh ty JK1 thudc dong mam ving J
cia ngudi.

Viéc so sanh trinh ty axit amin cta cac vung khung 5/44 cla chudt va trinh tu
thé nhan duoc thé hién trén Fig.5 va cho théy rang ¢ 27 su khéac biét gitta cac chudi
thé cho va thé nhan. Tai mi vi tri, viéc phan tich dugc thyc hién bing kha ning goc
ctia chudt tham gia lién két khang nguyén, mot cach truc tiép hoic gian tiép, théng qua
cac tac dung ddi voi viée bao g0i hodc tai giao dién Vu/VL. Néu mét géc cda chudt
duoc coi la quan trong va hoan toan khac so voi gbc clia nguoi v& kich thuée, do phan
cuc hodc dién tich thi géc d6 cta chudt dugce giir lai. Dyua trén phan tich nay, hai thé
bién di cta chudi nhe dugc ghép CDR, c6 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:19 va
SEQ ID NO:20 (Fig.5), da duoc ciu tric.

II. Ghép CDR clia chudi ning cua 5/44

Viéc ghép CDR cua chudi ning cta 5/44 d dugc thyc hién béng cach st dung
chién lugc twong tu nhu dugc mé ta déi voi chudi nhe. Ving V cia chudi nang cia
5/44 dugc phat hién 1a twong ddng véi cac chudi ning cua ngudi thude nhom phu I (4o
tuong déng vé trinh tu 13 70%) va ,do dd, trinh ty DP7, khung dong mam VH1-3 thudc
nhém phu I cua ngudi dd duge st dung lam khung thé nhan. Céc trinh tu khung 4 cta

thé nhan c6 ngudn gbc tir trinh tw JH4 thudc dong mam ving J clia nguoi.

Viéc so sanh chudi ning cta 5/44 véi cac ving khung duoc thé hién trén Fig.6,
trong d6 c6 thé thdy rang ctia ning cua 5/44 khéc véi trinh ty cia thé nhén tai 22 vi tri.
Viéc phén tich sy li€én quan ma bét ky vi tri nao trong sb cac vi tri nay co thé co dbi
vé6i viec lién két khang nguyén da dan dén 5 thé bién di cta cac chudi ning dugc ghép
CDR dugc cAu trac, ¢6 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID
NO:25, SEQ ID NO:26 va SEQ ID NO:27 (Fig.6).

TI1. Tao chu tric cac gen ddi véi céc trinh ty dugc ghép

Cac gen da dugc thiét ké dé ma hoa cac trinh tu dugc ghép gH1 va gL1, va mot
loat cac oligonucleotit chdng 16p da duoc thiét k& va clu trac (Fig.10). K§ thuét lap
ghép bing PCR da dugc ap dung dé chu trac cac gen ving V duge ghép CDR. Cac thé
tich phan Gng 100ul da dugc thiét 1ap chira Tris-HCl 10mM c6 d6 pH=8,3, MgCl
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1,5mM, KCI 50mM, gelatin 0,001%, dATP, dTTP, dCTP va dGTP déu c6 ndng dd
0,25mM, mdi doan mdi “trong” lpmol (T1, T2, T3, B1, B2, B3), mdi doan mdi
“ngoai” 10pmol (F1, R1) va Taq polymeraza 1 don vi (AmpliTaq, Applied
BioSystems, catalogue no. N808-0171). Cac thong s6 ciia chu ky PCR 12 94°C trong 1
phut, 55°C trong 1 phit va 72°C trong 1 phut, d&i véi 30 chu ky. Tiép theo, cac san
pham phan tmg cho chay trén gel agaroza 1,5%, tach va thu hdi bang cach st dung céc
cot quay QIAGEN (QIAquick gel extraction kit, cat no. 28706). ADN duoc giai hép
bang thé tich 30pl. Tiép theo, cac mau (1pl) ADN cua gH1 va gl.1 dugc tach dong
trohg vecto tach dong pCR2.1 TOPO cuia InVitrogen TOPO TA (catalogue no. K4500-
01) theo huéng dan ctia nha séﬁ xuét. Vecto khong biéu hién nay dong vai trd 13 trung
gian tach dong tao diéu kién thudn loi cho viéc xac dinh trinh tu sb lugng 16n céc
dong. Viéc xéc dinh trinh tw ADN bang cac doan mdi dic hiéu vecto da duge sir dung
dé xac nhan cic dong chinh xac chira gHl va gLl, tao ra cac plasmit pCR2.1
(544gH1) va pCR2.1 (544¢gL.1) (céac Fig.11 va 12).

Phuong phap thay thé doan oligonucleotit da dugc st dung dé tao ra cac manh
ghép duoc 1a teong thich véi nguoi 1a gH4, gHS, gH6 va gH7, va gL.2. Fig.13 thé hién
cac doan oligonucleotit nay. D8 cAu triic mdi thé bién di, vecto pCR2.1 (544gH1) hodc
pCR2.1 (544glL.1) da dugc cit bang cc enzym gidi han duoc ky hiéu bang Xmal/Sacll
d6i v&i chudi ning va Xmal/BstEII d6i voi chudi nhe. Poan vecto 16m 1a gel duoc tinh
ché tir agaroza va duoc stt dung dé gan vai doan oligonucleotit. Cac doan ndy bao gdm
2 oligonucleotit bd tro (dugc thé hién trén Fig.13) dugc tron v6i nhau & nong do
0,5pmol/pl trong thé tich 200ul Tris-HCI 12,5mM c¢6 d0 pH=7,5, MgClz 2,5mM, NaCl
25mM, ditioerytritol 0,25mM. Viéc U dat dugc bang cach dun néng téi 95°C trong 3
phut trong bé nuréc (c6 thé tich 500ml), tiép theo cho hdn hop phan mg ngudi dan t6i
nhiét do trong phong. Sau d6, doan oligonucleotit dd dugc U dugc pha lodng 10 lan
bing nudc trude khi gin vao vecto da dugc cit thich hop. Viéc x4c dinh trinh ty ADN
duogc st dung dé x4c nhén trinh tu chinh xéc, tao ra cac plasmit pCR2.1 (5/44-gH4-7)
va pCR2.1 (5/44-gL.2). Tiép theo, céc trinh tu dd duoc ghép bién ddi duge tach dong
trong c4c vecto biéu hién pMRR 14 (chudi nang) va pMR10.1 (chudi nhe).
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IV. Hoat tinh lién két v&i CD22 cua céac trinh tu duge ghép CDR

Cac vecto mi hoa cac thé bién di duoc ghép di dugc dong chuyén nhiém vao
céc té bao CHO theo nhiéu cach két hop ciing vé6i céc chudi khéng thé dang kham ban
d4u. Hoat tinh lién két dugc so sanh béng thir nghiém canh tranh, béng cach canh tranh
v6i viéce lien két cua khang thé 5/44 ban dau cla chudt nhét trong viéc lién két véi cac
té bao Ramos (duoc thu nhan tt ATCC, dong nguyén bao lympho cta ngudi tir u
lympho Burkitt, bidu hién CD22 bé mat). Thit nghiém nay duge coi la céch t6t nhat dé
so sanh cac manh ghép vé kha ning lién két cua chung véi CD22 bé mit t& bao. cac
két qua duoc thé hién trén cac Fig.14 va 15. Nhu c6 thé thy, c6 rat it su khac biét giita
cac manh ghép nay, tAt ca déu thé hién hiéu qua hon clia thé kham vé viéc canh tranh
so v6i thé gbe cua chudt. Viéc dua thém 3 gbc clia nguoi vao cudi CDR-H2 (gH6 va
gH7) da khoéng 1am anh hudng t6i viéc lién két.

Manh ghép két hop véi sb gbe tbi thiéu cua chudt gl.1gH7 da dugce lya chon.
Ménh ghép chudi nhe g1 ¢6 6 gbc cho. Céc gbc V2, V4, L37 va Q45 1a cac gbc bao
g06i rat quan trong. Gbc H38 1a tai giao dién Vu/VL. Gbec D60 1a gbe bé mit sat véi
CDR-L2 va ¢6 thé truc tiép gop phan vao viéc lién két v6i khang nguyén. Trong s cac
gbc nay, V2, L37, Q45 va D60 dugc phat hién trong céc trinh tu dong mam clia cac
gen kapa ctia ngudi tir cdc nhém phu khéc. manh ghép chudi ning gH7 c6 4 gbc khung
cho (gbc R28 dugc coi 1a mot phin ciia CDR-HI theo dinh nghia ciu tric duge sir
dung trong viéc ghép CDR (Adair va cac dong tac gia (1991), Cong b6 don PCT s
W091/09967). Céc gbe E1 va A71 1a cac gbc bé mit sat v6i cac CDR. Goc 148 1a gbe
bao gbi tiém an. Gébc T93 xut hién tai giao dién Vu/VL. Trong s6 cac gbe nay, E1 va
A71 dugc phat hién trong cdc gen dong mam khéac ciia nhom phu I cia ngudi. Gbc 148
duoc phat hién trong nhém phu 4 dong mam ctia ngudi va T73 dugce phat hién trong
nhém phu 3 dong mam ciia ngudi.

Trinh tw ADN va protein dy du ctia ca hai chudi nang va nhe nay, bao gdm céc
vi tri c4c intron trong cic gen cia ving hﬁng dinh do céc vecto tao ra, dugc thé hién
trén Fig.16 va dugc ky hiéu 1an luot 1a SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:28 d6i véi chudi
nhe va SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:30 dbi véi chudi ning.

ADN ma hoa chudi ning va chudi nhe nay duoc cét ra khoi cac vecto. ADN

chudi ning dugc cat tai vi tri HindIII cta dau 5°, sau d6 dugc xtt ly béng doan Klenow
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cua ADN polymeraza I cta E. coli dé tao ra dau b'fmg 5°. Viéc cét tai vi tri EcoRI cta
dau 3’ tao ra doan chudi ning, doan nay dugc tinh ché tir cac gel agaroza. Theo cach
tuong tu, doan chudi nhe di duoc tao ra, tao dau béng tai vi tri Sful ctia d4u 5° va co vi
tri EcoRI & dau 3°. Ca hai doan nay dugc tach dong trong cac vecto biéu hién dya trén

DHFR va duge st dung dé tao ra cac dong té bao dn dinh bang cac té bao CHO.

Vi du 3: Lién hgp NAc-gama-calicheamixin DMH AcBut v6i khing thé khang CD22
duoc 1a teong thich véi nguoi (G5/44)

Trong phan Gng lién hop thong thudng, khang thé khang CD22 duoc 13 tuong
thich véi nguoi (G5/44) dugc lién hop vi NAc-gama-calicheamixin DMH AcBut Osu
(d4n xuét calicheamixin) (Fig.17), trong d6 ndng do protein dich 13 7,5mg/ml va mirc
tai dAn xuét calicheamixin dich 1a 8,5% khdi lugng protein. P§ pH clia phan tng dich
1a 8,5+0,2 va c4c ndng do dich cta cic thanh phan phan tmg khac nhu sau: N-(2-
hydroxyetyl)piperazin-N’-(4-axit butansulfonic) (HEPBS) 50mM, natri decanoat
37,5mM va tdng lugng etanol 12 9% (thé tich/thé tich). Phan ttng dwoc thyc hién &
33°C+2°C trong 1 gid. Céc két qua phén tich clia phan mg dic trung ndy trude khi
tinh ché nhu sau: Protein: 7,34mg/ml; mirc tai calicheamixin: 82,7ug/mg; muc do két
tu: 93,25%; va protein khong dugc lién hgp (LCF): 1,07% (% vung UV dugc x4c dinh
bang HPLC).

Tac dung ctia cic chit phu trg hoat dong b& mat khac nhau va ndng do cia
ching t6i nang suét va do tinh sach cta san phém da duge thir dé xac dinh tac dung
ctia chung dén sy san sinh don thé dugc lién hop (Bang 2). Céc phan tng duge thuc
hién, trong d6 moi thong sb dugc gitr khong d6i ngoai trir chét phu trg va ndng do cla
né. Céc thé lién hop duoc tao ra tir cic phan tmg nay dugc phan tich v& ndng dd
protein, mirc tai calicheamixin, ham lugng két tu va LCF. Mic du tAt ca cac axit n-
cacboxylic nam trong khoang tir Cs (hexanoat) dén Ci2 (dodecanoat) cho cac két qua
chép nhén duoc, cac két qué chung tdt nhét (LCF thép, muc d6 két tu thép va muc thu
hdi thé lién hop dang don thé cao) da dugc thu nhan véi decanoat & ndéng d6 nim trong

khoang tir 30mM dén 50mM.
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Bang 2: Tac dung cia sy tuong dong va ndng do clia chit phu trg dén cac két qua lién

hop

Chét phu tro/ndng 46 | MU° th‘iﬁ‘f;gir)"tein % 1 o két % LCF
Hexanoat-500mM 51,3 3,36 38,3
Heptanoat-400mM 499 4,7 20,6
Octanoat-200mM 57,3 3,27 10,6
Nanonoat-100mM 54,7 | 1,41 0,3
Decanoat-50mM 56,7 1,35 0,2
Undecanoat-20mM 46,9 2,95 0,6
Dodecanoat-5mM 63,6 0,78 7,0

Vi du 4: Quy trinh tinh ché bing sdc ky
I. Cac quy trinh tach bang sic ky

Mic du Butyl Sepharose 4 Fast Flow dugc xac nhan 1a mdi truong HIC tdt nhét
nhung cac két qua chip nhan dugce c6 thé dugc thu nhan bing cac cai bién nho vé cac
didu kién sic ky bang cach sir dung cdc nhya khac nhu Octyl Sepharose Fast Flow,
PPG-600C (Tosoh Biosep), Fractogel EMD Propyl (EM Processing) va Source 15ISO

(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

Nguyén lidu dé tinh ché 12 hdn hogp phéan tng lién hgp chia protein 7,2mg/ml &
muc tai din xuét calicheamixin 83pg/mg, v6i ham luong két tu 10,1% (% dién tich
duoc xac dinh bdi HPLC), va ham lugng LCF 5,6% (% dién tich duoc xac dinh boi
HPLC).

Sau khi phan ung lién hop dugc két thuc, hdn hop phan tmg dugc pha lodng 4
14n bang cach bd sung dung dich kali phosphat vao dén ndng do phosphat cudi cling 12
0,7M (d6 pH=8,2). Sau khi tron 14n, dung dich nay duoc loc qua dung cu loc c6 c& 16
0,45 micromet. Dung dich da dugc pha lodng nay dugc nap lén cdt Butyl Sepharose 4
Fast Flow. Téng lugng protein dwgc nap 1én cot 1a 29mg/ml thé tich 1ong. Sau khi rira
bang kali phosphat 0,7M, cdt duge giai hép bang gradien timg budc véi kali phosphat
c6 ndng do tir 0,7M dén 4M, d6 pH=8,2. Céac phan doan duoc giai hép trong bang

gradien tirng budc duge gom lai dé xtr Iy tiép, v6i hdn hop gom bao gbm thé lién hop
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dang don thé va dudi 1% dién tich mdi mirc do két tu va LCF. Hon hop nay dugc nap
1én cot loai mudi Sephadex G-25 (Amersham Biosciences) dé trao d6i v6i dung dich
dém thich hop dbi véi ché pham, bao gém Tris-Cl 20mM va natri clorua 100mM & do
pH=8,0. Ché phém CMC-544 da duoc trao dbi dém, da tinh ché c6 cac dac tinh sau:
Muc tai calicheamixin: 81pg/mg; mirc do két tu: 0,4% (% dién tich dugc xac dinh

bang HPLC) va LCF: 0,8% (% dién tich dwogc xac dinh bang HPLC).

Vi du 5: Phéan tich su lién két cua thé lién hop mién dich NAc-gama-calicheamixin

DMH AcBut-G5/44 (CMC-544)

Thé lién hop mién dich ctia khang thé khdng CD22 dugc 1a twong thich véi
nguoi (G5/44) véi calicheamixin (CMC-544) dugc tao ra bang quy trinh lién hop trén
day da dwoc phan tich bing nghién ctru lién két dé xac dinh thé lién hop duge tao ra
bang quy trinh cai tién nay cé tic dung d6i nghich nao t6i viée lién két voi khang
nguyén hay khdng. Bang 3 cho thdy ring quy trinh lién hop nay khong c6 tic dung nao
dén 4i luc lién két voi khang nguyén cia khang thé nay. Thé lién hgp mién dich CMC-
544 duoc tao ra bing quy trinh lién hop cii hay méi déu lién két voi khang nguyén
dich véi ai luc nhu nhau, khong khac so véi i lyc ciia khéng thé khong duogc lién hop

G5/44.

Bang 3: Ai lyc lién két cia CMC-544 dugc tao ra bang cac quy trinh lién hgp CMA-
676 va CMC-544

Khang thé khang CD22 | Kp (M) | Ka (1/M) | ka(1/s) |ka(1/Ms) |% LCF

G5/44 dugc 1a tuong

. . ‘. 1,30x10710 | 7,90x10° |2,80x107 | 2,20x10° 100
thich v6i nguoi

CMC-544 (21pg/mg)

-10 9 5 5
(quy trinh CMA-676) 1,20x10 8,10x10° | 6,10x107% | 4,90x10 25

CMC-544 (87ng/mg)

-10 9 -5 5
(quy trinh CMC-544) | 201077 | 6,60x107 16,9010 1 4,60x10 3,3

Céc phan tich cam bién sinh hoc dugc thuc hién b%mg cach sir dung thiét bi
BIAcore™ 2000 (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden). CD22mFc dugc cb
dinh cong hoa tri 1én mAu do cam bién sinh hoc dugc phu cacboxymetyl dextran-dugc
hoat hoa bdi N-hydroxysucxinimit (CMS5) biang phuong phap ho4 hoc gén amin chuén
& ham luong protein khoang 2000 don vi cong hudng. Cac mau CMC-544 hoic G5/44
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dugc pha lodng bang dung dich dém HBS (HEPES 10mM, d6 pH=74, chira NaCl
150mM, EDTA 3mM va polysorbat 20 0,005% (thé tich/thé tich)) va duoc tiém &
ndng d6 nam trong khoang tir 1 dén 100nM 1én bé mat mau do cam bién sinh hoc duoc
phit CD22mFc & téc do chay 30ul/phit trong 3 phit dé cho phép lién két. Sau giai
doan lién két, viéc hoa tan khang thé da duoc lién két dugc theo doi béng cach ria
mAu dod bang dung dich dém HBS trong khoang thoi gian 15 phut. Phan bé mit c6 tinh
khang nguyén dugc hoan nguyén bang cach rira mau do cam bién sinh hoc véi 15ul
dung dich d&&m hoan nguyén (NaOH 10mM va NaCl 200mM) trong 30 gidy, tiép theo
dé 6n dinh trong 2 phut trude khi thye hién chu ky tiép theo. Cac hing s6 dong hoc
duoc tinh bing phan tich hdi quy binh phuong nhé nhét khong tuyén tinh bang cach st
dung m6 hinh phu hgp cung lién két Langmuir va chuong trinh BIAevalution (phién
ban 3.1, BIAcore). Su lién két v6i khéng nguyén ciia CMC-544 dugc phan tich béng
cdng hudng co nguyén sinh b& mat bang cach st dung CD22mFc dugc c¢b dinh cong
ho4 tri trén mau do cam bién sinh hoc. Cac két qua phan tich dong hoc dbi véi su lién
két cia CMC-544 va G5/44 véi CD22mFc cho thdy ring, sau khi cac dit liéu duge lam
phu hop mot cach tdng quat véi mo hinh lién két Langmuir (1:1) bing cach bu chuyén
khéi, ca CMC-544 13n G5/44 khong duoc lién hop déu lién két véi CD22 véi 4i luc
nhu nhau (CMC-544:CD22 c¢6 Kp=200pM; G5/44:CD22 c6 Kp=235pM). Viéc lién
hop véi calicheamixin khong anh huéng t6i kha nang li€n két mot cach c6 hiu qua

voi CD22mFc cua G5/44.

