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(57) Sang ché dé xuat thé lién hop khang thé-duoc chat 1am thubc khang u co tac dung
khang u va do an toan vuogt trdi va co tac dung diéu tri bénh rat tdt, trong do hop chat
khang u dugc thé hién bang cong thirc dudi day dugc lién hop véi khang thé khang HER2
qua thanh phan lién két c6 cau trac duoc thé hién bang cong thirc sau: - L!-L2-Lr-NH-
(CHy)n'-L*-(CH,)n*-C(=0)-, trong d6 khang thé khang HER2 dugc gan véi dau L1, va hop
chat khang u duoc gin v6i nhom cacbonyl cua goc -(CHy)n?-C(=0)- v6i nguyén tir nito
cua nhom amin ¢ vi tri 1 lam vi tri gan.
(Cong thuc 1)
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Linh vwe k§y thuét dwec dé cap

Sang ché d& cap dén thé lién hop khang thé-dugc chat cé duge chit khéng u lién
hop v6i khang thé khang HER2 thong qua nhém chu truc lién két, thé lién hop nay <6

thé duoc ding 1am thudc khang u.
Tinh trang ky thuit clia sdng ché

Thé lién hop khéng th8-duoc chit (ADC) c6 thanh phan dugc chét c6 ddc tinh té
bao duoc lién hop v6i khang thé ma khang nguyén cia né duge biéu hién trén bé mit
clia cac té bao ung thu va khang thé nay ciing 1ién két véi khang nguyén c6 kha ning
nhép bao, va do do co thé phén phéi duge chit chon loc dén cac té bao ung thu, theo
cach nay c6 thé tich lity dugc chét trong céc t& bao ung thu va tidu diét té bao ung thu
nay (xem, cac tai li¢u tur 1 dén 3). D& ding 1am ADC, Mylotarg (nhan hiéu da duge
'déng ky; Gemtuzumab ozogamicin), mft dang ma trong dé calicheamicin dugc lién
hop v6i khéng thé khang CD33, di dugc chip thuin 12 mot chit didu tri bénh bach ciu
dang tay cdp tinh. Ngoai ra, Adcetris (nhin hiu di dugc ding ky; Brentuximab
vedotin), dang thudc trong d6 auristatin E duoc lién hgp voéi khang thé khang CD30,
cling méi duoc chdp thudn 14 chit diéu tri u lympho Hodgkin va u lympho i€ bao 16n
thoai bién (xem, tai lidu 4). Cac dugc chat c6 trong cac ADC da dugce chdp nhan tir

trudc dén nay déu c6 dich 14 ADN hoic tubulin.

V& chit khang u, cic din xuét camptothecin, cic hop chét ¢6 phén tir luong thap
ma trc ché topoisomeraza I dé biéu hién tic dung khang u, da duoc biét dén. Trong sé

cac hop chat nay, hop chét khang u duge thé hién bang cong thirc dudi day:

(Cong thure 1)

(exatecan, tén hda hoc: (18,9S)-1-amino-9-etyl-5-fluoro-2,3-dihydro-9-hydroxy-4-
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metyl-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-10,13(9H,15H)-

dion) 14 din xuét tan trong nuéc clia camptothecin (tai liéu sédng ché 1 va 2). Khong
gidng irinotecan dang dwoc st dung trong cac thir nghiém 1am sang, hop chit nay
khéng cin dén viéc hoat hoa béng enzym dé tao ra tac dung khang u. Ngoai ra, hoat
tinh e ché dbi véi topoisomeraza I ctia né dwoc danh gid 13 cao hon SN-38 — mot
duoc chit chinh cta irinotecan va topotecan ciing duogc st dung trong céc thir nghiém
1am sang, va hoat tinh diét t& bao in vitro cao hon ciing di duoc khing dinh déi véi
nhiéu t& bao ung thu khic nhau. Cu thé, hop chit nay dugc xac nhén 14 c6 tac dung
chdng lai cac té bao ung thu khang SN-38 hoic chit twong ty do su biéu hién ctia P-
glycoprotein. Ngoai ra, trén miu chuft dugc céy duéi da khéi u cia ngudi, hop chét
nay dugc xac nhan 13 cé tdc dung khing u tiém tang, va theo d6 n6 da dugc nghién
ctru 1am sang, nhung chwa dugc dua ra thi trudng (xem, tai liéu tir 5 d&n 10). VAn chua

10 1a exatecan c6 tac dong hi€u qua hay khong khi & dang ADC.