Su lién két ctia CMC-44 va G5/44 v6i CD22 biéu hién trén bé mat cta cac té
bao u lympho B cling dugc kidm tra bang bao ké dang dong. Khéng thé don dong
gemtuzumab khang CD33 (hP67.6) va thé lién hop calicheamixin cia n6 CMA-676
(gemtuzumab ozogamixin) dugc st dung lam cac mAau ddi ching phti hop isotyp trong
qué trinh d4nh gia nay. Rituximab (Rituxan™), mot khéng thé don dong dang kham
IgG1 cuia ngudi-khang CD20 cua ngudi, ciing dugc sit dung 1am cac méu dbi ching
am tinh. IgG1 va IgG4 da dong cia nguoi da dugc tinh ché ciing duoc st dung 1am cac
mAu déi ching 4m tinh. Su lién két cia CMC-44 va G5/44 v6i CD22 trén Ramos hodc
RL BCL 1 nhu nhau va khéc biét so v6i su lién két cia IgG4 da dong clia ngudi. RL
BCL thé hién mirc biéu hién CD22 trén bé mit thép hon so v6i Ramos BCL. Trai lai,
su lién két cia CMA-676 hodc gL.1gH7 v6i BCL gidng véi su lién két IgG4 da dong

ciia ngudi, phit hop véi sy thiéu biéu hién CD33 cta chiing (s6 liéu khong thé hign).

-58-



29623

Céac té bao gidng nhau nay ching to sy lién két manh cua rituximab khdng CD20
(Rituxan™). Khac v6i hP67.6 va CMA-676, ca CMC-544 va G5/44 déu khong chimg
to bat ky su lién két nao véi céc té bao u bach cdu CD22" CD33* HL-60 (s6 li¢u khong
thé hién). Céac két qua nay cho thiy rang viéc lién hop ciia G5/44 véi calicheamixin
khong anh hudng toi tinh ddc hiéu khang nguyén ctia né. CMC-544 nhén biét mot
cach dic hiéu CD22 trén cac té bao B clia ngudi nhung khong nhan biét ddc hiéu
CD22 trén cac té bao B cua chudt, chudt cng, cho, lon hoic linh truéng (cynomolgus

va rhesus) (sb liéu khong thé hién).
Vi du 6: Phan tich c4c tic dung trong dng nghiém va trong co thé cia CMC-544
I. Tinh doc té bao in vitro

Téc dung cuia CMC-544 dugc tao ra bang cac quy trinh CMA-676 va CMC-544
dén su ting sinh trong dng nghiém clia c4c dung té bao u lympho té bao B CD22*, RL,
Daudi, Raji va Ramos d4 duoc so sanh. Thé lién hop calicheamixin phu hgp isotyp ¢6
dich 1a CD33 cta nguoi (CMA-676) dd dugc st dung dé thé hién cac tic dung khong
dac hiéu khang nguyén cia thé lién hop nay. Viée sir dung N-Ac gama calicheamixin
DMH khéng dugc lién hop (thudc nay dugc giai phong ra khoi thé lién hop nho qua
trinh thuy phan bang axit) trong qua trinh danh gia nay da chi ra rang mdi dong té bao
dugc str dung nay nhay véi céc tac dung gay chét cua calicheamixin. Bang 4 thé hién
cac két qua danh gia nay dua trén dwong lugng calicheamixin con Bang 5 thé hién céc
két qua danh gia nay dudi dang ndng do cia protein khang thé duoc lién hop. Su phan
phét calicheamixin qua trung gian CD22 t61 cac té bao CD22* ¢6 hidu qua tiéu diét cac
té bao dich cao gip it nhit 10 1dn so v6i ban than thudc khong duoc lién hop. Thé lién
hop dbi chimg phu hop isotyp (CMA-676) thé hién kha ning gay doc té bao thip hon
hodc twong duong véi dan xuét calicheamixin khong dugc lién hgp. Bang 4 cho thay
r5 ring thé lién hop dugc tao ra bdi quy trinh lién hgp CMC-544 c6 thé gy ra tac
dung giy doc té bao twong duong & ndng d6 khang thé thip hon so véi thé lién hop
dugc tao ra boi quy trinh lién hgp CMA-676.

Bang 4: Sy Uc ché ting sinh béi calicheamixin dugc lién hgp (ICso Pm cia

calicheamixin)

Cac dongu Murc tai CMC- | Muc tai CMC- | Muc tai | N-axetyl gama
lympho t€ bao | 544 theo quy | 544 theo quy | CMA-676 doi | calicheamixin
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B trinh CMC- trinh CMA- chiimng am DMH
544: 65ug/mg | 676: 35ug/mg | tinh: 35pg/mg

RL #1 6 30 600 226
#2 12 40 400 270

Daudi #1 21 80 1886 260

Raji  #1 500 ND* 2800 460
#2 560 520 4100 490

Ramos 200 130 ND 700
#1 260 ND ND 1000
#2

*ND: Khong xac dinh

Bang 5: Su trc ché tang sinh bi khang thé duoc lién hop (ICso pg/ml ciia khéng thé)

Cac dong u Murc tai CMC- | Muc tai CMC- | Mirc tai ] Déi ching
lympho t€ bao | 544 theo quy 544 theo quy | CMA-676 ddi | khang thé
B trinh CMC- trinh CMA- ching am G5/44
544: 65ug/mg | 676: 35ug/mg | tinh: 35ug/mg

RL #1 0,09 0,86 17,14 >100

#2 0,18 1,14 11,43 >100
Daudi #1 0,32 2,29 53,89 >100
Raji  #1 7,69 ND#* 80,00 >100

#2 8,62 14,86 117,14 >100
Ramos

1 3,08 3,71 ND >100

#2 4,00 ND ND >100

*ND: Khong xac dinh

Khé niang gy doc t& bao trong co thé: CMC-544 dugc tao ra béi quy trinh
CMC-544 con duge danh gia trong céc thé di ghép u lympho té bao B. Trong cic
nghién ciru nay, hai khdi u lympho té bao B la RAMOS va RL da dugc st dung. U
lympho RL 14 dong t& bao c6 ngudn gbc tir NHL khong Burkitt trong khi RAMOS lai
c¢6 ngudn gde tir u lympho Burkitt. Trong thi nghiém tugng trung dugc thé hién trén
Fig.18, CMC-544 va ban sao khéng thé chu6t nhit cua né duge thé hién 13 c6 hidu qua
trc ché, theo kiéu phu thudc lidu, sy ting sinh ciia u lympho té bao B RAMOS.

Thé lién hop ctia khang thé dugc 1am twong thich v6i ngudi duge thé hién 14 c6

hiéu qua hon so vGi ban sao chudt nhat cua néd. Trong nghién ctru nay, liéu thap nhat
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ctia thé lién hop calicheamixin ma c6 kha ning gy tc ché su tang sinh dang ké ctia u
lympho 1a 10pg/kg Nac-gama calicheamixin DMH dugc lién hop. Tréi lai, khang thé
khéng dugc lién hop, G5/44, & 10mg/kg dugc cung cip qua duong trong mang bung
theo ché do tuong tw dudi dang cac thé lién hop lai khong c6 tac dung ndo t6i su ting
sinh khéi u.

Céc nghién ctru twong tyr da duge thuc hign theo m6 hinh u lympho RL. Bang 6
thé hién cac phan tich két hop ctia 3 thi nghiém doc 1ap, trong d6 céac tac dung chéng
ung thu ciia CMC-544 dugc danh gia d6i véi cac khdi u NHL RL & giai doan c6 kich
thu6c nim trong khoang tir 300 dén 400mg & chudt nhit trAn. CMC-544, theo kiéu phu
thudc liéu, 1am cho cac khéi u thodi trién qua khoang thoi gian 3 tudn. Liéu téi thiéu co
hiéu qua ciia CMC-544 trong md hinh u lympho RL da duoc thiét 14p tir cac phan tich
théng ké cia cac nghién ctru nay 1a 20pg/kg dya trén ham lugng calicheamixin. Khong
c6 té bao chét nao trong sb bat ky 3 nghién ctru nay. Cac lidu CMC-544 cao hon (nim
trong khoang tir 60 dén 320ug/kg) hiu nhu giy thoai trién hoan toan u lympho RL.
Twong tu, cac két qua thu dwgc v6i hai mé hinh u lympho té bao B chung t6 kha ning

gy thoai trién khdi u cia CMC-544.

Bang 6: Tac dung chéng ung thu ciia CMC-544 d6i voi cac thé di ghép NHL RL &

chudt nhét tran

Liéu calicheamixin Muc tén,g sinh khéi u o T/C2 Gia’i.tri P theo
(ng/kg) tuong doi trung binhl doi chung3
Déi ching 6,74 - -
20 2,87 43 0,011
40 1,34 20 <0,001
60 0,58 9 <0,001
80 0,54 8 <0,001
160 0,21 3 <0,001
320 0,10 1 <0,001

Mt tang sinh khdi u twong di (RTG) duoc tinh bang (khdi lugng u & tuan thu

3/khi lwong u & ngay thir nhét) d6i véi mdi dong vat.

2100x(RTG trung binh déi vé6i lidu CMC-544/RTG trung binh d&i v6i nhém ddi
ching).
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3Gi4 tri p tir phép so sanh t-test mot chidu cia CMC theo dbi chung, bang céach sir
dung RTG chuyén hang 1am bién s4 hitu han, Bién sd sai s6 dbi vé6i tit ca cac phép thir

t-test dua trén bién s6 tap hop, s, & tit ca cac nhom diéu tri (s2=154,54).

Kha niang cia CMC-544 dugc tao ra bdi quy trinh méi nay e ché sy ting sinh
cta cac thé di ghép u lympho té bao B lan rong bang cach st dung cic md hinh u
lympho RAMOS va RL ciing da duoc nghién ctru. Céac khdi u duoc cho ting sinh dén
giai doan c6 kich thudc 1,5g hodc 2g sau khi CMC-544 hogc thé lién hop dbi ching
am tinh phu hop isotyp (CMA-676) dugc cung cip qua duong trong mang bung & lidu
calicheamixin dugc lién hop 12 160pg/kg theo ché do cép lidu ban du vao cac ngay 1,
5va 9. Ché d6 cip lidu twong tu dugc thuc hién trude do dé gay ra qua trinh thoai trién
kéo dai clia cac khéi u & giai doan kich thuc nhd (Bang 6). Nhu dugc thé hién trén
Fig.19, viéc cung cdp CMC-544 cho chuot nhit mang u lympho RAMOS lam thoia
trién dan khéi lvong u lympho t6n tai trude d6 va dén ngay tha 20, 3 trong sb 4 chuot
nhit mang khéi u da khong con khdi u. Viéc theo ddi cac chudt nhit khong con khdi u
nay t6i ngay thir 50 cho thy khong c6 bét ky su ting sinh ndo ctia u lympho RAMOS
da thoai trién. Trai lai, miu déi chimg phu hop isotyp, CMA-676, khong c6 tac dung
nao t&i su tang sinh khéi u. C6 4 trong s6 5 chudt nhit mang khéi u 16n duoc diéu tri
bing CM-676 phai dugc mb truée ngay 15 do khéi u ning chiém dén 15% khdi lugng

co thé cta chung.

Thi nghiém twong tu st dung CMC-544 da dugc thuc hién theo m6 hinh u
lympho RL. Viéc cung cAp CMC-544 qua dudng trong mang bung & lidu 160pg/ke
theo ché d6 turong ty nhu da dugc md ta trude do da lam thoai trién trén 90% khdi
luong t0n tai trude d6 ctia u lympho RL trong vong 30 ngdy. tuy nhién, dén ngay 45,
¢6 2 chudt nhét trong nhém c¢6 cac u lympho da bi teo lai thé hién sy t4i ting sinh céc
khéi u nay. Cac két qua nay chi ra ring CMC-544 c6 thé 1am thodi trién cac u lympho
da duoc thiét 1ap nho cling nhu 16n. Trong mot s it nghién ciru khong duogc thé hién &
day, cac u lympho RL ma da tai ting sinh lan tda sau qud trinh thoai trién dugc cam
ttng béi CMC-544 khéi ddu da duoc didu tri 1ip lai bing CMC-544. Céc nghién ctu
nay cho thiy rang cac khéi u RL van phan g véi giai doan didu tri tho hai bang
CMC-544 va lai thodi trién. Do d6, viéc diéu tri bing CMC-544 c¢6 hiéu qua chdng lai

cac khéi u lympho té bao B nhé va 16n véi kha ning diéu tri lap lai.
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II. so ssanh trong co thé thé lién hop dugce tao ra bang cac quy trinh lién hgp CMA-
676 va CMC-544

Fig.20 thé hién cac két qua thi nghiém tugng trung, trong d6 cac chudt nhit
mang u lympho RL giai doan di tiép nhén 2 lidu khac nhau (80 va 320ug/kg cla
calicheamixin duogc lién hgp) cia CMC-544 dugc tao ra bing quy trinh lién hop
CMA-676 va quy trinh lién hgp CMC-544 bing cach sir dung ché do cép lidu chuén.
Hiéu qua chéng ung thu quan sat dwgc 1a phu thude vao lidu nhu mong mudn va
khong c6 sy khac biét nao vé hiéu qua cta ca hai ché phdm CMC-544. Trai lai, N-
axetyl-gama calicheamixin DMH khong duoc lién hgp ma duoc cung cip qua duong
trong mang bung ¢ 160pg/kg da khong hoat dong. Tuy nhién, c6 thé khéng dinh ring,
d6i v6i mdi lidu calicheamixin duoc lién hop, luong protein khang thé dwoc cung cp
& dang thé lién hop 1a cao gip 4 lin d6i v6i CMC-544 dugc tao ra bang quy trinh
CMA-676 so voi CMC-544 dugc tao ra bai quy trinh CMC-544. Do ham lugng
calicheamixin ctia thé lién hop dich c¢6 chitc ning co ban 12 tao ra tac dung chéng ung
thu nén c6 thé phan phat lugng calicheamixin can thiét thong qua thé lién hop duoc ra
boi quy trinh méi ndy bang cach sir dung cic lugng khéng thé dich nhé hon. Mrc tai
ting ctia thé lién hop duoc tao ra bdi quy trinh CMC-544 1a ¢6 hiéu qua do lugng LCF
thap.

[1L. Diéu tri cac khdi u khang bang rituximab (rituxan™)

Vén d& tiép theo can duoc giai quyét 1a cac u lympho té bao B nao ting sinh sau
khi viéc didu tri khong lién tuc bing rituximab (Rituxan™) khang CD20 tir ngudn
thuong mai van c6 thé phan ung véi viée didu tri bing CMC-544. Bé giai quyét vin dé
ndy, cdc u lympho RL tién trién (khong giai doan) dd dugc diéu tri bang rituximab
(Rituxan™) trong 3 tudn. Chimng nao liéu phap diéu tri bang rituximab (Rituxan™)
con tiép tuc thi su ting sinh ctia u lympho RL con bi te ché. Khi dirng liéu phép diéu
tri bing rituximab (Rituxan™), c4c u lympho RL ting sinh nhanh dén kich thuéc
khoéang 1g, tai thuoi diém nay chfmg duoc diéu tri bing CMC-544 & lidu 160ug/kg qua
duong trong mang bung. Nhu dugc thy trén cac Fig.21 va 22, cac u lympho RL nay
van phan tng véi CMC-544 véi 80% s6 chudt nhit khong con khdi u téi ngay 60. Do
d6, CMC-544 c6 thé 1am thoai trién cac u lympho té bao B bang 3 lidu trong khi chi c6

thé bi e ché bang cach cung cip lién tuc rituximab (Rituxan™).
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Vi du 8: Tac dung trong dng nghiém va trong co thé cia CMC-544
I. C4c nghién ctru vé kha nang lién két va ddc tinh

CMC-544 da dugc danh gié v& kha ning lién két ctia n6 véi CD22 va ca vé doc
tinh ctia n6 theo cac md hinh trong dng nghiém va trong co thé. CMC-544 ciing dugc
so sanh véi CMA-676, mdt thé lién hop ddi chimg 4m tinh phu hop isotyp ctia hP67.6
(IgG4) vo6i calicheamixin duoc lién két v6i AcBut, va dugc so sanh véi rituximab
(Rituxan™), mot khang thé don dong khang CD22 cua IgGl dang kham (IDEC
Pharmaceuticals, San Diego, CA) dugc ban trén thi truong va dugc mua tir Medworld
Pharmacy (Chestnut Ridge, NY). Cac khang thé sau da dugc st dung trong cac nghién
ctru vé vung lién két cia G5/44: BU12 (Celltech, Slough, UK); BLCAM, HD239
(Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA); RFB-4 (Ancell Corp, Bayport, MN); SHCL-1,
Leu 14 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ); 4KB128 va To 15 (Dako Corp,
Carpinteria, CA); M6/13 va M5/44 (Celltech, Slough, UK). Céc khang thé bd sung
dugc dung trong cac nghién cliru phong bé 1a SJ10 (Immunotech, Fullerton, CA) va
M17.1.1, M19.1.1, M38.1.1 (Celltech, Slough, UK). Cac dong té bao dung cho cac
nghién ctru nay, bao gdm dong té bao u lympho Berkitt Ramos (CRL-1923) va dong té
bao u lympho khong Hodgkin (NHL) RL (CRL-2261), déu duoc thu nhan tir American
Type Culture Collection. Cac dong t€ bao nay dugc xic dinh 1a khong co6 chit nim
bang thir nghiém phét hién chit nAm nho phan tng PCR (ATCC, Manassas, VA). Cac
dong té bao nay duoc duy tri dudi dang cac moi trrdng nudi ciy huyén phii trong méi
truong RPMI chia FBS 10%, HEPES 10mM, natri pyruvat ImM, glucoza 0,2%, natri
penixilin G 100U/ml va streptomyxin 100pug/ml.

G5/44 c6 thé tic ché su lién két cia cac khang thé don dong cua chudt 6 tinh
dic hidu da biét véi CD22 hay khong da dugc danh gia bang phan tich BIAcore bing
cach sir dung Fc-CD22 duoc ¢b dinh v6i miu do BIAcore CM5. Céc don vi cdng
hudng plasmon bé mit (RU), dugc thu nhén c6 hodc khong cé su bdo hoa trude cia
Fe-CD22 dugc cb dinh véi G5/44, da duge so sanh. Viéc phén tich tuong tic phén tir
sinh hoc dugc thuc hién bang BIACORE 2000. Céac khang thé duoc cho qua bé mit
mAu déi ching tréng (t& bao dong 1 déng vai tro 12 mAu d6i chimg, khong gén protein)
va bé mit kiém tra cia Fc-CD22 (té bao dong 2) dugc cb dinh trén mau do cam bién

CMS5 nh¢ phuong phép hoa hoc gin amin téi mic 9,042RU. So d6 cam bién thu duoc
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12 dap tmg (RU) d6i v6i t& bao dong 2 trir dép img (RU) dbi véi té bao dong 1. So dd
cam bién tha hai dugc thu nhén truéc hét bang cach bdo hoa cac té bao dong bing
G5/44 (100ug/ml) trudce khi dua céc khang thé don dong ctia chudt khang CD22 vao,
cac khang thé nay da dugc xac dinh trude do v& su lién két ctia chiing. Ngay khi d6
muc dap ing cia G5/44, cac khang thé don dong khang CD22 cuia chudt da dugc tiém
nho giot mdt cach riéng r& ma khong loai boé G5/44. Dap ng két hop thtr hai dugc tao
ra do su lién két cua khéng thé don dong khang CD22 cta chudt véi CD22 da duoc
phong bé G5/44 ciing dugc ghi lai. Néu khang thé chuot lién két v6i CD22 tai cac vi
tri khong lién quan dén cac vi tri duge chiém linh béi G5/44 thi cac dap tng két hop 1a
phu tro. Néu su lién két ciia G5/44 v6i CD22 lam gi4n doan hodc ngdn chin su lién két
ctia khang thé thir hai thi cdc ddp tung két hop khong phai 1a phu trg. Mdi phép do két
hop tht hai dugc chinh xdc hoa dbi voi viée tach twong tac G5/44:CD22.

G5/44 da ngan chin su lién két chi ciia cac khang thé lién két véi epitop A/viing
1 twong tu Ig cua CD22 (SHCL1 Leu 14 va HD239), diéu nay chi ra ring G5/44 cling
lién két trong ving nay ciia CD22. Céc khéng thé lién két voi epitop B/ving 3 twong
tu Ig cia CD22 (RFB-4), epitop C/ving 4 tuong tu Ig ciia CD22 (To 15) va vung 2
tuong tu Ig ciia CD22 (4KB128), khong bi phong bé bdi G5/44. Cac két qua nay chira
rang vi tri lién két véi G5/44 trén CD22 khong dugc dinh vi trén viing tuong tu Ig dau
tién do né ngan chén su lién két cta cac khang thé don dong khang CD22 c6 chiic
ning nhan biét ving tuong tu Ig du tién cia CD22 (epitop A). Khéng thé khang
CD22 khac, M6/13 (Celltech, Slough, UK), c6 tinh ddc hi¢éu phu chua biét cling bi
phong bé béi G5/44 (Celltech, Slough, UK), do vdy, cho phép 1ap ban dd vi tri lién két
cta M6/13 véi epitop A/vung 1 tuong tu Ig cia CD22. Khang thé M5/44, ¢6 ngudn
géc tr G5/44 cua chudt va co tinh dic hiéu tuwong tu G5/44, Gc ché su lién két cua
G5/44 va dong vai trd 1a mau ddi chimg duong tinh. Khang thé khang CD19 1a BU12
d6ng vai trd 1a mau dbi chitng 4m tinh trong cac danh gia nay. Céc két qua dugc tom

tat trong Bang 7.
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Bang 7: Su lién két ciia khang thé don dong khang CD22 cua chudt c6 cac dic hiéu

xéc dinh dbi véi Fe-CD22 duoge didu tri trude bing G5/44. Pap tng lién két dugc thé

hién dudi dang don vi cong hudng plasmon bé mit (RU)

Khang Epitop/vi)| Pap ing | Pap ing 2 | Pap |Pap tng3 | Lién ké’t, cia | Muc trc
the¢ |nglgclia| 1v6i | saukhang | Ung3 dugc dicu khang theé don ché boi
CD22 | G5/44 theé don (dap | chinh d6i |dong thu 2 majG5/44 (%)
dong khang | tng 2- | véiviéc | khong di€u
CD22tht2| 1) |tdch g5/44 | chinh G5/44
doi voi nén
Khéng A 654,3 579,8 -74,5 9 29,3 69
CD22,
SHCL-
1
1
Leu 14
Khang A 710,5 628,7 -81,8 1,7 19,3 91
CD22
HD239 1
Khéng ? 710,0 652,7 -57,3 26,2 152,4 83
CD22
Me6/13 9
Khéng B 703,5 1108,5 405 488,5 534 9
CD22
RFB-4 3
Khéng ? 691,0 1343,5 652,5 736,0 738,8 0
CD22
4KB12 2
8
Khéng C 676,9 1163,6 | 486,7 570,2 614,6 7
CD22
To 15 4
Khang| Déi 725,1 679,3 -45.,8 37,7 613.,9 94
CD22 | ching
M5/44| duong
tinh
Khang| Dbi 686,2 602,7 | -83,5 0 0 0
CD19 |chttng am
BU12| tinh
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Béng cach str dung cic khang thé don dong ctia chudt c6 cc ddc hiéu lién két
da biét dbi voi cac ving cu thé véi CD22, kha ning G5/44 ngan chin su lién két cla
cac khang thé nay véi cac té bao B dd dugc nghién ctru. Ngoai ra, kha ning cac khang
thé don dong nay ngin chin su lién két ciia G5/44 véi cac té bao B ciing dugc nghién
ctru. Trong cdc nghién cttu nay, 1x10° té bao Ramos trudce tién duge cho tiép xtic véi
khang thé khang CD22 ctia chudt (G5/44 dugc 1a twong thich véi nguoi 10pug/ml hodc
khang CD22 don dong ctia chudt) trong 1 gio & 4°C trude khi cho céac té bao nay tiép
xtc v6éi G5/44 (10pg/ml). Cac té bao duge 1 thém trong 1 gid & 4°C. sau khi diéu tri
bang khang thé, cac té bao B duoc tao vién va rira bing BSA PBS-1% va 100ul khang
thé tht 2 thich hop dugc bd sung vao (hoic 1a FITC-(chudi ning va nhe) ctia dé khang
nguoi hodc 1a FITC-(chudi ning va nhe) cua dé khang chuft) duge pha lodng theo ty
16 1:100 trong BSA PBS-1% trong 30 phut & 4°C. Cac té bao lai dugc tao vién, rira va
hoa tan lai trong BSA PBS-1% va bd sung vao éng chira 250p] formaldehyt PBS-1%.
Cudng d6 huynh quang dugc gin vai cac té bao duge do bang bao ké dang dong bing

cach str dung bao ké dang dong BD FACSort.

Cac két qua nay cho thdy rang su tiép xtc trudc clia G5/44 véi cac té bao B
CD22" din dén su e ché dang k& qu4 trinh lién két tiép theo ctia cac khang thé don
dong khang CD22 M5/44 va M6/13. Tréi lai, su lién két cua cac khang thé don dong
khang CD22 RFB4, To 15, HD239 va 4KB véi cdc té bao B khong bi Grc ché bai
G5/44. Sy trc ché khong déng k& cua G5/44 dbi véi su lién két cia HD239 véi cac té
bao B khi duoc phat hién bing bao ké dang dong 14 khéng mong mubn, dic biét 1a khi
phan tich BIAcore chi ra ring G5/44 c6 thé ngin chin su lién két cua HD239 véi
CD22. Su trc ché khong manh cta G5/44 dbi voi sy lién két ctia HD239 c6 thé duoc
gii thich dua trén sy khéc biét v& 4i luc tuong dbi ciia ching ddi véi CD22. Khi cac
khéng thé don dong khang CD22 ciia chudt trén day dugc kiém tra kha ning @c ché su
lién két coa G5/44 vé6i cac té bao B CD22%, SHCL1 va M6/13, ma khdng phai céac
khang thé don dong khang CD22 khac, tic ché su lién két ctia G5/44. Cac epitop lién
két cua HD239 va SHCL1 da duoc l4p ban db dbi voi ving twong tu Ig dau tién cta
CD22. Tuy nhién, céac epitop dugc nhén biét bdi M6/13 hoic M5/44 khong duogc lap
ban d6. Cac nghién ctru ngin chin dugc chi tiét hod trén day chi ra ring cac khang thé
ndy nhan biét cac epitop dinh vi trén ving tuong tu Ig dau tién cia CD22, dugc goi

chung la epitop A.
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Hai muoi nghin té bao Ramos d4 dugc @ véi cac lidu CMC-544 khéc nhau c6
va khong c6 rituximab (Rituxan™) trong 96 gid. Sau 96 gio, kha nang sdng cua té bao
dugc do bang su thai loai propidi iodua dwgc phan tich bing bao ké dang dong. Kha
ning sdng trung binh clia cac 15 tir 3 dén 6 duge tinh va mirc e ché kha niang séng cua
té bao dap ung lidu da dugc tinh d6i véi cac diéu tri khac nhau. Mitrc trc ché kha ning
sbng ctia té bao dap tng co sé dugc tinh tir ndng d bing 0 cia CMC-544. Phép hoi
quy logictic da dugc st dung d8 kidm tra xem CMC-544 ¢ gdy ra qué trinh tc ché
phu thudc lidu c¢6 ¥ nghia thdng ké d6i voi su tang sinh té bao Ramos hay khong qua
lidu nim trong khoang tir 0,01 dén 3ng calicheamixin DMH/ml. Phép hdi quy 1ogictic
cling da dugc st dung dé kiém tra xem su tuong tdc cia CMC-544 v6i rituximab
(Rituxan™) ¢6 y nghia thdng ké hay khong. Nong do trc ché trung binh (ICso) cling
duoc tinh va tinh hi€u qua cia mdi diu tri lién quan dén viéc diéu tri chi bz‘“mg CMC-
544 da duoc ghi lai. Phan tich théng k& dugc thuc hién bang quy trinh PROBIT trong
SAS version 8.2.

Céc két qua nghién ctru cho thiy ring CMC-544 ¢ giy ra qua trinh tc ché phu
thudc lidu dbi vé6i su ting sinh té bio Ramos qua liéu nim trong khoang tir 0,01 dén
3ng calicheamixin DMH/ml. Nong d6 @c ché trung binh (ICso) cia CMC-544 don doc
1a 0,029ng/ml. Rituximab (Rituxan™) & c4c ndng do 2, 20 va 200ug/ml di duge bd
sung vao cac té bao da duoc xur ly b?lng CMC-544 dé xac dinh xem su tuong tac ciia
rituximab (Rituxan™) véi hoat tinh gdy doc té bao cia CMC-544 ¢6 ¥ nghia thong ké
hay khong. Rituximab (Rituxan™), dugc bd sung vao & néng do 20 va 200pg/ml ma
khong c6 CMC-544, khong anh huong dang ké dén sy ting sinh ciia t€ bao (muc ting
sinh cia mau di ching 1an lwot 14 111,7% va 94%). Khi két hop véi CMC-544, ca 3
ndng d6 cia rituximab (Rituxan™) tao ra céc dich chuyén c6 y nghia théng ké
(p<0,05) sang trai trong dudong xién va phan bi chin cta cung dép tng liéu CMC-544.
Viéc két hop vdi rituximab c6 ndng dd 2 va 200ug/ml tao cac cac dich chuyén 16n
nhét trong cac cung dap tng liéu. Hai cung nay khong khac biét nhau mot cach c6 ¥
nghia théng ké nhung lai khéc biét mot cach c6 ¥ nghia théng ké (p<0,05) so véi viéc
két hop véi liéu 20ug/ml. Nghién ctru thir 2 (cac két qua khong duoc béo cao) khing
dinh cac két qua quan sat dugc trong nghién ctru thir nhit. Nong do trc ché trung binh
d6i v6i cac hdn hop cia rituximab (Rituxan™) c¢6 ndng do 2, 20 va 200ug/ml véi

CMC-544 14n luot 12 0,0072, 0,0081 va 0,0072ng/ml. Ndng do tre ché trung binh ciia
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hdn hop CMC-544 cong véi rituximab (Rituxan™) c6 hidu qua cao gp khoang 4 1an
so v6i ICso cia CMC-544 don ddc.

II. C4ac manh di ghép dudi da c6 hoat tinh chéng ung thu trong co thé va cac u lympho
té bao B phén tan hé théng & chudt nhit SCID

Chu6t nhét tran cai, ning 18-22g, duoc cho chiéu xa toan co thé (400rad). Viéc
chiéu xa con @c ché hé mién dich cia chudt nhét tdng cudng hép thu khdi. Sau khi
chidu xa 3 ngay, cac chudt nhit dugc tiém qua dudng dudi da bing 107 t& bao RL
trong Matrigel (Collaborative Biomedical Products, Belford, MA, dugc pha loang
trong mdi trudng RPMI theo ty 1€ 1:1) & mat lung thudc suon phai. Khi cac khéi u dat
t6i kich thudce thich hop (0,3g, thudng sau 21 ngay), CMC-544, rituximab (Rituxan™)
hodc liéu phap CHOP (xem duéi) dd dugc cung cép trong nuéc mubi vo tring &
0,2ml/chudt nhét qua dudng trong mang bung. Ngay dAu tién cung cp thudc duoc coi
1a ngay 1. Hai liéu bd sung di dugc cip vao cac ngay 5 va 9 (didu tri = g4Dx3). Li¢u
phap CHOP bao gdm xyclophosphamit (C), (Cytoxan™, Bristol-Meyers Squibb Co.,
Princeton, NJ) 40mg/kg qua duong trong mang bung; doxorubixin HCI (H), (Sigma-
Aldrich, Co., St Louis, MO) 3,3mg/kg qua duong trong mang bung; vincristin (O),
(GensiSicor Pharmaceuticals, Irvine, CA) 0,5mg/kg qua duong trong mang bung; va
prednizon (P), (Roxane Labs., Columbia, OH) 0,2mg/kg qua dudng miéng. CHO dugc
cung cAp theo ché do cp lidu twong tur CMC-544 va rituximab (Rituxan™) (q4Dx3)
trong khi prednizon dugc cung cip qua dudng miéng trong céc ngdy con lai dbi voi 5
lidu (q2Dx5). Céc khéi u duoc do it nhit mot 14n mdi tudn va duge tinh 1a: khéi lugng
khdi u (g) = 0,5x(chidu rong khdi u/2)x(chiéu dai khbi u). Cac gid tri trung binh SEM
ctia nhém duge tinh va so sanh v6i nhom déi chiung vé y nghia thdng ké bang cach st
dung nhiéu phép thir T-test. CAc gid tri trung binh nhém dugc ghi lai t6i 50 ngay hodc
cho dén khi c6 mot chudt nhit chét (1am thay ddi gié tri trung binh nhém) hodc khéi u
ting sinh qua l6n (>3,5g) va chuot nhit ndy s& chét. Sau thoi diém nay, khéi luong
khéi u duoc ghi lai chi déi voi timg chudt nhit riéng r& & tit ca cac nhom diéu tri. S8
chudt khong c6 khdi u vao cubi qué trinh nghién ciru d6i v6i mdi nhom diéu trj ciing
duogc ghi lai.

Pé xéc dinh tac dung ciia CMC-544 don doc hoic két hop v6i cac tic nhan c6
hoat tinh sinh hoc khéac d6i véi cac u lympho lan tda, md hinh chudt nhét SICD da
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duoc st dung. Chudt nhét duc SICD (CB17 SICD), ning 20-25g, dugc tiém béng 106
té bao Ramos qua tinh mach dudi (0,2ml). Sauk hi tiém té€ bao 3 ngay hoic 9 ngly, cac
chudt nhit duge cung cip ta dugc léng, cac thé lién hop (CMC-544 hodc CMA-676)
hoic rituximab (Rituxan™) qua dudng trong mang bung d6i véi tdng cong 3 lidu. Péi
v6i ché @6 diéu tri 3 ngdy, cac chudt nhét duge cung cép lidu vao cac ngay 3, 7 va 11.
Dbi v6i ché @6 didu tri 9 ngdy, cac chudt nhét dugc cung cip lidu vao cac ngay 9, 13
va 17. Trong ché d6 didu tri 9 ngdy, cdc hdn hop gitta CMC-544 va rituximab
(Rituxan™) cling dugc cung cép nhu duge mo ta duéi day. Cac chudt nhit dugc theo
doi hang ngay vé su xut hién bénh liét chi sau, thoi diém ma chung s& bi giét chét. Sir
dung tir 7 dén 10 chut nhit/nhém didu tri. Thoi gian séng sét trung binh nhém (+SD),
thoi gian sdng sét trung vi, t4i thidu va t6i da déu dugc tinh. Sy khac biét vé phan bd
sbng sot gitta cadc nhom da duge xac dinh bang phép thir hang Log khong thong s6 véi
y nghia dugc ghi lai & mic 0,05. Cac cung sbéng sot duoc xay dung bang phuong phap

Kaplan-Meier.

Nghién ctru ban diu da kiém tra tac dung cta 2 ché do cép liéu khac nhau dén
thoi gian séng sot cia cac chudt nhét SCID c6 u lympho lan toa. Nghién ciru thi nhét
kiém tra su khoi ddu cip thude 3 ngay sau khi cic té bao khéi u duogc tiém qua dudng
trong tinh mach (m6 hinh tién trién) trong khi nghién ctru thr hai lam tri hoén cap
thudc cho dén 9 ngay sau khi tiém té bao khéi u (kidu da duoc thiét 14p). Trong mdi
nghién ctiru, CMC-544 (1605g/kg), CMA-676 (1605g/kg), hodc rituximab (Rituxan™)
(20mg/kg) da duoc cung cip 3 lidu qua dudng trong mang bung cach nhau 4 ngay
(Q4Dx3). Theo md hinh tién trién, cac chudt nhit dugc diéu tri bang té duge 1éng c6
thoi gian sdng sét trung binh 13 27 ngay (Fig.23, Bang 8). CMA-676, mAu déi chimg
isotyp d6i v6i CMC-544, khong l1am ting thoi gian séng sét mdt cach c6 ¥ nghia
(p>0,05). CMC-544 1am tang thoi gian sdng s6t mot cach co y nghia téi 41 ngdy trong
khi rituximab ¢6 anh hudng 16n, lam tang thoi gian sbng sot téi trén 125 ngay (16n hon
CMC-544 mdt cach c6 y nghia, p<0,05). Viéc tri hodn cép lidu cho dén khi cac té bao
khdi u c¢6 co hoi lan téa (huéng dich) va tich tu trong cdc mo6 dich (md hinh da dugc
thiét 14p) da lam thay ddi cac két qua ddi véi CMC-544 va rituximab (Rituxan™). Mot
14n nira, CMA-676 khong c6 tac dung déng ké tdi thoi gian song sot (Fig.24, Bang 8).
Rituximab (Rituxan™) lam ting thodi gian sdng sét trung binh téi 62,6 ngdy trong khi

CMC-544 1am tang thoi gian séng sot téi 83,5 ngay. Khong c6 su khac biét nao dang
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ké giita cac tac dung cia CMC-544 va rituximab (Rituxan™) theo md hinh da duoc

thiét lap.

Bang 8: Cac sb do md ta thoi gian song sot

e o Thoi |y ..
Nghién .| Thot gian Théi gian) g ooy | ooy | ThOL IAI G4 4
, Hop chat | song sot | song sot 2 % .. | song sot R
ctru . . | chuan |sOngsot| ~ z. vat
trung binh| trung vi 2. =.x | toida
toi thi€u
Mo | CMA-676 | 32,9 34,0 3,9 28,0 36,0 7
hinh | CMC-544 | 41,0 38,0 10,1 | 32,0 60,0 7
tien | Rituximab | 1284 | >130,0 | 47 | 1190 | >130,0 | 7
Wen |14 duge long 27,2 | 28,0 14 | 250 | 280 8
Mo | CMA-676 | 33,7 31,0 4,6 30,0 42,0 7
hinh da| CMC-544 | 83,5 76,5 41,6 | 34,0 | >130,0 8
dwoc | Rituximab | 62,6 37,0 46,2 | 31,0 | >130,0 | 7
thict lap T4 quoc tong 30,5 | 290 | 3.6 | 270 | 36,0 8

Nghién ctru so b dd dugce thyc hién dé x4c dinh rituximab (Rituxan™) c6 tac
dung nao khéng, duong tinh hodc 4m tinh, t&i dap ing sbng s6t cia CMC-544. CMC-
544 (160pg/kg) da duoc cung cip c6 hodc khong c6 rituximab (Rituxan™) (20mg/keg,
duoc goi dan nhan hdn hop thude lidu cao (HD)). Ngoai ra, cac liéu CMC-544 thap
hon (80pg/kg) da dugc ddng cung cép véi cac lidu rituximab (Rituxan™) thip hon
(10mg/kg). Céac hop chét nay khong dugc cung cép riéng biét 1an lugt & cac lidu
80ug/kg va 10mg/kg do s6 chu6t nhit trong nghién ctru ndy ¢6 han. Hon hop nay,
CMC-544 (80ug/kg) véi rituximab (Rituxan™) (10mg/kg), dugc dan nhan 13 hén hop
lidu trung binh (MD) da duoc st dung dé x4c dinh tac dung cua cac hdn hop lidu thip
dén su séng sot ctia chudt nhit SCID. CMC-544 (160pg/kg) va rituximab (Rituxan™)
(20mg/kg), dugc cung cip don ddc, thé hién nhu duge bdo cédo theo md hinh da duoc
thiét 1ap trén day. Mdi hop chét nay kéo dai thoi gian séng sét trung binh 1an lugt dén
58,5 va 50,5 ngay (Fig.25, Bang 9). Khi két hop, thoi gian séng sot trung binh ting
khéng dang ké (mic du khong c6 y nghia thdng ké, p>0,05) dén 64,4 ngiy d6i voi hdn
hop lidu cao. Hon hop lidu trung binh gitta CMC-544 (80ug/kg) va rituximab
(Rituxan™) (10mg/kg) lam ting dang ké (p<0,05 so v6i nhém dugc diéu tri bing ta
dugce 16ng) thoi gian sbng sot dén gid tri trung binh 92,4 ngay. Céc két qua nay chho ra
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ring cac hdn hop lidu thip hon gitta CMC-544 va rituximab (Rituxan™) 12 déng tin

cay.