DE-310 1a phic hop trong d6 exatecan dugc lién hop véi polyme cua
carboxymetyldextran rugu da chic ¢6 kha nang phin hdy sinh hoc qua ving dém
peptit GGFG (tai liéu sang ché 3). Bing cach chuyén héa exatecan thanh dang tién
duoc chét polyme, c6 thé gitt lai tinh chét luu lai trong mau cao va twong tu, kha ning
nhim vao céc khu vuc ¢6 u tw dong ting do tinh thdm cta c4dc mach mau méi tao trong
khéi u ting va tinh luu lai trong mé u tdng. V&i DE-310, thong qua viéc phén cét ving
dém peptit bang enzym, exatecan va exatecan c6 nhoém glyxin gin véi nhém amin
dusi dang hoat chét chinh dwoc gii phong lién tuc, va két qua 14 cai thién céc thong sé
duoc dong luc hoc. DE-310 duoc théy 14 ¢6 hiéu qua cao hon so véi exatecan khi st
dung mét minh ngay ca khi tbng liéu cta exatecan trong D310 thip hon lidu ding mét
minh exatecan khi danh gi4 nhiéu miu khdi u khic nhau trong cac nghién ciru phi 14m
sang. Nghién cru 1dm sang d& dugc thyc hién d6i véi DE-310, va cac trudmg hop ¢
hiéu qua cling d3 dugc x4c nhén, nghién ctru 1dm sang nay cling dua ra mdt bao céo
cho thiy ring hoat chit chinh tich ty trong céc khéi u nhidu hon trong mé binh thudng,
Tuy nhién, cling c6 bao céo chira réng sy tich tu DE-310 va hoat cht chinh trong c4c
khéi u khong khéc nhiéu so véi sy tich tu céc chét nay trong mo binh thuong & ngudi
va do d6 khong co su nham dich thu dong quan st dugc & ngudi (xem, tai liu tir 11
dén 14). Két qua 13, DE-310 ciing khong duoc thuong mai hda, va van chua rd

exatecan c6 tac dong hiéu qua dudi dang thudc nhdm dén cac dich nay hay khong.
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La mot hop chét lién quan dén DE-310, phirc hgp trong d6 nhém clu trac duoc
thé hién bang cong thitc -NH-(CH2)4-C(=0)- dugce xen vio giita ving dém - GGFG-
va exatecan dé tao thanh -GGFG-NH-(CH2)+-C(=0)- duoc sir dung 1am céu tric ving
dém ciing d4 biét (tai liéu sng ché 4). Tuy nhién, vin chua biét dén vé tic dung khing

u cua phtc hop nay.

HER2 12 mot trong sb cac san phim ctia gen gy ung thu loai thu thé yéu t6 ting
trudng dién hinh dugc x4ac dinh 1 gen gy ung thu lién quan dén thu thé yéu t6 ting
truong té bao bidu bi 2 & ngudi, va 13 protein thy thé xuyén mang c6 phan tir lugng 1a
185 kDa va c6 mién tyrosin kinaza (tai liéu 15). Trinh ty ADN va trinh ty axit amin
cua HER2 d3 dugc bdc 16 trong co s& dit liéu chung, va co thé truy cép duge, vi du,

duéi s6 ndp luu M11730 (GenBank), NP_004439.2 (NCBI), hoic s6 truy cap khc.