Bang 9: Cac s6 do mb ta thoi gian sdng sét ddi v&i nghién ctru két hop ban dau

. TI}(n gian T}A}m gian D6 léch ;icn gian }"horl gian | ¢ dong
Hop chat song sot | song sot z_ sOng sot to1{song sot to1 A
X . | chuan . X vat
trung binh | trung vi thi€u da
CMC
MD-Ritux MD 92,4 >100,0 | 16,0 62,0 >100,0 10
CMC
HD+Ritux D 64,4 58,5 26,7 29,0 >100,0 10
CMC-544 58,5 34,5 35,8 27,0 >100,0 10
Rituximab 50,5 41,0 26,4 30,0 >100,0 10
T4& dugc léng 31,0 27,0 9,7 27,0 56,0 9

CMC MD = CMC liéu trung binh, 80pg/kg

CMC HD = CMC liéu cao, 160pg/kg

Ritux MD = Rituximab liéu trung binh, 10mg/kg

Ritux HD = Rituximab liéu cao, 20mg/kg

Nghién ciru két hop khac véi CMC-544 va rituximab (Rituxan™) da dugc thuc
hién. Cac nhoém diéu tri sau day dugc st dung: CMC-544 & 40, 80 va 160pg/ke;
rituximab (Rituxan™) & 5, 10 va 20mg/kg; va CMC-544 & 40ug/kg cong voi
rituximab (Rituxan™) Smg/kg, CMC-544 & 80ug/kg cong véi rituximab (Rituxan™)
10mg/kg va CMC-544 & 160ug/kg cong véi rituximab (Rituxan™) 20mg/kg. Tét ca
céc lidu rituximab (Rituxan™) 1am ting khong déang ké thoi gian séng sét trung binh
dén thoi gian ndm trong khoang tir 33 dén 40 ngay (tt ca cac lidu déu c6 p<0,05 so
v6i thoi gian séng sét trung binh 25,8 duge diéu tri bang ta dugc 1ong, Fig.26, Bang
10). CMC-544 1iéu cao, 160pg/kg, 1am ting thoi gian sbng sot trung binh dén 85 ngay,
phit hop véi cac két qua dugc bdo cdo trong 2 nghién clru trude. Viée két hop CMC-
544 vé6i rituximab (Rituxan™) khong 1am ting déang ké thoi gian sdng sét (Fig.27,
Béng 10). Hai lidu CMC-544 thip hon (80 va 40pg/kg) déu lam ting déng ké (p<0,05)
thoi gian sdng sot trung binh so véi CMC-544 lidu cao. Pbi véi cac lidu CMC-544
40pg/kg va 80pg/ke, co ti 90% va 80% sb chudt, theo thlr tu, van sdng sot t6i ngay
125. Céc lidu CMC-544 thép hon c6 hiéu qua cao hon so véi lidu cao 160ug/kg.
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Rituximab (Rituxan™), khi két hop véi CMC-544, khong c6 tac dung rd rét tdi
hoat tinh cia CMC-544 theo m hinh té bio B lan toa & chuét nhit SCID & céc liéu
duoc thtt (xem trén). Lidu CMC-544, khi dugc ddng cung cip voi rituximab
(Rituxan™), c6 din dén su ting cudng hodc e ché hoat tinh chéng ung thu khong
cling dd dugc danh gia bang cach st dung mo hinh di ghép u lympho B RL duéi da &
chudt nhét trin Balb/c. Theo mé hinh u lympho B duéi da, céc khéi u & giai doan c6
khéi lugng trung binh 300mg ma sau giai doan nay 2 thudc chita bénh cin nghién ctru
da dugc cung cdp qua dudng trong mang bung. CMC-544 dugc st dung & 20 hodc
80pg/kg Q4Dx3 c6 hoic khong c¢6 rituximab (Rituxan™) (20mg/kg Q4Dx3). Viée
ddng cung cap rituximab (Rituxan™) khong lam tang cudng hodc e ché déng ké
(p>0,05) hiéu qua chita bénh cia CMC-544 (Fig.28). Rituximab (Rituxan™), duoc
cung cip don ddc, tic ché sy tang sinh u lympho B RL (tc ché 57% su tang sinh khéi u
& ngay 20, p<0,05 so véi mau duge didu tri bing ta dugc 16ng) trong nghién ctru nay,

twong tu mic trc ché duge quan sét véi 1iéu CMC-544 thap hon.

"~ Ché 30 hoé tri lidu CHOP ((xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin va
prednizon) la ché d6 diéu tri duge s dung phé bién nhét d6i v6i cac bénh nhan u
lympho khong Hodgkin. Téc dung chéng ung thu cia CHOP dugc so sanh véi CMC-
544 trong cac manh di ghép u lympho B RL da duoc thiét 1ap. Céc thanh phdn riéng ré
ctia ché do CHOP duogc st dung & cac lidu dung nap cuc dai twong ing cta ching
duoc danh gia & cac chudt nhat tran (s liéu khong dugc bao céo) va cé thanh phén
nhu sau: xyclophosphamit (C), 40mg/kg qua duong trong mang bung; doxorubixin
(H), 3,3mg/kg qua dudng trong mang bung; vincristin (O), 0,5mg/kg qua dudng trong
mang bung; va prednizon (P), 0,2mg/kg qua duong miéng. CHO dugc cung cip theo
ché d6 Q4Dx3 con P dugc cung cép qua dudng miéng theo ché do 2Dx5. CMC-544
duge cung cip qua dudng trong mang bung theo ché d6 Q4Dx3 & liéu duong luong
calicheamixin 160pg/kg. Viéc didu tri baing CHOP ban dAu gay uc ché dang ké su ting
sinh u lympho B RL (Fig.29). tuy nhién, sau 3 tuén, cac khéi u lai tai ting sinh véi ty
1€ tdng sinh tuong tu nhém dugce diéu tri bang ta dugc long. Tréi lai, tac dung chéng
ung thu cia CMC-544 13 hoan toan va kéo dai trong sudt khoang thoi gian thi nghiém.
Céc két qua nay cho thiy ring CMC-544, & lidu thdp hon dang ké so véi liéu khong
gay chét tdi da & chudt nhit trdn, c6 hiéu qa cao hon so véi liéu phéap két hop CHOP.
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Cac nghién ctru nay cho thdy rang rituximab (Rituxan™), khi két hop véi
CMC-544, lam tang dang ké hoat tinh giy doc té bao ctia CMC-544 quan sat duge &
cac t& bao u lympho B Ramos. Sy twong tac hiép luc & cac té bao Ramos ddi véi
rituximab (Rituxan™) va céc glucocorticoit ciing vira dugc bao cdo. Ngoai ra, sy trc
ché sinh trudng hiép luc & 4 trong s6 8 dong té bao bd sung d dugc quan sat véi

rituximab (Rituxan™) khi dugc cung cép két hop v6i dexametazon 10pM.

Rituximab (Rituxan™) don ddc, c6 ndng do nim trong khoang tir 0,4 dén
10pg/ml, gay tc ché sy ting sinh t& bao Ramos mdt cdch ¢ y nghia, mic di nhd (tbi
da 18%). Ngoai ra, n6 hoat dong & 6 trong s6 8 dong t& bao B u lympho khong
Hodgkin khi duge 0 & 10pg/ml (i trong 48 gio). Ghetie va cac ddng tac gia da cho
thiy ring rituximab (Rituxan™) 10ug/ml 1am ting mtc chét khong theo chuong trinh
dén 6,2% (so véi 3,5% & cac té bao duogc diéu tri bang td duge l6ng) sau 24 giv u véi
cac té bao Ramos. Trong cac nghién ciru hién tai, rituximab (Rituxan™) & céc lidu 20
va 200pg/ml khong anh hudng dén sy sinh truéng cua té bao Ramos khi dwgc cung
cip don ddc. & chudt nhét, khong c6 bing ching vé bt ky sy trong tic ndo gitra
CMC-544 va rituximab (Rituxan™) theo md hinh lan toa hodc m6 hinh di ghép dudi
da. Céc hén hop thubc dugc thir khong ngdn can céc tac dung clia nhau hodc téng
cuong chung. Viée lam giam cac lidu cia mdi thudc trong md hinh lan toa c6 1am thay

dbi quan sat nay hay khong thi can phai dugc xac dinh.

MBb hinh u lympho té bao B lan toa véi cac té bao Ramos d4 dugc md ta boi
Flavell va cac dong tac gia. Thoi gian sdng sot trung vi dbi voi cac chudt nhit dugce
didu tri bang ta dugc 1ong duge béo céo la nim trong khoang tir 34 dén 36 ngay. Céc
chudt nhit da tién trién bénh liét chi dudi va tién trién thanh suy yéu, chét ngay sau do.
Viéc phén tich md hoc céc co quan nay chi ra rang cac co quan lién quan phd bién
nhét 13 tuyén thuong thén, lach va khoang du6i mang nhén. Su tham nhép vao khoang
duéi mang nhén thuong lan rong vao ndo. Rituximab (Rituxan™) c6 hiéu nghiém khi
duogc cung cip trong giai doan sém cia qua trinh tién trién cua bénh ddi véi cac chudt
nhit SCID lan toa (Fig.23) nhung it ¢6 hiéu nghiém khi dugc cung cip & ngay thit 9
trong giai doan da dugc thiét 1ap ciia mé hinh nay (Fig.24). Rituximab (Rituxan™),
thudc isotyp 1gGl, ¢o thé hoat dong thong qua cac co ché tac dong cua co thé chu 1a

chudt nhét. Cac co ché nay bao gbm kha ning giy doc té bao qua trung gian bd thé
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va/hodc kha ning gy doc té bao clia té bao phu thudc khang thé thong qua viéc thu
hit cac té bao giét tu nhién xuit hién & cac chudt SCID. Cac té bao u Ramos da dugc
tiém c6 kha nang nhay hon trude hét d6i v6i cac co ché midn dich cia co thé chu dugc
hoat hoa béi rituximab (Rituxan™) trudc khi céc t& bao ndy c6 co hoi thdm nhap vao
cac co quan bi nhiém. Khang thé G5/44 khong duge lién hop (phan tir dich trong
CMC-544) chua duge thir theo md hinh khdi u lan toa & cdc chudt nhat SCID nhung
khong anh huong khi dugc cung cip trong cac manh di ghép dudi da. G5/44, thudc
isotyp IgG4, da khong thé hy vong 13 hoat hoa céc co ché tac dong cua co thé chu va,

do d6, khong thé tao ra hoat tinh chdng ung thu.

G5/44 duoc lién hop vdi calicheamixin (CMC-544) biéu hién kiéu trai ngugc so
v6i rituximab (Rituxan™), tao ra cac két qua tdt hon khi dugc cung cép trong giai
doan da duoc thiét lap cua bénh. Ly do ma CMC-544 c6 hi¢u nghiém cao hon trong
giai doan da duoc thiét 14p con chua rd rang, song giai doan da dugc thiét 1ap nay thé
hién trang thai 1am sang rd rang hon. CMA-676, thé lién hop dbi chimg khong lién két
phu hop isotyp, khdng co bat ky tac dung dang ké nao ddi v6i thoi gian séng sét trung
binh. Cac két qua theo md hinh SCID lan toa chiing t6 rang céc lidu nay cia CMC-544
can duogc lam gidm xubng dé xac dinh dugc liéu c6 hiéu qua tdi da (MED). Liéu
160ug/kg c6 hoat tinh thip hon so véi cac lidu thip hon 1a 80 va 40pg/kg. Chua rd tai
sao két qua lai nhu vay nhung lidu 160pg/kg co thé 1a 6t hon ca MED. C4c nghién

ctru thém s& duoc thuc hién d€ gidi quyét van dé nay.

Mohammad va cac ddng tac gia da st dung liéu phap CHOP (xyclophosphamit
(C), 40mg/kg qua dudng trong tinh mach; doxorubixin (H), 3,3mg/kg qua duong trong
tinh mach; vincristin (0), 0,5mg/kg qua dudng trong tinh mach; va prednizon (P),
0,2mg/kg qua dudng miéng theo mo hinh cdc manh di ghép dudi da voi dong té bao u
lympho té bao 16n khuéch tan (DLCL). Céc liéu dugc sit dung cho liéu phap CHOP
nay dugc xac dinh la lidu dung nap t6i da ciia chiing. Liéu phép, trong d6 CHO duoc
cung cip mot lan qua duodng trong tinh mach va P dugc cung cap hang ngay trong 5
ngdy, dugc danh gia 1a “hoat dong”, tao ra T/C 1a 25,8%. Khong co6 khdi u nao duoc
chita tri dugc ghi nhén. Cac két qua theo mo hinh dugc md ta bdi Mohammad va céac
ddng tac gia twong tu cic két qua ghi nhan duoc véi liéu phap CHOP (dugc cung clp
qua dudng trong mang bung, Q4Dx3) theo mo6 hinh RL dugc md ta ¢ déy. Khong co
nghién clru nao vé CHOP tao ra hiéu qua chita tri ldu dai nhu CMC-544.
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L T}A}m gian T}}m glan D6 léch "{horl gian 1;h01 gian | ¢« dong
Diéu tr1 song sot | song sot chuin song spt t01|song sot to1 vat
trung binh | trung vi thicu da :
CMC-534 118,90 125,00 | 19,29 64,00 125,00 10
40pg/kg
CMCLD +
Ritux LD 125,00 125,00 | 0,00 125,00 125,00 10
CMC-544 118,22 125,00 | 17,86 71,00 125,00 9
80pg/kg
CMCMD +
Ritux MD 125,00 0,00 125,00 | 125,00 125,00 10
CMC-534 85,22 82,00 | 40,37 35,00 125,00 9
160pg/kg
CMC HD + .
Ritux HD 91,30 100,00 | 36,31 44,00 125,00 10
Ritwimab | 4670 | 3650 | 9,57 | 34,00 64,00 10
Smg/kg
Ritwdmab | 3360 | 3400 | 326 | 2000 | 41,00 10
10mg/kg
Rituimab | 4050 | 3400 | 1545 | 31,00 82,00 10
20mg/kg
Ta dugc léong | 25,80 25,00 3,12 22,00 34,00 10

CMC LD = CMC-544 liéu thip, 40pg/kg

CMC MD = CMC-544 liéu trung binh, 80pg/kg
CMC HD = CMC-544 liéu cao, 160ug/kg

Ritux LD = Rituximab liéu thdp, Smg/kg

Ritux MD = Rituximab lidu trung binh, 10mg/kg

Ritux HD = Rituximab liéu cao, 20mg/kg
Vi du 9: Cac ché phdm CMC-544 6n dinh

Céc ché phim CMC-544 dn dinh dé cung cip trong co thé duogc didu ché bang
cach b sung cac chit pha lodng, cac t4 dugce, cac chit mang va cac chit 6n dinh. Sau
qua trinh sic ky HIC, cac phan doan sdc ky dugc thir nghiém bang SEC-HPLC va
phan tich UV nhiéu buéc séng. Cac phan doan thich hop duge gom lai dua trén phan
tich nay, cung cip thong tin vé ham luong két tu, ndng d6 protein va muirc tii
calicheamixin. Céc t4 dugc, cac chat én dinh, céc tac nhan tao khdi va cac tic nhan

dém da duoc bd sung vao dé 1am 6n dinh dung dich. Do CMC-544 ¢c6 thé bi phén giai
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thong qua mot sé con dudng phan giai nén cac kha ning khong n dinh co hoc céan
dugc xem xét trong qua trinh phat trién cac ché phim nay. Mot trong sé cac diém
chinh cin dugc xem xét 1a tc do thuy phan calicheamixin ra khoi khang thé phai dugc
lam giam thiéu trong khi sy hop nhét co hoc va hoa hoc ctia khang thé khang CD22
nay phéi dugc duy tri. Ngoai ra, qué trinh két tua thé lién hop calicheamixin-khang
thé, c6 thé xay ra trong céac diéu kién do pH va ndng do nhit dinh, cin dugc lam giam
thiéu.

Trong qua trinh phat trién ché phadm thé lién hop din xut calicheamixin dang
don thé-khang thé, do pH 1a quan trong vi né lam giam thidu qua trinh phan gii va
kha ning khong 6n dinh co hoc. Po pH=8,0 dugc chon dé 1am giam thidu qua trinh
thuy phan calicheamixin va duy tri do hoa tan hoan toan cia thé lién hop. Cac s6 lidu
bd sung, thu dugc bang cach st dung SDS-PAGE va ELISA lién két v6i khang
nguyén, da chi ra rang tinh hop nhét va dic hidu cao vé cu tric cla khéng thé s& duoc
duy tri & do pH=8,0. Do d9, trometamin da dugc chon lam tic nhan dém dé duy tri do
pH=8,0. Tac nhan dém khac c6 thé bao gém natri dibazo hodc kali phosphat. Néng do
clia tic nhan dém nay c6 thé nim trong khoang tr 5 dén 50mM. Po6 pH uu tién nam
trong khoang tir 7,5 dén 8,5 dugc khuyén céo st dung dé c6 dd dn dinh/d hoa tan toi
vu. Pic trung vé do pH d6i v6i san pham cubi cing 1a ndm trong khoang tir 7,0 dén

9,0.

Mic du d 6n dinh cua céc dung dich lién hgp dugc dém la du dbi voi thoi gian
ngén, song do dn dinh trong thoi gian dai lai kém. Quy trinh lam dong khd dugc st
dung d& cai thién thoi gian sir dung cia cic thé lién hop nay. Cac van d& lién quan dén
viéc lam ddng kho dung dich protein da dugc biét rd va sy méat clu tric bac 2, bac 3 va
bac 4 ¢6 thé xay ra trong cac quy trinh lam lanh va lam kho. Sacaroza dugc dua vao
ché phim nay dé én dinh tinh vé dinh hinh cia thé lién hop va duy tri tinh hop nhét
cAu tric cua khang thé trong qua trinh lam lanh va lam kho. Nong do sacaroza ning
trong khoadng tur 1,5 dén 5,0% (khdi luong/thé tich) da dugc st dung. Ngoai ra, tic
nhan tao polyme khdi, vi du Dextran 40 hodc hydroxyetyl tinh bot, c6 thé dugc dua
vao dé ting cudng dd cam quan va do chéc co hoc ctia cac banh da duge 1am déng kho
& ndng d0 nang trong khoang tir 0,5 dén 1,5% khdi lugng. Céac nguyén liéu nay hinh
thanh cic banh da dugc lam dong khd & ndng do tuong d6i thip va co thé dugc st

dung dé 1am gidm thiéu toan bd ham lugng chit rén cta ché phdm dong kho, nho d6
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cho phép qua trinh 1am dong kho nhanh hon. Céc nghién ctu v& ché pham da st dung
Dextran 40 & néng do0 0,9% khéi luong.

Polysorbat 80 dugc dua vao ché phim dé tang cuong o hoa tan cia thé lién
hop. Néng do uu tién 0,01% dugc st dung véi gidi han c6 thé nam trong khoang tir
0,005 dén 0,05%. Tween ciling dugc bd sung vao ché phim & ndng d6 nim trong

khoang tir 0,91 dén 0,05% thé tich.

Chét dién phan cling c6 thé ¢ trong ché phdm va c6 thé dugc st dung dé cai
thién hiéu qua cua quy trinh tinh ché cubi cung. Natri clorua thuong dugc s dung &
ndng d6 nim trong khoang tr 0,01M dén 0,1M. Cac chét dién phan khac nhu natri
sulfat ciing c6 thé dugc st dung d& thay thé natri clorua vi n6 c6 thé duoc lam dong
khé d& dang hon. tét nhét 13, dung dich CMC-544 cudi cing bao gdm sacaroza 1,5%
(theo khéi lugng), Dextran 40 0,9% (theo khdi luong), Tween 80 0,01%, natri clorua
50mM, polysorbat 80 0,01% (theo khéi lugng) va trometamin 20mM.