HER?2 (neu, ErbB-2) 1a mét trong s6 céc thanh vién ctia ho EGFR (thu thé yéu t6
tang trudng biéu bi) va duogc hoat héa bing cach tu phosphoryl héa tai cac gbc tyrosin
ndi bao théng qua viéc hinh thanh homodime hodc heterodime véi thy thé EGFR khéc
la HER1 (EGFR, ErbB-1), HER3 (ErbB-3), hoic HER4 (ErbB-4) (tai liéu tir 16 dén
18), theo d6 ddng vai trd quan trong trong qua trinh sinh truéng, biét hda, va séng st
clia t& bao & cac té bao binh thudng va t& bao ung thu (tai liéu 19 va 20). HER2 bj biéu
hién qué mic & nhiéu loai ung thu khac nhau nhu ung thu vi, ung thu da day, va ung
thu budng tritng (tai lidu tir 21 dén 26) va da dugc bao c4o 13 yéu t6 tién lugng 4m tinh
d6i v6i bénh ung thu va (tai lidu 27 va 28).

Trastuzumab 13 khang thé dugc lam cho tudng thich v&i nguoi cia khang thé
khang HER2 ctia chudt 4D5 (tai liéu 29 va tai li€u sang ché 5), dugc goi 14 khang thé
don dong khang HER2 t4i t6 hop duoc 1am cho tuong thich véi ngudi (huMAb4DS5-8,
rhuMAb HER2, Herceptin(R)) (tai li¢u sang ché 6). Trastuzumab lién két dic higu véi
mién ngoai bao IV ctia HER2 va tao ra ddc tinh té bao phu thudc khang thé (antibody-
dependent cellular cytotoxicity - ADCC) hodc tao ra tdc dung chéng ung thu thong qua
vide trc ché sy dn truyén tin hidu tir HER2 (tai liéu 30 va 31). Trastuzumab c6 hiéu
cué cao dbi v6i khdi u biéu hién qua HER2 (tai lidu 32) va do d6, n6 da dugc gidi
thiéu vao nim 1999 & Hoa Ky va ndm 2001 ¢ Nhét lam chét tri liéu cho cac bénh nhan

méc bénh ung thu via di can biéu hién qua HER2.

Mic du tac dung tri liéu cua trastuzumab ddi véi bénh ung thur va d8 duge ching
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minh diy da (tai lidu 33), nhung dudng nhu chi khoang 15% bénh nhan mic ung thu
vt bidu hién qua HER2 nh4n nhiu liéu phap chéng ung thu truyén thong c6 dap tng
v6i trastuzumab. Khoang 85% bénh nhén con lai khéng c6 dap tmg hodc dap Umg yéu

véi viée diéu tri bang trastuzumab.

Do d6, cin c6 chét tri liéu nhdm didu tri cic bénh lién quan dén su biéu hién
HER?2 & cic bénh nhan c6 céc khdi u biéu hién qua HER2 ma khong dap tmg hogc dap
mg yéu véi trastuzumab hodc céc 11 loan lién quan dén HER2. T-DMI (trastuzumab
emtansine, Kadcyla (R); tai liéu 34) mang duoc chit khang u lién hop véi trastuzumab
thong qua cu tric lién két, va pertuzumab (Perjeta(R); tai liéu 35 va tai liéu sing ché
7) dugce thiét k& dé nhim vao mién ngoai bao II cia HER2 va e ché su tao thanh
heterodime da dugc phat trién. Tuy nhién, tinh dap Ging, 6 manh cta hoat tinh, va cac
chi dinh duoc chip nhan cta ching van chua dd, va nhu ciu vé chat nham dich HER2

yﬁn chua dugc dap ung.
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Ban chit ky thuit cia sang ché

Vén dé ky thust

Lién quan dén viéc didu tri khdi u bing céc khang thé, tac dung khang u chua day
du c6 thé quan st thdy ngay ca khi khang thé nhan dién khang nguyén dé lién két véi
céc t& bao khéi u, va cé nhitng trudng hop trong dé can dén khang thé khang u hidu
qua hon. Ngoai ra, nhidu hop chit khang u c6 phén tir luong thap gép céc van dé vé
tinh an toan nhu céc tac dung phu va ddc tinh ngay ca khi hop chét ¢6 tac dung khang
u ndi bat. Van c6 muc tiéu 1a dat duoc tac dung tri liéu ndi trdi v4i dd an toan cao hon
nita. Do d6, muc dich ciia sang ché 1a d& xuét thudc khang u c6 tic dung tri lidu ndi
bat, vira c6 hidu qua khing u vira an toan.