Cong thuc dién hinh dbi véi dung dich nay trudc khi lam dong kho nhu sau:
CMC-544 0,5mg/ml, sacaroza 1,5% khdi lugng, Dextran 40 0,9% khéi lugng, natri
clorua 0,05M, Tween co néng d6 nam trong khoang tr 0,01 dén 0,05% thé tich,
polysorbat 80 0,01% khdi lugng, trometamin 0,02M, d6 pH=8,0, va nudc. Dung dich
nay dugc chia d&u vao cac lo hd phach nhé & nhiét do nam trong khoang tir +5°C dén
+10°C (t6i wu & +5°C). dung dich nay dugc lam lanh & nhiét do nam trong khoang tlr —
350C dén —50°C (t8i vu & -45°C); dung dich da dugc lam lanh dugc cho qua bude lam
kho & nhiét @6 thdp véi 4p suit 1am khd ban ddu nim trong khoang tir 20 dén 80
micron (2,67-10,67Pa), tdi vu & 60 micron (8Pa); san phém dong kho duogc gitt ¢ nhiét
d6 bio quan nim trong khoang tir —10°C dén —40°C (tdi wu & -30°C) trong khoang thoi
gian tu 24 dén 72 gio (ti vu 1a trong 60 gid); va cudi cung, san phim dong khd dugc
cho qua budc 1am kho thir hai véi ap suit 1am kho nim trong khoang tir 20 dén 80
micron (2,67-10,67Pa), tdi vu & 60 micron (8Pa) & nhiét do bao quan nim trong
khoang tir +10°C dén +35°C (t6i wu & +25°C) trong khoang thoi gian tr 15 dén 30 gio
(t61 uu 1a trong 24 gio). Phép thir tang ap sudt duoc sir dung dé xac dinh diém két thuc
qua trinh 1am khd ban dau. Vao luc két thiic chu ky lam dong kho, cac 19 nho duoc nap

nito va dong nut.

-78-



29623

Bang 11 chi ra nhitng khéac biét trong quy trinh didu ché dugc st dung cho
CMC-544 va quy trinh didu ché dwoc sir dung cho CMA-676. Su khéc biét déng ké
gifta quy trinh diéu ché CMA-676 va quy trinh didu ché duoc stir dung cho CMC-544
bao gdm viéc 1am giam ndng do protein trong ché phdm méi (0,5mg/ml), viéc sir dung
trometamin lam dém va su c¢6 mat cia Tween 80 0,01%. Cac két qua nay trong CMC-
544 hoan nguyén trong ché phdm mdi 12 ro rang so véi dd duc dugc quan st trong ché

phdm CMA-676 hoan nguyén (Bang 12 va Bang 13).

Bang 11: So séanh quy trinh diéu ché CMA-676 va quy trinh diéu ché duoc sir dung
cho CMC-544

Quy trinh didu ché CMA- quy trinh diéu ché CMC-544
676

Nong dd protein 1,0mg/ml 0,5mg/ml

Sacaroza 1,5%, Dextran 40 | Sacaroza 1,5%, Dextran 40
0,9%, natri clorua 100mM, | 0,9%, Tween 80 0,01%,
Ché pham dém phosphat SmM polysorbat 80 0,01%, natri
clorua 50mM, trometamin
20mM

Bang 12: Céc quan sat v& d6 6n dinh va hoa ly clia cac ché phim CMA-676 va CMC-
544 & 5°C

Ché phim CMA-676 | Ché phim CMC-544

Thoi gian Ban dau 2 tudn Ban diu 2 tudn
Quan sét co hoc Hoi duc Hoi duc Rorang | RO rang
do pH 7,5 7,5 7,8 7.8
Protein téng sb (mg/ml) 1,07 1,07 0,52 0,52
Cahc.heamixin tong so (ng/mg 67 67 57 57
protein)

Calicheamixin khf)ng dugc lién 121 2.82 0.97 113
hop (ug/mg protein)

% két tu 3,03 2,81 1,59 1,70

Bang 13: Céc quan sat vé 6 dn dinh va hoa Iy cta cac ché phim CMA-676 va CMC-
544 dugc 1am dong kho va bao quan ¢ 25°C

Ché phdm CMA-676 | Ché phim CMC-544
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Thoi gian Ban diu 4 tudn Ban diu 4 tuin
Quan sat co hoc d6i véi cac thé | Hoi duc Hoiduc | Rdrang | ROrang
lién hop hoan nguyén

do pH 7,5 7,5 7,8 7,8
Protein tdng s6 (mg/ml) 1,03 1,03 0,51 0,51
Cahgheamu;m tong so (ug/mg 67 67 57 57
protein)

Calicheamixin kh‘ong dugc lién 113 1,03 1,03 0.94
hop (ug/mg protein)

% két tu 2,63 2,96 1,49 2,09
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Phan mo ta bo sung

1. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 c6 cong
thitc, Pr(-X-S-S-W)m trong do: Pr 1a khang thé khang CD22; X 14 lién két thiy phan
dugc chira san phidm ctia nhém phan tng bét ky ma c6 thé phan tmg véi khang thé; W
1a gbc calicheamixin; m 12 mirc tai trung binh cho san phém lién hop dugc tinh ché sao
cho calicheamixin chiém 4-10% khéi lvong cta thé lién hop; va (-X-S-S-W)m 1 dan
xuét calicheamixin, trong d6 phan tir khang thé chtra ving bién d6i cia chudi ning
chura:

(a) SEQ ID NO: 1 cho CDR-H1,

(b) trinh ty GINPGNNYATYRRKFQG cuia gH7 trong Fig. 6 hodc SEQ ID NO:2 hodc
SEQ ID NO: 13 hodc SEQ ID NO:5 hodc SEQ ID NO:16 cho CDR-H2, va

(¢) SEQ ID NO:3 cho CDR-H3;
va ving bién dbi ctia chudi nhe chira:
(d) SEQ ID NO:4 cho CDR-L1,

(¢) SEQ ID NO:5 cho CDR-L2, vi

(f) SEQ ID NO:6 cho CDR-L3.
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2. Th8 lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo muc
1, trong d6 khang thé nay 1a khang thé khang CD22 ghép CDR.

3. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo muc
2, trong d6 khang thé nay chira viing bién ddi chira cac viing khung nhan clia ngudi va

cac CDR cho khong phai cua nguoi.

4. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo muc
3, trong d6 cac vung khung nhén cla nguoi cia viung bién d6i cta chudi ning cla
khang thé 12 dua trén trinh tu lién tng nhém phu I cta ngudi va chira cac gbc cho

khong phai cia ngudi & cac vitri 1, 28, 48, 71 va 93.

5. Thé lién hop xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo muc 4,
trong d6 khang thé niy con chira céc gbc cho khong phai ctia ngudi & cac vi tri 67 va

69.

6. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo muc
2, trong d6 khang thé ghép CDR chira viing bién d6i cua chudi nhe chira viing khung
nhan cta ngudi dya trén trinh ty lién Ung nhém phu I ctia ngudi va con chira cac gbc
cho khong phai clia ngudi ¢ cac vi tri 2, 4, 37, 38, 45 va 60.

7. Thé lién hop dan xuit calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo muc
6, trong d6 khang thé ghép CDR con chira gdc cho khong phai clia ngudi & vi tri 3.

8. Thé lién hop dan xuit calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo muc
2, trong d6 khang thé ghép CDR chira viing bién dbi ciia chudi nhe 5/44-gL.1 (SEQ ID
NO: 19) va ving bién ddi ctia chudi nang 5/44-gH7 (SEQ ID NO:27).

10. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
muc 2, trong d6 khang thé ghép CDR chira chudi nhe c6 trinh ty nhu néu trong SEQ
ID NO: 28 va/hoic chudi niing ¢ trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO: 30.

© 11. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
muc 2, trong d6 khang thé ghép CDR 14 khang thé bién thé thu dugc bang quy trinh
thuén thuc &i luc va c6 tinh dic hiéu véi CD22 nguoi duge nang cao.

12. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo

muc 2, trong d6 khang thé chira chudi nhe bao gdm trinh tir axit amin thu dugc tir viéc
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bidu hién SEQ ID NO: 29 trong t& bao dong vat c6 vii va chudi ning bao gbm trinh tu
axit amin thu duge tir viéc biéu hién SEQ ID NO: 31 trong té bao dong vat c6 vi.

13. Thé lién hop dan xudt calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
muc bat ky trong s§ cac diém néu trén, trong do6 dan xuét calicheamixin la d4n xuét
gama calicheamixin hodc dan xuét N-axetyl gama calicheamixin.

14. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
muc 13, trong d6 din xuét calicheamixin dugc chic hoa bing 3-mercapto-3-metyl
butanoyl hydrazit.

15. Thé lién hop dan xuit calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
muc bét ky trong sé cac didm néu trén, trong d6 thanh phan lién két thiry phan duoc 1a
chit 1én két hai chirc c6 thé giai phong din xuét calicheamixin khoi thé lién hop sau
khi lién két va di vao céc té bao dich.

16. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khéng thé khang CD22 theo
muc 15, trong d6 thanh phan lién két hai chirc 1a axit 4-(4-axetylphenoxy) butanoic
(AcBut).

17. Ché phim chira thé lién hop calicheamixin/khang thé theo muc bét ky trong sb cac
muc néu trén, trong d6 ché phim nay c6 phan doan thé lién hop (LCF) thip, nhé hon
10%.

18. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
muc bt ky trong s6 cac muc tir 1 dén 16 hodc ché pham theo muc 17 dé str dung trong
diéu tri r6i loan ting sinh.

19. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phém dé sir dung theo muc 18, trong do rbi loan tang sinh 1a u 4c tinh té bao B.

20. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hodc ché
phém dé st dung theo muc 19, trong d6 u &c tinh té bao B 14 bénh bach cau.

21. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phém dé su dung theo muc 20, trong d6 bénh bach cau biéu hién khang nguyén bé mit
té bao CD22.
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22. Thé lién hop din xut calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phém dé sur dung theo muc 20, trong d6 bénh bach cau 12 bénh bach clu lympho bao
cép.

23. Thé lién hop din xut calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phim dé str dung theo muc 19, trong d6 u 4c tinh té bao B 1a u lympho.

24. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khéng thé khang CD22 hoic ché
phim dé sir dung theo muc 23, trong d6 u lympho bidu hién khang nguyén bé mat té
bao CD22.

25. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché

phim dé st dung theo muc 23 hodc 24, trong d6 u lympho 1d u lympho khong
Hodgkin.

26. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
pham dé sir dung theo muc 25, trong d6 thé 1ién hop hodc ché phdm nay dugce sir dung

cung v&i mot hodc nhiéu tic nhéan c6 hoat tinh sinh hoc.

27. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phém dé sur dung theo muc 26, trong d6 tdc nhan c6 hoat tinh sinh hoc duoc chon tur
nhém bao gdm khang thé, yéu t§ sinh truéng, hormon, xytokin, khang hormon,

xanthin, interleukin, interferon, va dugc chat doc té bao.

28. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phém dé sir dung theo muc 27, trong d6 tac nhan c6 hoat tinh sinh hoc 1a khang thé.

29. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hodc ché
phém dé st dung theo muc 28, trong d6 khang thé nay la dugc dinh hudéng chéng lai
khang nguyén bé mat té bao duoc bidu hién trén cac u 4c tinh té bao B.

30. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hogc ché
pham dé sir dung theo muc 29, trong d6 khang thé nay duoc dinh hudng chong lai cac
khang nguyén bé mit t& bao duoc biéu hién trén céc u 4ac tinh té bao B dugc chon tir
nhém bao gdm khang thé khang CD19, khang thé khang CD20 va khang thé khéang
CD33.

31. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phim @& sir dung theo muc 30, trong d6 khang thé khang CD20 13 rituximab.
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32. Thé lién hop dan xuit calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hogc ché
phém dé sur dung theo muc 27, trong d6 tdc nhan doc té bao dugc chon tir nhém bao
gém doxorubicin, daunorubicin, idarubicin, aclarubicin, zorubicin, mitoxantrone,
epirubicin, carubicin, nogalamycin, menogaril, pitarubicin, valrubicin, cytarabine,
gemcitabine, trifluridine, ancitabine, enocitabine, azacitidine, doxifluridine,
pentostatin, broxuridine, capecitabine, cladribine, decitabine, floxuridine, fludarabine,
gougerotin, puromycin, tegafur, tiazofurin, adriamycin, cisplatin, carboplatin,
cyclophosphamide, dacarbazine, vinblastine, vincristine, mitoxantrone, bleomycin,
mechlorethamine, prednisone, procarbazine methotrexate, flurouracils, etoposide,

taxol, cac dang twong tu taxal, va mitomycin.

33. Thé lién hop din xuit calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hodc ché
phdm dé sir dung theo muc 27, trong do6 thé lién hop nay duoc st dung cung véi,
trude, hodc sau khi str dung mot hodc nhiéu td hop céac tdc nhan doc té bao dudi dang

mot phén ctia ché @6 diéu tri, trong do td hop céc tac nhan doc té bao dugc chon tir:
A. CHOPP (xyclophosphamit, doxorubicin, vincristine, prednisone, va procarbazine);
B. CHOP (xyclophosphamit, doxorubicin, vincristine, va prednisone);

C. COP (xyclophosphamit, vincristine, va prednisone);

D. CAP-BOP (xyclophosphamit, doxorubicin, procarbazine, bleomycin, vincristine, va

prednisone);

E. m-BACOD (methotrexate, bleomycin, doxorubicin, xyclophosphamit, vincristine,

dexamethasone, va leucovorin);

F. ProMACE-MOPP (prednisone, methotrexate, doxorubicin, xyclophosphamit,

etoposide, leucovorin, mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine);

G. ProMACE-CytaBOM (prednisone, methotrexate, doxorubicin, Xyclophosphamit,

etoposide, leucovorin, cytarabine, bleomycin, va vincristine);

H. MACOP-B (methotrexate, doxorubicin, xyclophosphamit, vincristine, prednisone,

bleomycin, va leucovorin);
I. MOPP (mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine);

J. ABVD (adriamycin/doxorubicin, bleomycin, vinblastine, va dacarbazine);
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K. MOPP (mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine) xen k& bang

ABYV (adriamycin/doxorubicin, bleomycin, va vinblastine);

L. MOPP (mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine) xen k& béng

ABVD (adriamycin/doxorubicin, bleomycin, vinblastine, va dacarbazine);

M. CHIVPP (chlorambucil, vinblastine, procarbazine, va prednisone);

N. IMVP-16 (ifosfamide, methotrexate, va etoposide);

O. MIME (methyl-gag, ifosfamide, methotrexate, va etoposide);

P. DHAP (dexamethasone, high-dose cytarabine, va cisplatin);

Q. ESHAP (etoposide, methylpredisolone, high-dose cytarabine, va cisplatin);

R. CEPP(B) (xyclophosphamit, etoposide, procarbazine, prednisone, va bleomycin); S.

CAMP (lomustine, mitoxantrone, cytarabine, va prednisone);
T. CVP-1 (xyclophosphamit, vincristine, va prednisone);

U. ESHOP (etoposide, methylpredisolone, high-dose cytarabine, vincristine va

cisplatin);

V. EPOCH (etoposide, vincristine, va doxorubicin for 96 hours with bolus doses of

xyclophosphamit va oral prednisone);
W. ICE (ifosfamide, xyclophosphamit, va etoposide);
X. CEPP(B) (xyclophosphamit, etoposide, procarbazine, prednisone, va bleomycin);

Y. CHOP-B. (xyclophosphamit, doxorubicin, vincristine, prednisone, va bleomycin);
va
Z. P/DOCE (epirubicin or doxorubicin, vincristine, xyclophosphamit, va prednisone).

34. Thé lién hop din xut calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phim dé str dung theo myc 27, trong d6 thé lién hop duoc sit dung cung v6i khang thé
dugc dinh hudng chéng lai khang nguyén bé mit té bao trén céc u 4c tinh té bao B, va
ty ¥ bao gdbm mot hoic nhiéu td hop cua cac tc nhan ddc té bao lam mot phén cia
ché do diéu tri, trong d6 td hop cta cac tac nhan doc té bao duoc chon tir:

A. CHOPP (xyclophosphamit, doxorubicin, vincristine, prednisone, va procarbazine);

B. CHOP (xyclophosphamit, doxorubicin, vincristine, va prednisone);
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C. COP (xyclophosphamit, vincristine, va prednisone);

D. CAP-BOP (xyclophosphamit, doxorubicin, procarbazine, bleomycin, vincristine, va

prednisone);

E. m-BACOD (methotrexate, bleomycin, doxorubicin, xyclophosphamit, vincristine,

dexamethasone, va leucovorin);

F. ProMACE-MOPP (prednisone, methotrexate, doxorubicin, xyclophosphamit,

etoposide, leucovorin, mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine);

G. ProMACE-CytaBOM (prednisone, methotrexate, doxorubicin, xyclophosphamit,

etoposide, leucovorin, cytarabine, bleomycin, va vincristine);

H. MACOP-B (methotrexate, doxorubicin, xyclophosphamit, vincristine, prednisone,

bleomycin, va leucovorin);
I. MOPP (mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine);
J. ABVD (adriamycin/doxorubicin, bleomycin, vinblastine, va dacarbazine);

K. MOPP (mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine) xen k& bang

ABYV (adriamycin/doxorubicin, bleomycin, va vinblastine);

L. MOPP (mechloethamine, vincristine, prednisone, va procarbazine) xen k& béng

ABVD (adriamycin/doxorubicin, bleomycin, vinblastine, va dacarbazine);

M. CHIVPP (chlorambucil, vinblastine, procarbazine, va prednisone);

N. IMVP-16 (ifosfamide, methotrexate, va etoposide);

O. MIME (methyl-gag, ifosfamide, methotrexate, va etoposide);

P. DHAP (dexamethasone, high-dose cytarabine, va cisplatin);

Q. ESHAP (etoposide, methylpredisolone, high-dose cytarabine, va cisplatin);

R. CEPP(B) (xyclophosphamit, etoposide, procarbazine, prednisone, va bleomycin); S.

CAMP (lomustine, mitoxantrone, cytarabine, va prednisone);
T. CVP-1 (xyclophosphamit, vincristine, va prednisone);

U. ESHOP (etoposide, methylpredisolone, high-dose cytarabine, vincristine va

cisplatin);
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V. EPOCH (etoposide, vincristine, va doxorubicin for 96 hours with bolus doses of

xyclophosphamit va oral prednisone);
W. ICE (ifosfamide, xyclophosphamit, va etoposide);
X. CEPP(B) (xyclophosphamit, etoposide, procarbazine, prednisone, va bleomycin);

Y. CHOP-B. (xyclophosphamit, doxorubicin, vincristine, prednisone, va bleomycin);
va

7. P/DOCE (epirubicin or doxorubicin, vincristine, xyclophosphamit, va prednisone).
35. Thé lién hop dén xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hoic ché
phim dé st dung theo muc bat ky trong sb cac muc tir 18 dén 34, trong d6 thé lién hop
duge st dung v6i lidu hitu hidu tir Om1 mg/m? dén 50 mg/m>.

36. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 hodc ché
phim dé st dung theo muc 35, trong d6 thé lién hop duge sir dung véi liéu hiru higu tir

0,4 mg/m® d&én 30 mg/m>.
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YEU CAU BAO HQ

1. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 c6 cong
thttc Pr(-X-S-S-W)m trong dé: Pr 1a khang thé khang CD22; X 1a lién két thiy phéan
duoc chtra san phdm cta nhém phan tng bat ky ma c6 thé phan tmg v6i khang thé; W
1a gbc calicheamixin; m 12 mitc ti trung binh cho san phém lién hop dugc tinh ché sao
cho calicheamixin chiém 4-10% khdi lugng cta thé lién hop; va (-X-S-S-W)n 1a dan
xuét calicheamixin, trong d6 phén tir khang thé chira viing bién d6i cia chudi ning
chura:

(a) SEQ ID NO: 1 cho CDR-H1,

(b) trinh ty GINPGNNYATYRRKFQG cua gH7 trong Fig. 6 hodc

SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO: 13 hodc SEQ ID NO:15 hodc SEQ ID NO: 16
cho CDR-H2, va

(c) SEQ ID NO:3 cho CDR-H3;

va ving bién ddi ctia chudi nhe chira:
(d) SEQ ID NO:4 cho CDR-LI,

(¢) SEQ ID NO:5 cho CDR-L2, va
(f) SEQ ID NO:6 cho CDR-L3.