Giai quyét vén dé

Céc tac gia sang ché coi rang khang thé khang HER? 1a khéng thé c¢6 kha ning
nhim vao céc t& bao khéi u, tic 13, c6 dic tinh nhan dién cac t& bao khdi u, dic tinh
lién két v6i cac té bao khéi u, diic tinh nhap dong trong cac t& bao khéi u, hoat tinh giy
doc t& bao déi véi céc t8 bao khdi u, hoat tinh diét t& bao ddi véi céc € bao khoi u,
hodc cac dic tinh twong tu; do d6, khi hop chit khang u exatecan duogc chuyén hoa
thanh thé lién hop khang thé-dugc chét, thong qua nhém cAu tric lién két, bang cach
lién hop v&i khang thé nay, hop chit khang u nay c6 thé dugc phan phoi mot cach dam
bao hon nita dén céc t& bao khéi u d& thé hién cu thé tic dung khang u cta hop chét
trong céc t& bao khéi u, va do dé c6 thé thé hién chéc chin tac dung khang u va ciing
c6 thé mong doi tac dung diét té bao cuia khang thé khang HER2 dugc ting cudng, va
lidu ding hop chét khéng u c6 thé duge giam so voi trudong hop sit dung mot minh hop
chat, va do d6 cac anh hudng cla hop chét khang u dén cac t& bao binh thudng c6 thé

giam bét sao cho c6 thé nhan duge dd an toan cao hon.
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Lién quan dén didu nay, céc tac gia sang ché di tao ra thanh phan lién két c6 ciu
tric cu thé va tiép tuc theo dudi dé thu nhén thé lién hop khang thé-dugc chit trong d6
khang thé khang HER2 va exatecan dugc lién hop v6i nhau thong qua lién két nay, va
x4c nhan tac dung khéng u ndi bat dugc thé hién boi thé lién hop dé tir 46 hoan thién

sang che.
Cu thé, sang ché dé cap dén cac doi tuong sau.

(1) Thé lién hop khéng th8-dugc chét trong d6 hogp chat khang u duoc thé hién bang

cdng thirc sau:

(Cong thirc 2)

duoc lién hop vé6i khang thé khing HER?2 thong qua thanh phén lién két c6 céu tric

duoc thé hién bang cong thitc sau:
-L!-1.2-LP-NH-(CH)n!-L3*(CHz)n?-C(=0)-

thong qua lién két thioete dwoc tao thanh ¢ nhém lién két disulfua c6 mit & phan ban

18 cia khéng thé khang HER2.

Trong ban mo ta, khang thé khang HER2 dugc gén véi d4u L', hop chit khang u
dugc gin v6i nhém cacbonyl cua gbc -(CHz)n?-C(=0)- béng nguyén tir nito ctia nhém
amin & vi tri 1 lam vi tri lién Két,
trong d6:

n! 12 s8 nguyén tir 0 dén 6,

n? 13 s6 nguyén tir 0 &én 5,

L'la -(Suxinimit-3-yl—N)-(CHz)n3-C(=O)—,
trong d6 n3 14 s6 nguyén tir 2 dén 8,

1.2 13 -NH-(CH2CH,-0)n*-CH>CH,-C(=0)- hoic lién két don,
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trong d6 n* 13 s8 nguyén tir 1 dén 6,
LP 14 gbc peptit chira tir 2 d¢én 7 axit amin,
L2 14 -O- hoic lién két don, va