2. Thé lién hop dén xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
1, trong d6 khang thé nay 1a khang thé khang CD22 ghép CDR.

3. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
2, trong d6 khang thé nay chira viing bién ddi chira cac ving khung nhan cla ngudi va
cac CDR cho khong phai cia nguoi.

4. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
3, trong d6 cac vung khung nhan ctia ngudi cia vung bién ddi cta chudi ning cla
khéang thé dwa trén SEQ ID NO: 21 va 22 va chita cdc gbc cho & céc vi tri 1, 28, 48, 72
va 97 trong SEQ ID NO: 8.

5. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
4, trong d6 khang thé nay con chira cac gbc cho khong phai ctia ngudi & cac vi tri 68

va 70 trong SEQ ID NO:8.
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6. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
3, trong d6 khang thé ghép CDR chita viing bién ddi cua chudi nhe chira ving khung
nhéan cia ngudi dua trén SEQ ID NO: 17 va 18 va con chira cac géc cho & cac vi tri 2,

4,42, 43, 50 va 65 trong SEQ ID NO:7.

7. Thé lién hop dan xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
6, trong d6 khang thé ghép CDR con chita gbc cho khdng phai cta ngudi & vi tri 3
trong SEQ ID NO: 7.

8. Thé lién hop din xut calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
2, trong d6 khang thé ghép CDR chira viing bién ddi cta chudi nhe 5/44-gL1 (SEQ ID
NO: 19) va vung bién d6i cua chudi ning 5/44-gH7 (SEQ ID NO:27).

9. Thé lién hop din xut calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo diém
2, trong d6 khang thé ghép CDR chira chudi nhe c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO: 28 va chudi ning c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO: 30.

10. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
diém 2, trong d6 khang thé ghép CDR 14 khang thé bién thé thu dugc bang quy trinh
thudn thuc ai luc va c6 4i luc ting véi CD22 ngudi.

11. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
diém 2, trong d6 khéng thé chira chudi nhe bao gém trinh tu axit amin thu dugc tir viée
biéu hién SEQ ID NO: 29 trong té bao dong vat c6 v va chudi niang bao gém trinh tu
axit amin thu duoc tir viéc biéu hién SEQ ID NO: 31 trong té bao dong vat co vi.

12. Thé lién hop din xudt calicheamixin dang don thé/khdng thé khang CD22 theo
diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 dan xuét calicheamixin 1a din xuét
gama calicheamixin hogc dan xuét N-axetyl gama calicheamixin.

13. Thé lién hop din xuét calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
diém 12, trong d6 din xuét calicheamixin dugc chic hoa bing 3-mercapto-3-metyl
butanoyl hydrazit.

14. Thé lién hop din xut calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 thanh phan lién két thuy phan duoc 1a
thanh phn lién két hai chirc c6 kha nang giai phong din xuét calicheamixin khoéi thé

lién hop sau khi lién két va di vao cac te bao dich.
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15. Thé lién hop dan xut calicheamixin dang don thé/khang thé khang CD22 theo
diém 14, trong d6 thanh phin lién két hai chiic 13 axit 4-(4-axetylphenoxy) butanoic
(AcBut).
16. Ché phdm chura thé lién hop calicheamixin/khéng thé theo diém bét ky trong sd cac
diém néu trén, trong d6 ché phdm nay c6 phan doan thé lién hop (LCF) thp 12 nho
hon 10%.
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TRINH TU CUA CAC CDR CUA KHANG THE DON DONG 5/44

CUA CHUQT NHAT
HI  NYWIH (SEQ ID NO:1}
H2  GINPGNNYTTYKRHLKG (SEQ 1D ND:2)
H3  EGYGNYGAWFAY (SEQ ID NO:3)
L1 RSSQSLANSYGNTFLS | (SEQ ID NO:4)
L2 GISNRFS {SEQ ID NO:5)
3 LAGTHQPYT (SEQ ID HO:6)

FIG. 1

-94-



29623

TRINH TU ADN/PROTEIN CUA 5/44 VL

30 40 50
GAT GIT GIG GTG ACT CAA ACT CCA CTC TCC CTG CCT GTC AGC TTT GGA GAT CAA GIT

20

10

CTA CAA CAC CAC TGA GTIT TGA GGT GAG AGG GAC GGA CAG TCG ARA CCT CTA GIT CAA

DVVVTQTU PILSLPVSPF GDJQ W

FIG. 2
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TRINH TU ADN/PROTEIN CUA 5/44 VH

Y

TGA TGC ATA
T T

ACT ACG TAT

6>

340
CCC
0

G

W

Y

TAC TGG GGC CAG GGG

ATG ACC CCG GTC

330

FIG. 3

310
ATG C
N Y
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C%G ATA CCA TIG

300

G GGC TAT GGT AAC TAC
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LOAI BO VI TRI GLYCOSYL HOA VA LYSIN PHAN UNG: PHUONG
PHAP PCR BE GAY DOT BIEN CDR-H2 TRONG VECTO CH

Xpul
{
(DR-HI (DR-H2 (DR-H3
Apal
X
(DR-H2
57 60 65
i GNNYTTYKRNLKG
N55Q GNQYTTYKRNLKG
574 H?  GNNYATYKRNLKG
104 GNNYVTYKRNLKG
K6OR  H2*  GHNYITYRRNLKG
FIG. 4
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THIET KE GHEP TRINH TU CHUOI NHE 5/44

10 20 30 40 50
Vp, DVVVIQTPLSLEVSFGDQVSISC RSSQSLANSYGNTFLS WYLHKPGOSPQLLIY
RN IR

DPKY DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC WYQORPGKAPKLLIY

| | | |

gLl DVQVTQSPSSLSASVGDRVIITC RSSOSLANSYGNTFLS WYLEKPGKAPQLLIY
gL2 DVVVTQSPSSLSASVGDRVTITC RSSQSLANSYGNTFLS WYLHKPGRAPQLLIY

60 70 80 90 100
Vi, GISNRFS GVPDRETGSCSGTDFTLKISTIKPEDLGMYYC LQGTHQPYT
| | Lo 1
DPK9 - GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
I
gLl GISNRFS GVPDRFSGSGSGIDPTLTISSLQPEDFATYYC LOGTHOPYT
gL2 GISNRFS GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC LQGTHQPYT

110
V;, FGGGTKLEIKR

| 1

JK1 FGQGTKVEIKR

gL1 FGQGTRVEIKR
gLl FGQGTKVEIKR

FIG.5
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THIET KE GHEP TRINH TU CHUOI NANG 5/44

10 20 30 40

50

EVQLQQSGTVLARPGASVKMSCKASGYRET NYWIH WVKQRPGQGLEWIG GINP

| l FEET I P

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTET WVRQAPGOQGLEWMG

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYRFT NYWIH WVRQAPGQGLEWIG GINP
gH45,67 EVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYRFT NYWIH WVRQAPGQGLEWIG GINP

60 70 80 90
GNNYTTYKRNLKG KATLTAVTSASTAYMDLSSLTSEDSAVYYCTR
A O O | | ]
KFQG RVIMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR

Lo l
GNQYTTYKRNLKG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR

GNNYATYRRNLKG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR
GNNYATYRRNLKG RVTMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR
GNNYATYRRKFQG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR

GNNYATYRRKFQG RVIMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR

110
WGQGTLVTVSS

AWFAY WGQGTLVTVSS

AWFAY WGQGTLVTIVSS
AWFAY WGQGTLVTVSS

FIG. 6
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BAN PO VECTG PMRR 14

Hindlll

 SV4OE nron & pA

FIG. 7
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BAN PO VECTOG PMRR10.1

SV40E intron & pA
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THU NGHIEM BIACORE CUA 5/44 DANG KHAM VA CAC THE POT BIEN

a2
5/44 Ka &3 Kded Kde10 ~Kd nM
cleH 29 1,14 393 04
NS5Q 581 19 327 03
T57A 78 051 066 0,07
 K60R 495 101 2,04 02
FIG. 9
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CAC OLIGONUCLEOTIT POI VOI CAC THE TO HOP GEN GH1 VA GL1 CUA 5/44

CHUOI NANG

544gH1 T1
AGTGTGAGGTGCAATTGGTCCAGTCAGGAGCAGAGGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTC

AAAGTTTCGTGTAAGGCTAGCGGCTACAGGTTCAC

544gH1 T2
GTGGCATTAATCCCGGGAATCAGTACACTACATATAAAAGAAATCTAAAGGGCAGAGCA
ACGCTGACCGCGGACACCTCCACAAGCACTGTCTACA

544gH1 T3
AGAGAAGGCTACGGTAATTACGGAGCCTGOTTCCCCTACTGGGGCCAGGGTACCCTAGT
CACAGTCTCCTCAGCTTCTACAAAGGGCCCAAGARA

544 gH1 Bl
GGACCAATTGCACCTCACACTGCACTCCCTTGAGAATGAGTGCCAGGAACACGAGAGAG
AATCCGAAGTCCATGGTGGCGGCAAGCTTTTATTC

544 gH B2
GATTCCCGGGATTAATGCCACCGATCCATTCCAGGCCTTGTCCCGGAGCCTGCCTGACCT
AATGAATCCAATAATTTGTGAACCTGTAGCCGCTAGC

544gH1 B3
CGTAATTACCGTAGCCTTCTCTAGTACAATAGTACACTGCGGTGTCCTCGGATCTCAGAG
ATGACAGCTCCATGTAGACAGTGCTTGTGGAGG

544gH1 F1
GAATAAAAGCTTGCCGCCACC

544gH1 R1
PPTCTTGEGCCCTTTGTAGAAG

FIG. 10

-103-



29623

CHUOI NHE

544 gL1 T1
GCTTCCCGGGGTGACGTTCAAGTGACCCAGAGCCCATCCAGCCTGAGCGCATCTGTAGG

AGACCGGGTCACCATCACTTGTAGATCC

544 gLl T2
TATCTGCACAAACCAGGTAAAGCCCCACAATTGCTCATCTACGGAATCTCTAACAGATTT

AGTGGTGTACCAGACAGGTTCAGCGGTTCC

544gL1 T3
AGATTTCGCCACTTATTACTGTTTACAAGGTACACATCAGCCGTACACATTCGGTCAGGG

TACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGCGTGC

544gL1 Bl
GAACGTCACCCCGGGAAGCAGGAATCCAGAACAACAGAAGCACCAACAGCCTAACAGG

CAACTTCATGGTGGCGGCTTCGAATCATCC

544gL1 B2
CTTTACCTGGTTTGTGCAGATACCAAGACAAAAAGGTGTTCCCATAACTGTTTGCAAGAC

TCTGACTGGATCTACAAGTGATGGTGAC

544gL1 B3
AACAGTAATAAGTGGCGAAATCTTCTGGCTGGAGAGACGAGATCGTGAGGGTGAAATCA

GTACCACTTCCGGAACCGCTGAACCTGTCTG

544gL1 Fl
GGATGATTCGAAGCCGCCAC

544gL1l R1
GCACGCCGTACGTTTGATTTC

FIG. 10 (tiép two)
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BAN PO PLASMIT CUA VECTJ TRUNG GIAN PCR2.1 (544GH1)

EcoR1
Hindlll Hindl1

pCRZ.1(544gH1)
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BAN PO PLASMIT CUA VECTO TRUNG GIAN PCR2.1 (544gL1)

pCR2.1(544gl1)
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CAC CASET OLIGONUCLEOTIT PUGC SU DUNG BE TAO RA CAC MANH
GHEP KHAC

o

Xmal 10 20 30 40 50  Sacll
(C GOG AAT AAC TAC GCT ACA TAT AGG AGA AT CTA AXG GGC AGA GCA ACG CT6 ACC GC
C TTA TIG ATG CGA TGT ATA TCC ICT TTA GAT TIC CCG ICT CGT' TGC GAC T6G
P GNNYATYRRNILTIEKGRATTILTA

9B

Xmal 10 20 30 40 50  Saell
CC GGG AAT AAC TAC GCT ACA TAT ASG AGA AAT CTA AAG GGC AGA GIT ACG AIG AOC GC
C TTA TIG ATG CGA TGT ATA TCC ICT TTA GAT TTC CCG ICT (A T6C TAC 16G
P GNNYAT?TYRRNLIKGRUVYTMNTA

o

XreI 10 20 30 4 50 SacIl
CC GGG AT AC TAC GCT ACA TAT AGG AGA ARA TIC (A3 GGC AGR GCA ACG (TG AC
C TA TG ATG CGA 'IGT ATA "CC TCT TTT AXG GTC COG TCT CGT T6C G 136
P G N NYAT Y RRIEKTPFOQGRRATTLTA

&

Xl 10 20 30 40 50  Sacll
(C GGG AAT AAC TAC GCT ACA TAT ASG AGA AMA TTC CAG GGC AGA GIT ACG ATG ACC &C
C TTA TIG ATG CGA TGT ATA ICC ICT TIT AAG GTC CCG TCT CAA T6C TAC T6G
P GNNYATYRREKTFOQGRUVTMNTA

42

Xmal 10 20 30 40 50 60 BstEIT
C 06 GGT GAC GIT GIC GIG ACC CAG ASC CCA TCC ASC CTG AC GCA TCT GTA GGA GAC (GG

OCA CTG CAA CAG (A GG GIC TCG GGT AGG TCG GAC TCG CGT AGA CAT CCT CTG GCC CAG 16
S RGDVVVTOQSPSSLSASVGDRVYT

FIG. 13
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THU NGHIEM CANH TRANH, GANKET CANH TRANH CUA KHANG THE
5/44 CHUOT NHAT BPUGC PANH DAU HUYN'H QUANG VOI CAC BIEN DI
PUGC GHEP

200

5
0
:
b
% 150+ —o— ddi
> —o— gligh4
E 1001 —o— gligh
E —a— qligHé
§ 50- —e— gligh/
B0 : .

10 100 1000 10000

NONG PO CUA KHANG THE KHAM THEM VAO (ng/ml)

FIG. 14
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CUNG PO PHAT HUYNH QUANG TRUNG V]

29623

- THU NGHIEM CANH TRANH, GAN KET CANH TRANH CUA
KHANG THE 5/44 CHUOT NHAT BPUGC PANH DAU HUYNH
QUANG VJI CAC BIEN DI PUQC GHEP

tLcH

gl2gH4
gl2gH5
gl2gH6
gl2gh?

200
150+
100
50-
0 : .
10 100 1000 10000
NONG PO CUA KHANG THE KHAM (ng/ml)
FIG. 15

-109-




29623
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640 650 660 670 680
A TCC AGC AGC TIG GGC ACG AAG ACC TAC ACC TGC AAC
%@% ng ggg ggg %gg ggg ggg AGG TCG TCG AAC CCG T6C TIC TGG ATG TCG ACG TIG
s SV vTVPSS SLGTIXTYTCW
690 700 710 720 130 740
GTA GAT CAC AAG CCC AGC AAC ACC AAG GIG GAC AAG AGA GTT G GTGAGAGGCC
CAT CTA GI¢ TIC GGG TCG TIG T66 TIC CAC CIG TTC TCT CAA C CACTCTCCGG
VvV DHEKU?PS NTIEKVYDEKRWP
750 760 770 780 790 800 810
AGCACAGGGA CCAGGCTCAG CCCTCCTGCC TGGACGCACC
TCGTGTCCCT CCCTCCCACA GACGACCTIC GGTCCGAGIC GGGAGGACGG ACCTGCGTGG GGCCGACACG
820 830 840 850 860 870 880

AGOCCCAGCC CAGGGCAGCA AGGCATGCCC CATCTGTCTC CTCACCCGGA GGCCTCTGAC CACCCCACTC
TOGGGGTCGE GTCCCRTCOT TCOGTACGES GTAGACAGAG GAGTGGGCCT CCGGAGACTG GIGGGGTGAG

890 900 910 920 930 940 950

ATGCCCAGGG AGAGGGTCTT CTGGATTTTT CCACCAGGCT CCGGOCAGCC ACAGGCTGGA TGCCCCTACC
TACGGETCCC TCTCCCAGAR GACCTAAMAA GGTGGTCCGA GGCCCGICGG TGTCCGACCT ACGGGGATGG

960 970 980 990 1000 1010 1020
CCAGGCCCTG CGCATACAGG GGCAGGIGCT GCGCTCAGAC CTGCCAAGAG CCATATCCGG GAGGACCCIG
GGTCCGGGAC GCGTATGTCC CCGTCCACGA CGCGAGTCIG GACGGTTCTC GGTATAGGCC CICCTGGGAC

1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090
CCCCTGACCT AAGCCCACCC CAAAGGCCAA ACTCTCCACT CCCTCAGCTC AGACACCTTC TCTCCTCCCA
GGGEACTGGA TTCGGGTGGG GTTTCCGETT TGAGAGGTGA GGGAGTCGAG TCTGIGGAAG

1150
TGC CCA CCA
ACG GGT GGT
c ?p P

1100 1110 1120 1130 1

1
GATCTGAGTA ACTCCCAATC TICTCTCTGC A GAG TCC ARA TAT GGT CCC
CTAGACTCAT TGAGGGITAG AAGAGAGACG T C%F AgG T%T A%A qu ng

1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220

TGC CCA GGT AAGCCAACCC AGGCCTCGCC CTCCAGCTCA AGGCGGGACA GGTGCCCTAG AGTAGCCTGC
ACG GGT CCA TTCGGTTGEG TCCGGAGCGE GAGGTCGAGT TCCGCCCTGT CCACGGGATC TCATCGGACG

c

1230 1240 1250 1260 1270 1280

ATCCAGGGAC AGGCCCCAGC CGGGTGCTGA CGCATCCACC TCCATCTCTT CCTCA GCA
TAGGTCCCTG TCCGGGGTCG GCCCACGACT GCGTAGGTGG AGGTAGRGAA GGAGT CGT
A

40
CCA
GGT

P
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1660 1670 1680 1690 1700
CACATGGACA GAGGTCAGCT CGGCCCACCC TCTGCCCTGG GAGTGACCGC TGTGCCAACC TCTGTCCCTA

1650

1640

GTGTACCTGT CTCCAGTCGA GCCGGGIGGG AGACGGGACC CTCACTGGCG ACACGGTITGG AGACAGGGAT

1810
b D

5

1800
Y

TTC TAC CCC AGC GAC ATC
CCG AAG ATG GgG TCG CTG TAG

F

G

2030 2040
CTG GGT AAA TGA GIGC CAGGGCCGGC
C CCA TIT ACT CACG GTCCCGGCCG

2020

*>

K

2060 2070 2080 2090 2100 2110

2050

ARGCCCCCGC TCCCCGGGET CTCGGEETCG CGCGAGGATG CTTGGCACGT ACCCCGTCTA CATACTTCCC
TTCGGGGGCG AGGGGCCCGA GAGCCCCAGC GCGCTCCTAC GAACCGTGCA TGGGGCAGAT GTATGRAGGG

FIG. 16 (tiep tuc)
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2120 2130 2140 2150 2160
AGGCACCCAG CATGGAAATA AAGCACCCAC CACTGCCCTG GCTCGAATTC
TCCGTGGGTC GTACCTTTAT TTCGTGGGIG GTGACGGGAC CGAGCTTAAG

FIG. 16 (tiép tuc)
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B) CHUOI NHE
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Sz
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o

130
c
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E

720
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N R G
780
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TIC
K
770

0
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750
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FIG. 16 (tiép tuc)
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CAU TRUC CUA THE LIEN HOP KHANG THE - NAC-GAMA CALICHEMIXIN DMH

n=012345 ..
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TAC DUNG CUA CMC-544 LEN SU TANG TRUONG U LYMPHO TE BAO B RAMOS

TRONG LUQNG KHOI U (g)

—%— chitdin

—A— (MC-544 160 po/kg

—4— (M(-544 40 pug/kg

b2 —®— (MC-544 10 pug/kg

—4— MuAnti-(D22-Colich. 160 ng/kg
—%— MuAni-(D22-Calich. 10 pg/kg
—*— Anti-(D22 mAb g544 10 mg/kg

/A 2/6 trudng hop

khong c6 khoiu
--"‘/ 1
A 6/7 trudmg hop
........... khong co6 khoi u
r 1A oo g M o0 ;og |

20 30 0 - 50 60

CHU KY PHAT TRIEN KHOI U (NGAY), PIEU
TRI TRONG MANG BUNG VAONGAY 1,5 VA 9

FIG. 18
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TAC DUNG CUA CMC-544 LEN U LYMPHO TE BAO B LON

TRONG
LUONG
KHOLU (g)

ULYMPHO TE BAO B RAMOS

(MA-676

BIEU TR]: TRONG MANG BUNG, g4dx3

o (e5M
1k L)
.\ W
ol v lir P P e 'T-;T“r".nﬂ
0 10 20 30 40 50
CHU KY PHAT TRIEN KHOI U (NGAY)

FIG. 19
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TAC DUNG CUA CMC-544 BUGC TAO RA BANG QUY TRINH LIEN
HQP CMA VA CMC LEN SU PHAT TRIEN CUA U LYMPHO RF

—es— chitdin
g5 ---®---CALICHEAMIXIN | 60 pg/kg
—a— (M(-544 {35} 80 pg/kg
n -4~ (M(-544 (35) 320 pg/kg
—O— (MC-544 (70) 80 g/kg
s i Ve =<7 (MC-544 (70) 320 pg/kg
TRONG ! ’
LUGYNG PIEU TR] SU DUNG
KHOIU (g) 1 VAONGAY 1,5VA9
05
0

0 10 20 30 40 50
CHU KY PHAT TRIEN KHOI U (NGAY)

FIG. 20
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TRONG LUGNG KHOI U (g)

29623

U LYMPHO RL LON PUGQC PIEU TRI BANG RITUXIMAB

25

1,5

(RITUXAN®) NHAY VOI CMC-544

—@— CHATDAN

| RITUxIA
(MC-544
i CMC-544
lﬁﬁtwg/kg
] 1 e
T 4/5 CHUQOT
RITUXIMAB * ", KHONG CON
20 mg/kg KHOI U
e \“‘ P ’
6/8 KHOI U ‘«

QUAY TRO LAI

; 1 1 ! 1 ] { ] |

0 10 20 30 40 50 60 70

THOI GIAN PHAT TRIEN KHOI U (NGAY)

FIG. 21
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TAC DUNG CUA RITUXIMAB (RITUXAN®) LEN HOAT
TINH GAY POC TE BAO CUA CMC-544

0,01 0,03 0l 03 )

b

CALICHEAMIXIN DMH (og/ml)

PIEUTRI  ** (MC+544 RITUXINAB(2 pug/mi) S-S CHC+544 RITUXIMAB(20 pug/m)
, e-e-s  (H(+544 RITUXIMAB(200 pug/ml) —— CMC+544

FIG. 22
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TAC DUNG CUA CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN®) VA CMA-676
LEN SU SONG SOT CUA CHUQT NHAT SCID CO U LYMPHO B

RAMOS LAN TOA SOM
SUDUNG TRONG TINH MACH Tf PIEU TRI TRONG MANG BUNG
BAO ULYMPHO B RAMOS y 3 TF
CHUOT NHAT SCID VAO NGAY 0 VAO CA%TSQY 3,7,11
100 e = e o e -
_ ! AT :
80 | “] my/kg
oo
3 60 L
o | |
2 |
QA ‘;
"l IR
| e
, chlatd;cm ) i],bﬂpg/ﬂg o
0 20 40 60 80 100 120 140
NGAY
FIG. 23
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TAC DUNG CUA CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN®) VA CMA-676 LEN SU SONG
SOT CUA CHUQT NHAT SCID CO U LYMPHO B RAMOS LAN TOA MUON

sU DUNG TRONG TINH MACH TE BIEU TRI TRONG MANG BUNG
BAO ULYMPHO B RAMOS y
CHUOT NHAT SCID VAO NGAY 0 VAO CACQI;ISQY 913,17
100 o
_ b
80 |- K
s W
@ 60
g | Lo (MC-544
2 Hf ~ {160 pg/kg
X I e
20l RITUXIMAB
fag 0 Ouers 20mg/kg
- ?h tldan L 1 n 16)0 ug/nkg 1 i 1 1 1 " ]
000 w0 s s 100 1m0
NGAY
FIG. 24
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29623

TAC DUNG CUA CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN®) VA CMA-676 LEN SU SONG
SOT CUA CHUQT NHAT SCID CO U LYMPHO B RAMOS LAN TOA MUON

SUDUNG TRONG TINH MACH TE DIEU TR] TRONG MANG BUNG
BAO U LYMPHO B RAMOS VAO CACNGAY 9, 13, 17
CHUQT NHAT SCID VAO NGAY 0 Q4Dx3
0oy P D OICSH By
Y  RITUXIMAB 10 mg/kg
80 - l'; [ U
_ Vb
[
9 6} SLT
2 L CMC-544
Z nl L | 160 pg/kg
27 L | MCSM 160 gy
3 a0l T RITUXIMAB 20 mg/kg
chét din f%UXI%B
2 1 2 1 3 i " | .mg lg 1 )
Y00 w0 e 80 100 120
NGAY
FIG. 25
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TAC DUNG CUA CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN®) VA CMA-676 LEN SU SONG
SOT CUA CHUQT NHAT SCID CO U LYMPHO B RAMOS LAN TOA MUQN

SU DUNG TRONG TINH MACH TE - DIEU TRI TRONG MANG BUNG
BAO U LYMPHO B RAMOS O ;
CHUQT NHAT SCID VAO NGAY 0 VAo CACQI;IS::}Y S
100 "
[ E i
- |
80 H
5wl |
» 60 N | i
Z '* RITUXIMAB
Z -
2 AF 1] 10mg/kg
i M RITUXIMAB  RITUXIMAB
0 . ! 5mg/kg 20 mg/kg
[ chat dan]__] L I___’;-_,/'/
O-killjll|§xll||lll‘tlll]
0 20 40 60 80 100
NGAY
FIG. 26
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TAC DUNG CUA CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN®) VA CMA-676 LEN Sy SONG
SOT CUA CHUOT NHAT SCID O U LYMPHO B RAMOS LAN TOA MUON

% SONG SOT

100

£
(=3

L)

CMC-544 40 pg/kg + RITUXIMAB 5 my/kg
CHC-544 80 g/kq + RITUXTMAB 10 my/kg

<D
[ ]
T T

o
[~ ]
T

N
<
3 T

H LE “-— '--:-:..-..:-.:.-_':r:.‘:-_':-:-'?-‘-" CM( 544
L-] | (MC- 544 140 ua/kg
80 pg/kg

L"L (MC-544 160 pg/k
RITUXIMABZ mg/?(g

(MC-544
160 pg/kg

H_chétdﬁn
¢ . L ] 2 L

T 060 80 100 10 Mo

NGAY

FIG. 27
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TRONG LUONG KHOI U (g)

29623

HOAT TINH KHANG U CUA CMC-544 KHI CUNG VOI VA KHONG CUNG
VOI RITUXIMAB (RITUXAN®) TREN U LYMPHO RL KHONG HODGKINS

& chitdin

—6— (MC-544 80 pg/ky+
Rituximab 20 mg/kg
—8— (MC-544 20 pg/kg+
Rituximab 20 mg/kg
—o— (MC-544 80 ug/kg
—am— (MC-544 20 pg/kg
---¢--- Rituximab 20 mg/kg

THOI GIAN PHAT TRIEN KHOI U (NGAY)

FIG. 28
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TRONG LUGNG KHOI U (g)

29623

HOAT TINH KHANG U CUA CMC-544 VA CHOP LEN U LYMPHO

RL KHONG HODGKINS
4~
s i —6— chitdin
! —5— CHOP*
Al —m— CMC-544 160 pg/kg
2.5 B * xyclophosphamit, 40mg/kg, trong ming bung
i doxorubixin, 3,3 mg/kg, trong mang bung
vineristin, 0,5mg/kg, trong méng bung
1+ prednisolon 0,2mg/kg, qua dudng miéng
15
]
0.5

0 n—m—
10 20 30 40 50
THOI GIAN PHAT TRIEN KHOI U (NGAY)
FIG. 29
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DANH MUC TRINH TU

<110> CONG TY WYETH HOLDING CORPORATION.; KUNZ, ARTHUR VA CAC PONG TAC GIA

<120> . THE LIEN HOP DAN XUAT CALICHEAMIXIN DANG DON THE/KHANG THE
: KHANG CD22 VA CHE PHAM CHUA THE LIEN HOP NAY

<160> 51

<170> seqwin99, version 1.02
<210> 1

<«211> 5

<212> PRT |

<213>°  Chuét nhat

<220> )

<223> 5/44g CDR-H1

<220>

<221>

<400> 1 )

Asn Tyr Trp Ile His

1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Chugt nhit

<220> . .
<223>  CDR-H2gL1 T3 cia khéng thé don dong 5/44 cla chudt nhat
<220> : '
<221>

<400> 2 ’
Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Igr Tyr Lys Arg Asn ligu Lys
1 5 e A

Gly

<210> 3

<211> 12

<212> ~PRT |

- <213> Chudt nhat

<220> . ,
<223> CDR-H3 ciia khdng thé don dong 5/44 ctia chudt nhit
<220>

<221>

<400> '3 '
§1u Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp ige Ala Tyr
5

<210> 4

<211> 16
<212>  PRT |
<213> Chut nhit
<220>

<223>  CDR-LI cia khing thé don dong 5/44 ciia chuft nhit
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"<220>
<221>

<400>

4

29623

Qrg Ser Ser Gln ?er Leu Ala Asn Ser {gr Gly Asn Thr Phe igu ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<2205
<221>

<400>

5
7

PRT
- Chugt nhit

CDR-L2 clia khéng thé don dong 5/44 ciia chudt nhit

5

?1y Ile Ser Asn ?rg Phe ser

<210>
<211>
<212>
<213>

 <220>
<223> .

<220>
<221>

<400>

6
9

PRT ,
Chudt nhat

CDR-L3 ciia khing thé don dong 5/44-ciia chugt nhit

)

keu Gln G}y Thr g1s GIn Pro Tyr Thr

<210>,
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<400>
?sp val

Asp Gln’

Tyr Gly
Pro GIn
50

ASp Ar
65 g

ser Thr

7
113

PRT ,
Chudt nhat

ving VL ciia khing thé don dong 5/44 cia chudt nhit

7
val
val

Asn
35

Leu
Phe

Ile

val
Ser
20°

Thr
Leu

Thr

LyS

Thr
5
Ile

Phe

Ile

Gly

Pro
85

Gln
ser
Leu
TYr
Ser

70

Glu

Thr
cys

ser

Gly
55

Gly

ASp.

Pro
Arg
Trp
40

Ile

ser

Leu

Leu Ser Leu
10
ser ser.GIn
25
fyr Leu His
Ser Asn Arg
Gly Thr Asp
75
Gly Met Tyr
30
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Pro
Ser
Lys
-3

Phe

Tyr

val
Leu
Pro
45

ser

Thr

Cys

ser
Ala
30

Gcly
Gly
Leu

Leu

Phe
15

Asn
GIn
val

Lys

Gln
95

Gly
ser
ser
Pro
50°

G1y



29623

Thr His GlIn Pro Tyr Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 . 110 3

Arg

<210> 8

<211> 121

<212>  PRT . .

<213>  ving VH cia khang thé don dong 5/44 ctia chudt nhit

<220> . i

<223>  ving VH cua khéng thé don dong 5/44 ctia chudt nhat

<220>

<221>

<400> 8

Glu val Gln Leu GIn GIn Sser Gly Thr val Leu Ala Arg Pro Gly Ala

1 5 10 - 15

ser val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr

20 25 30 .

Trp Ile His Trp val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Lys Afg Asn Leu

50 : 55 . ‘ 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala val Thr Ser ala ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Asp Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys
) 85 , 90 g5

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp phe Ala Tyr Trp Gly

v 100 - 105 110

Gln Gly Thr teu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> ]

<211> 13

<212> PRT

<213>  Trinh ty nhén tao

<220>

<223> CH

<220>

<221>

<400> 9

gly ASn Asn Tyr ;hr Thr Tyr Lys Arg ggn Leu Lys Gly

<210> 10

<211> 13

<212> PRT -
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> N55Q

<220>
<221>
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<400> 10 :
Gly Asn Gln Tyr §hr Thr Tyr Lys Arg &Sn Leu Lys Gly
1 ,

<210> 11

<211> 13

<212>  PRT

<213>  Trinh ty nhén tao

<2205

<223>  TS57A

<220>

<221>

<400>. 11

Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys Gly
1" 5 10 .
<210> 12,

<211> 13

<212>  PRT

<213>-  Trinh tynhan tao

<220>

<223> TSV

<220>

<221>

<400> 12

Gly Asn Asn Tyr §a1 Thr Tyr Lys Arg ign Leu Lys Gly
1 .

<2105 13

<211> 17

<212> PRT

<213> .Trinh ty nhéan tao

<220> ' .

<223> CDR-H2 (TS57)A H'

<220>

<221>

<400> 13

Gly ITe Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys
1 5 10 15
61 Yy ) 2

<210> 14

<211> 13

<212> = PRT

<213>  Trinh ty nhén tao

<220>

<223>  K60R_

<220> '

<221>

<400> 14

giy Asn Asn Tyr Ehr Thr Tyr Arg Arg ign Leu Lys Gly
<210> 15

<211> 17
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<212> PRT

<213>  Trinh ty nhantao

<2205 -

<223>  CDR-H2 (KGOR)R H''

<220>

<221>

<400> 15

Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Arg Arg Asn Leu Lys
1 . 5 10 ) 15 -
Gly

<210> 16

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223>  CDR-H2 (TS57A K60R) H'''

<220>

<221>

<400> 16 )

Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr.Arg Arg Asn Leu Lys
1 . 5 10 . 15

G1y,

<210> 17
<211> 70
<212> PRT
<213> Ngub’i
. <220>

<223> DPK9
<220>

<221>

<400> 17

Asp Ilte GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 - 10 . 15
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys ‘Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly Lys Ala
20 . 25 30 :
Pro Lys Leu teut Ile Tyr Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly ser Gly
© 35 40 45 -

ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr 1le ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp
50 55 60

phe Ala Thr Tyr Tyr ggs

65

<210> 18
<211> 11
<212> PRT -
<213> Nguti
<220>

<223> IK1
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<220>
<221>

<400>
phe Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<400>

Asp val

1

Asp Arg

Tyr Gly

pPro Gln
50

Asp Arg
65 °

ser Ser
Thr His
Arg

<210>
<21l>
<212>
<213>

<é20>
<223>

' <220>
<221>

<400>
Asp val
1 ;i
AsSp Arg

Tyr Gly

Pro Gln
50

29623

18 B
GIn Gly ghr Lys val Glu I1e‘L%s Arg
L . 1

19

113

PRT '

Trinh tu nhén tao

gLl

19
GIn val Thr GIn Ser Pro Ser Ser Léu

val Thr Ile ThrAéys Arg Ser Ser GlIn
20 - 25 :

Asn Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Leu His
35 - 40

Leu Leu Ile Tyr g;y Ile Ser Asn Arg

phe ser Gly Ser Gly ser Gly Thr Asp
70 ’ 75

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85 90

G1n pPro Tyr Thr phe Gly Gln Gly Thr
100 _ 105

20

113

PRT

Trinh ty nhén tac

gL2

20 ’
val:val ghr Gin Ser Pro ser Sgr Leu
. 1

val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln
20 25

Asn Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Leu His
35 . 40

Leu Leu Ile Tyr ?}y Ile Ser Asn Arg

-134-

ser
ser

Lys

‘Phe

60
phe

Tyr

Lys

ser

Ser

Lys

phe
60

Ala
Leu
Pro
A4S

Ser
Thr

cys

val

Ala

Leu’

Pro
45

ser

ser
ala
30

Gly
Gly

Lteu

Leu

GTQ

110

ser
Ala
30

Gly

Gly

val
15

Asn
Lys
val
Thr
Gln

95
ile

val
15
Asn

Lys

val

Gly
ser
Ala
Pro
i

Gly

Lys

Gly ~
Ser
Ala

Pro



29623

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly ser Gly Thr Asp phe Thr Leu Thr Ile
65 - 70 75 80

" ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Gly
. 85 90 95
Thr His Gln Pro Tyr Thr pPhe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys .
: 100 105 110 :
Arg
<210> 21
<211> 80
"<212>  PRT
<213>  Ngudi
<220> -
<223> ppP7
<220> ‘
<221>
<400> 21 /
G1In val GIn Leu val GIn ser Gly'Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 S 10 15
* ser val Lys val Ser Cys.Lys Ala ‘ser Gly Tyr Thr phe Thr Trp val. =
: .20 25 . 30.
Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Lys Phe GIn Gly
35 40 45

arg val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr val Tyr Met Glu
50 55 60

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala \7/«';1 Tyr Tyr Cys Ala Arg

85 70 80
<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> " Ngudi

<220>

<223> JH4

<220>

<221

<400> 22 ' :
Irp Gly GIn Gly Ehr Leu val Thr val igr ser

y

<210> 23

<211> 121
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220> :
<223> gH1

<220>
<221 |

 <400> 23 :
Glu val Gin Leu val 61n ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15
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Ser
Trp
Gly
Lys
65

Met
Thr

GlIn

val
Ile

Gly
50

‘Gly

Glu

Arg*

Gly

<210>
<211>
<212>.
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<400>

Glu
1
Ser
Trp
Gly
Lys
65

vet

val
val

Ile

Gly
50

Gly

Glu

Thr Arg

Gln

Gly

Lys

His
35

Ile
Arg
Leu
ﬁ]u
Thr

,115

24
121
PRT

.Tﬁnhtunhéntao

gﬁ4

24
Gln

Lys
His
35

Ile

Arg

Leu

Glu.

Thr

115

<210>
<211>
<212>
<2135

<220>
<223>

«220>

25
121
PRT

val
20

Trp
ASD
Ala
ser
ﬁly
100

Leu

Leu

val
20

Trp
Asn

Ala

ser

Gly’

Ser
val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr

val

val
5

ser

val

Pro
Thr
ser

85
Tyr

100"

Leu

val

Trinh tr nhdn tao

gHS

cys
Arg
Gly
Leu
70

Leu

Gly

Thr

Gln
cys
Arg
Gly
Leu
70

Leu

Gly

Thr

Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg
Asn

val

ser
Lys
Gln

Asn
55

Thr

Arg

Asn

val

Ala
Ala
40

Gln
Ala
ser
TYyr

ser
120

Gly
Ala
Ala
40

Asn
Ala
ser
Tyr

ser
120

29623

ser
25

Pro
Tyr
Asp
Glu
Gly

105

ser

Ala
ser
25

Pro
Tyr
ASp
Glu
Gly

105

ser

Gly

’ély

Thr
Thr
AsSp

90
Ala

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Thr
ASp

90
Ala

Tyr

Glin
Thr
ser
75

Thr

Frp

val
Tyr
Gln
Thr
75

Thr

Trp
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Arg

Gly

Tyr
60

Thr

Ala

phe

Lys
Arg
Gly
TYr
60

Thr

Ala

Phe

Phe.

Leu
45
Lys

ser

val

Ala.

LYyS
Phe
Leu
45

Arg

Ser

vaT

Ala

Thr
30

Glu
Arg
Thr

TYr

Tyr
110

Pro
Thr
30

Glu
Arg
Thr

TYyr

Tyr

Asn
Trp
Asn
val
TYr

95
Trp

Gly
15

Asn

Trp

Asn

Va1

Tyr
95

Trp

110

Tyr
Ile
Leu
Tyr
80

cys

Gly

Ala
Tyr
Ile
Leu
Tyr .-
80

Ccys

Gly



<221>
<400>
Glu val
1
Ser val
Trp 1le
Gly Gly
50
Lys Gly
65 -
Met Glu
Thr Arg

GIn Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

220>
<221>

<400>
glu val

< ser val
Trp Ile
ggn Gly
met Glu
Thr Arg

GlIn Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

25
Gin

Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Glu
Thr

115

26
121

“PRT

Leu

val
20

Trp

‘Asn

val
ser
Gl

10%

teu

val
ser
val
Pro
Thr

ser
&5

Tyr

val

Trinh ty nhén tao

gHb6
26

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Glu
Thr

115

27
121
PRT

Leu
val
20

Trp

Asn

Ala

ser

Gly
100

Leu

val
)
ser
val
Pro
Thr
ser
85

Tyr

val

Trinh ty nhin tao

GIn
Cys
Arg
Gly
Met
70

Leu

Gly

Thr

Gin
Cys
Arg
Gly
Leu
70

Leu

Gly

Thr

ser
Lys
Gin
ASN
55

Thr
Arg

Asn

val

ser
Lys
GIn
ASh
55

Thr
Arg

Asn

val

Gly
Ala

Ala
40

‘Asn

Ala

Ser

TYr

ser
120

Gly
Ala
Ala
40

Asn
Ala
ser

Tyr

ser
120

29623

Ala
ser
25

Pro
Tyr
ASp

Glu

Gly
105

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Thr
ASD

90

Ala

ser

Ala
ser
25

Pro
Tyr
ASp
Glu
Gl

10

ser

Glu

10
Gly

Gly
Ala
Thr
Asp

20
Ala

val Lys
Tyr Arg
Gln Gly
Thr Tyr

60

ser Thr
75
Thr Ala

Trp Phe

val Lys
TYr Arg
Gin Gly
Thr Tyr
60

ser Thr
75

Thr.Ala

Trp Phe
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Lys
Phe
Leu
45

Arg

Ser

val

Ala

Lys
phe
Leu
45

Arg
ser

val

Ala

Pro
Thr
30

Glu

Arg

Thr

“Tyr

Tyr
110

Pro
Thr
30

G}u
Arg

Thr

TYyr :

TYr
110

Gly
15

Asn
Trp
ASn
val
TYyr
95

Trp

Gly
15

Asn
Trp
Lys

val

Ala

TYr

Ile '

Leu
Tyr
80

&ys

Gly

Ala
Tyr
Ile
phe
&
cys

Gly
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<220>
<223>  gH7
<220>
<221>
<400> 27 .
Glu val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 . 15
Ser val 'Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
' 20 25 30 ’
Trp Ile His Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Gly Ile Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Lys pPhe
50 . 55 60
Gln Gly Arg val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr ser Thr val Tyr
65 70 75 . 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 . 90 95 :
Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110
‘6In Gly Thr Leu val Thr val Ser ser
115 120
<210> 28
<21]> 239

<212> PRT
<213> Ttinh ty nhdn tao

<220> .
<223>  Trinh ty ddy di ciia chudinhe duge ghép

<220>
<221>

<400>" 28
h{et Lys Leu Pro \5/a1 Arg Leu Leu val ligu Leu Leu Phe Trp :ILTSe Pro

Ala Ser Arg g'{l)y Asp val G1n val 12’r5w GIn Ser- Pro ser ggr Leu Ser

Ala Ser \31;;'! ‘G'ly Asp Arg val Tlar'I’Ie Thr Cys Arg 3?}' ser GIn Ser
. . 4

teu Ala Asn Ser Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Leu His Lys
50 _ 55 60

Pro Gly Lys Ala Pro GIn Leu Leu Xle Tyr Gly Ile Ser Asn Arg Phe
65 70 . 75 80

ser Gly val pPro Asp Arg phe Ser Gly Ser Gly ser Gly Thr Asp phe
. 85 90 95

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
100 105 . 1310

Cys Leu Gln Gly Thr His GIn Pro Tyr Thr phe Gly Gln Gly Thr Lys
115 120 125

val Glu Tle Lys Arg Thr val Ala Ala Pro ser val phe Ile Phe Pro
130 135 140
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pPro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala ser val val Cys Leu
145 150 155 - 160
Leu Asn Asn Phe Tyﬁ Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp
165 170 175
Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp
180 185 190
‘Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
195 200 205
Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn
210 215 ( 220 : .
Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser, Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235 :
<210> 29 |
<%%%> 781
<eié>  ADN
<213> Trinh tif nhdn tao
<220> o .
<223>  Trinh tir ddy du ciia chudi nhe duge ghép
<220>
<221>
<400> 29 ; : - ’
ttcgaagccg ccaccatgaa gttgectgtt aggetgttgg tgcttctgtt gttctggatt
cctgcttcce ggggtgacgt, tecaagtgacc cagagcccat ccagectgag cgcatctgta
ggagaccggg tcaccatcac ttgtagatcc agtcagagtc ttgcaaacag ttatgggaac
accttttigt cttggtatct gcacaaacca ggtaaagccce cacaattget catctacgga
atctctaaca gatttagtgg tgtaccagac aggttcagcg gttccggaag tggtactgat
ttcaccctca cgatctcgtc tctccagcca gaagatttcg ccacttatta ctgtitacaa
ggtacacatc agccgtacac attcggtcag ggtactaaag tagaaatcaa acgtacggta
gcggeeccat ctgtcttcat cttcccgecca tetgatgage agttgaaatc tggaactgec
tctgttgtgt gcctgctgaa taacttctat cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg
gataacgccc tccaatcggg taactcccag gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac
agcacctaca gectcagcag caccctgacg ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa
gtctacgcct gegaagtcac ccatcaggge ctgagotcgc ccgtcacaaa gagettcaac
aggggagagt gttagaggga gaagtgcccc cacctgcrce tcagttccag cctgggaatt
c
<210> 30
<211> 467
<212>  PRT
<213>  Trinh ty nhin teo
<220> . .
<223> Trinh ty ddy du cda chudi niing duge ghép
<220> .
c<221>
<400>- 30 ' :
Met Asp Phe Gly Phe Ser Leu val phe Leu Ala Leu ITe Leu Lys Gly
1 5 10 15
val GTn

Cys 6lu val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys LyS
20 25 < 30 :

Pro Gly g;a ser val Lys Va1'§8r Cys ‘Lys Ala ser igy Tyr Arg Phe
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Thr
Glu
65

Arg
Thr
Tyr
Tyr
Gly
145
ser
val
phe
val
val
225
Lys

Gly

Ile

GTu:

His
305
Afg
Lys
Glu
TTyr
“Leu
385
Trp

Asn
50
Trp
Lys
val
Tyr
Trp
130
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
210"
ASp
TYr

Pro

ser

TYF
Ile
Phe
Tyr
Cys
118
Gly
ser
Ala
val
Ala
195
val
His

Gly

ser

Ar

27

Asp
290"
Asn
val
Glu
Lys
Thr
370

Thr

Glu

Pro
Ala
val
Tyr
Thr
355
Leu
cys

ser

Trp

Gly

Gln

Met
100

“Thr

Gln

val

Ala

ser.

180
val

Pro

‘Lys

pPro
val
260
Thr

Glu

Lys.

ser

LYS
340
Ile
Pro

Leu

Asn

Ile
Gly
Gly
85

Glu
Arg
Gly
pPhe
Leu
165
Trp
Leu
ser
ﬁro
Pro
245
Phe
Pro
val
Thr
val
325
Cys
ser
Pro

val

Gly

His
Ile
70

Arg
Leu
Glu
Thr
Pro
150
Gly
Asn
Gln
ser
ser

230
Cys

Leu

Glu
Gln

Lys

310

Leu
Lys
Lys
éer
Lys

390
Gln

Trp
55

Asn
val
Ser
Gly
Leu
135
Leu
Cys
Ser
ser
ser
215
Asn
Pro
Phe
val
phe
295
Pro
Thr
val
Ala
GIn
375

Gly

Prao

29623

val Arg
Pro Gly
Thr Met
ser Leu
105
Tyr Gly
120
val Thr
Ala pro

Leu val

Gly Ala
185

Ser’'Gly

200
Leu Gly

Thr Lys

»

Pro Cys

Pro Pro
265

Thr Cys
280

Asn Trp
Arg Glu

val Leu

Ser Asn
345

Lys~61y
360
Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

GIn
Asn
Thr
90

Arg
Asn
val
cys
LysS
170
Leu
Leu
Thr
val
Pro
250
Lys
val
Tyr

Glu

His

Ala
ASn
75

Ala
ser
Tyr
Ser
ser
155
AsSp
Thr
Tyr
LyS
Asp

235

Ala

Pro

val

val-

Gin
315
GIn

330 .

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
410

Gly

Pro
Thr
Ser

395

Tyr

-140-

Pro
60

Tyr
Asp
Glu
Gly
Ser
140
Arg

Tyr

Ser

ser

Thr
220
Lys
Pro
Lys
val
Asp
300
phe
Asp
Leuy
Arg
Lys
380

Asp

Lys

Gly
Ala
Thr
Asp
Ala
125
Ala
ser
phe
Gly
Léu
205
Tyr
Arg
Glu
Asp
ASD
285
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
365
Asn

Ile

Thr

GlIn
Thr
ser
Thr
110
Trp
‘ser
Thr
Pro
val
190
ser
Thr
val
Phe
Thr
270
val
val
Ser
Leu
ser
350
Pro
Gln

Ala

Thr

Gly
Tyr
Thr
95

Ala

rPhe

Thr

ser
Cys
Glu
Leu
255
Leu
ser
Glu
Thr
Asn
335
ser
GIn
val

val

Pro
415

Leu
Arg
80

Ser
val
Ala
Lys
Glu

160

Pro

.Thr

val
Asn
ser
240
Gly
Met
Gln

val

Tyr

320
:GTy

Ile
val
ser
Glu

400

Pro



val Leu
Asp LysS

His Glu
450

Leu Gly
465

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<400> 31
aagcttgceg
ggagtgcagl
tccgtcaaag
gtcaggcagg
tacgctacat
agcactgtct
actagagaag
gtcacagtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
cccrectgec
catcrgtctc
ctggatttrt
cgcatacagg
cccectgacct
tctectecca
catgecccace
ggtgcectag
tccatetett
aaacccaagg
gtgagccagg
aatgccaaga
ctcaccgtcee
aaaggcctce
gtgcgagggc
tgtgccaacc
atcccaggag
ccececagegac
cacgecceteec
caagagcagg
caaccactac
aagcccececge
catacttccc

<210> 32
<21l> 94
<212>
<213>

<220>

Lys

Asp Ser Asp Gly Ser pPhe
420

ser Arg Trp GIn Glu
435

Ala Leu His Asn gis Tyr Thr GIn Lys
55

31

2160

ADN

Tn_'inh tirnhin tao

ccaccatgga
gtgaggtgca
tttecgtgtaa
ctcecgggaca
ataggagaaa
acatggagct
gctacggtaa
cctecagettc
ccgagagceac
tgtcgtggaa
cctecaggact
agacctacac
gtgagaggcc
tggacgcacc
ctcacccgga
ccaccaggct
ggcaggtgct
aagcccaccc
gatctgagta
atgcccaggt
agtagcctge
ccrecagcace
acactctcat
aagaccecga
caaagccgceg
tgcaccagga
cgtcctecat
cacatggaca
tctgtcccta
gagatgacca
atcgecegtgg
gtgctggact
tggcaggagg
acacagaaga
tcecceggget
aggcacccag

ADN
Trinh tir nhén tao

Gly
440

cttcggattc
attggtccag
ggctageyggc
aggcctggaa
attccagggc
gtcatctctg
ttacggagcec
tacaaagggc
agcegeectg
ctcaggcgec
ctactcectc
ctgcaacgta
agcacaggga
ccggetgtge
ggcctctgac
ccgggeagec
gcgctcagac
caaaggccaa
actcccaatc
aagccaaccc
atccagggac
tgagttcctg
gatctccegyg
ggtccagttc
ggaggdgcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
gaggtcagct
cagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc
ggaatgtctt
gectetecct

ctcggggtcg
catggaaata

29623

zhe Lteu Tyr

25

Asn Val Phe

Trinki tir ADN ddy dd cia chudi ning dwoc ghép

tctctegtgt
tcaggagceag
tacaggttca
tggatcggtg
agagttacga
agatccgagg
tggttcgect
ccatcegtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
gatcacaagc
gggagggtgt
agcceccagec
cacccecactc
acaggctgga
ctgccaagag
actcrccact
ttctctetge
aggcctecgec
aggecccage
gggggaccat
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagea
ggcaaggagt
atctccaaag
cggccecaccc
ccgagagceca
cagcctgacc
caatgggcag
ctrcttccte
ctcatgetee
gtctctgggt
cgcgaggatg
aagcacccac

-141-

ser Arg Leu Thr val
430

ser Ccys Ser val Met
445

ser Leu
460

tcctggeact
aggttaagaa
caaattattg
gcattaatcc
tgaccgcgga
acaccgcagt
actggggceca
tccecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgec
ccagcaacac
ctgctggaag
cagggcagca
atgcccaggyg
tgcccctacc
ccatatccgg
cectcagete
agagtccaaa
ctccagetea
cgggtgctga
cagtcttcct
tcacgtgegt
tggatggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaaggtgyg
tctgeectygg
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaggc
gtgatgcatg
aaatgagtgc
cttggcacgt
cactgccectg

ser Leu Ser

cattctcaag
gcectggtget
gattcattgg
cgggaataac
cacctecaca
gtactattgt
gggtacccta
gceetgetec
ctteccccgaa
cttcccgget
ctccageage
caaggtggac
ccaggctcag
aggcatgccc
agagggtctt
ccaggccectg
gaggaccctg
agacaccttc
tatggtcccc
aggcgggaca
cgcatccacc
gttcccceca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gacccacggy
gagtgaccgc
ccetgeccec
aaggcttcta
actacaagac
taaccgtgga
aggctctgea
cagggccggc
acccecgtcta
gcrcgaattce



<223>

<220>
. <221>

<400>

544gHl T1

32

29623

agtgtgaggt geaattggtc cagtcaggag cagaggttaa gaagcctggt gcttccgtca
aagtttcgtg taaggctage ggctacaggt teac

<210>
. <211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<400>

33
96

ADN
Trinh tu nhén tao

544gHL T2

33

gtggcattaa tcccgggaat cagtacacta catataaaag aaatctaaag ggcagagcaa
cgctgaccgec ggacacctcc acaagcactg tctaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
. <223>

<220>
<221>

<400>

34

95

ADN
Trinh ty nhéin tac

544gHl T3

34

agagaaggct acggtaatta cggagcctgg ttcgcctact ggggccaggg taccctagte
acagtctcct cagcttctac aaagggecca agaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<220>
<221>

<400>

35
94

ADN
Trinh tr'nhén tg0

544 gHl B1

35

ggaccaattg cacctcacac tgcactccct tgagaatgag tgccaggaac dcgagagaga
atccgaagtc catggtggcg gcaagetrtt attc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<4DO>

36

97

ADN

Trinh ti nhén tao

S44gH1 B2

36

gattcceggg attaatgcca ccgatccatt ccaggcettg tcccggagec tgeotgacce
aatgaatcca ataatttgtg aacctgtagc cgctage

{

-142-

60
94

60
96

60
95

60

94 -

60
97



<210>
<211>
<212>
<213>

<2205
<223>

<220>
<221>

<400>

cgtaattace gtagccttct-ctagtacaat agtacactgc ggtgtccteg gatctcagag

37
93

ADN
Trinh tyrnhéntao

544gH183

37

29623

atgacagctec catgtagaca gtgcttgtgg agg

40
gcttcecggg gtgacgttca agtgacccag agcccatcca ‘gcctgagege
gaccgggtca ccatcacttg tagatcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
‘<223>

<220>

<210> 38
<211> 21
<212> ADN
©<213>  Trinh ty nhén tao
<220>
<223> 544gM1 F1
<220
<221>
<400> 38
gaataaaagc ttgccgccac ¢
<210> 39
<%i%> 22
<£li> ADN
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> 544gHl R1
<220>
<221>
<400> 39
tttcttggge cctttgtaga ag
<210> 40 '
< > ADN
<213>  Trinh ty nhén tzo
<220>
<223> 544gL1 T1 .
<220> '
©<221>
<400>

41
90

ADN
Trinh tinhén tao

544q9L1 T2

-143-

atctgtagga

60
93

21

22

60
87



29623

<221>

<400> 41
tatectgcaca aaccaggtaa agccccacaa ttgctecatct acggaatctc taacagattt
agtggtgtac cagacaggtt cagcggttcc

<210> 42

<211> 91

<212> ADN

<213>  Trinh ty nhén tao
<220>

<223> -544gL1 T3
<220

<221>

<400> 42

agatttcgec acttattact gtttacaagg tacacatcag ccgtacacat tcggtcaggg
tactaaagta gaaatcaaac gtacggcgtg C

<210> 43
<211> 88
<212> ADN
<213>  Trinhty nhan tao
<220>
<223>  544gLl B1
<220>
T <221>
<400> 43

gaacgtcacc ccgggaagca ggaatccaga acaacagaag caccaacagc ctaacaggca
acttcatggt ggcggcrtcg aatcatcc .

<210> 44

<211> 88

<212> ADN

<213>  Trinhty nhin tao
<220>

<223> 544gLl B2
<220>

<221>

<400> 44

ctttacctgg tttgtgcaga taccaagaca aaaaggtgtt cccataactyg tttgcaagac
tctgactgga tctacaagtg atggtgac

<210> 45

.<%i%> 90

<4le> ApN

<213> Trinh tur nhin tao
<220>

<223>  544gL1B3
<220>

<221>

<400> 45

dacagtaata agtggcgaaa tcttctggct ggagagacga gatcgtgagg gtgaaatcag
taccacttcce ggaaccgctg aacctgtctg

<210> 46
<211> 20

-144-

60
90

60

5 §

60
88

60

88 .

60
90



¥

tccacteree
gagtcttgca
gtctccacag
cactggcagt
cttgggaatg
caagctggaa

tgggactgta
caggtttacc
gattggtggt
ggccacactg
aagtgaggac
gtttgcttac

<212> ADN
<213>  Trinh tynhin tao
<220>
<223> S44gLl F1
<220>
<221>
<400> 46
ggatgattcg aagccgecac
<210> 47
<&£oe>  ADN
<213>  Triph ty nhén tao
<2205
<223> 544gLl R1
<220>
<221>
<400> 47
gcacgccgta cgtttgattt C
<210> 48
<§%%> 339
<e£>  ADN

. <2135 chuge it
<220>
<223
<220>

- <221
<400> - 48 J.
gatgttgtgg tgactcaaac
atctcttgca ggtctagtca
tacctgcaca agcctggeca
tctggggtgec cagacaggtt
agcacaataa agcctgagga
tacacgttcg gaggggggac
<210> 49
<%%%> 363
SLaL> ADN
<213> - chudt nhit
<220>
<223>
<220>
<221>
<400> 49
gaggtccaac tgcagcagtc
tcctgcaagg cttctggeta
cctgggcagg gtctagaatg
aagaggaact tgaagggcaa
atggacctca gcagectgac
tatggtaact acggggcectg
tca
<210> 50
<211l> 9
<212> ADN

29623

ctgcctgtea
aacagttatg
ctccteatct
ggttcaggga
tattactgct
ataaaacgt

ctggcaaggce
aactactgga
attaatcctg
actgcagtca
tctgcggtet

tggggccagy

-145-

Trinh tw ADN clia ving VL ctia khéng thé don dong 5/44 ciia chugt nhit

gctttggaga
ggaacacctt
atgggatttc
cagatttcac
tacaaggtac

Trinh ty ADN cua vung VH ciia khéng thé don dong 5/44 ciia chudt nhit

‘ctggggettc
ttcactgggt
gaaataatta
catccgecag

attactgtac
‘ggactctggt

tcaagtttct
tttgtcttgg

caacagattt -

actcaagatc
acatcagccg

cgtgaagatg
aaaacagagg
tactacgtat
cactgcctac
aagagagggce
caccgtctce

20

21

60
120

240
300
339
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<213>  Trinh ty nhén tao

<220> ‘ .

<223> ° Trinh ty trong doan-moi oligonucleotit

<400> 50

gccgeeace -, 9
<210> 51 -

<21l> 101

<212> ADN
<213>  Trinh te nbin tao

<220> . :
~<223>  Dogn moi oligonucleotit 5’
<400> 51 . ,
gcgcgeaage, ttgecgecac catggactIc ggattcrctc tcgtgrtect ggcactcatt 60
_ctcaagggag tgcagtgtga-ggtgcagctc gtcgagtctg g 101
1

-146-