~(Suxinimit-3-yI-N)- ¢6 c4u triic dugc thé hién bing cong thic sau:

Tf”—

0

(Cong thurc 3)

duoc gin véi khang thé khang HER2 & vi tri 3 clia né va duge gén véi nhém metylen

trong cau truc thanh phan 1ién két chira cau tric nay trén nguyén tr nito & vi tri 1.
Sang ché con dé cap dén mdi trong s6 céc doi tuong sau:

(2) Thé lién hop khang thé-dugc chét theo muc (1), trong d6 gbc peptit LP 12 gdc peptit
chita axit amin dugc chon tir phenylalanin, glyxin, valin, lysin, xitrullin, serin, axit

glutamic, va axit aspartic.

(3) Thé lién hop khang thé-duoc chét theo muyc (1) hogc (2), trong d6 L” 1a gbc peptit

duoc chon tir nhom sau:
-GGF-,

-DGGF-,
-(D-)D-GGF-,

-EGGF-,

-GGFG-,

-SGGF-,

-KGGF-,

-DGGFG-,

-GGFGG-,

-DDGGFG-,
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-KDGGFG-, va
-GGFGGGF-;
trong d6 "(D-)D" 14 axit D-aspartic.

(4) Thé lién hop khang thé-dugc chit theo (1) hodc (2), trong d6 LP 1a gbc peptit chira

4 axit amin.

(5) Thé lién hop khang thé-dugc chét theo myc bét ki trong sb céc muc tir (1) dén (4),
trong d6 LF 1a gbc tetrapeptit -GGFG-.

(6) Thé lién hop khang thé-dugc chét theo myc bét ky trong sb cée muc tir (1) dén (5),

trong d6 n’ 1a sb nguyén tir 2 dén 5, va L2 12 lién két don.

(7) Thé lién hop khing th-dugc chét theo muc bit ky trong s6 cac muc tir (1) dén (5),
trong d6 n® 1a s6 nguyén tir 2 dén 5, L? 1a -NH-(CH2CH;-O)n*-CH2CHa- C(=0)-, va n*

1a 2 hodc 4.

(8) Thé lién hop khang thé-dugc chat theo muyc bét ky trong s6 cdc muc tix (1) dén (7),
trong d6 -NH-(CHz)n!-L2-(CH,)r2-C(=0)- 1a cdu triic mdt phan c6 chidu dai mach tir 4
dén 7 nguyén ti.

(9) Thé lién hop khang thé-duge chét theo myc bét ky trong s8 cdc muc tir (1) dén (7),
trong d6 -NH-(CHz)n!'-L?-(CH2)n?-C(=0)- 1 cAu trc m¢t phan c6 chiéu dai mach 13 5
hodc 6 nguyén ti. '

(10) Thé lién hop khéng thé-dugc chét theo myc bét ky trong sé céc muc tir (1) dén
(9), trong d6 -NH-(CHz)n'-L2-(CH2)n?-C(=0)- la:

_NH-CH2CH,-C(=0)-,
NH-CH2CH,CH,-C(=0)-,
“NH-CH,CH>CH;CH,-C(=O)-,
NH-CH,CH,CH>CH,CH;-C(=0)-,
NH-CH,-0-CH2-C(=0)-,
NH-CH,CH,-0-CHz-C(=0)-, hoiic
_NH-CH2CH,-0-C(=0)-.

(11) Thé lién hop khang thé-dugc chat theo muc bét ky trong s6 cac muc tir (1) d&n

-10-
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(9), trong d6 -NH-(CH2)n!-L2-(CH2)n>-C(=0)- 1a

-NH-CH>CH>CH>-C(=0)-,

-NH-CH>-0-CH2-C(=0)-, hodc

-NH-CH2CH2-0-CH2-C(=0)-.

(12) Thé lién hop khang thé-duoc chit theo muc bit ky trong sb cac muc tir (1) dén
(9), trong d6 nhém cAu trac duge chét-thanh phén lién két c6 duge chit duoc gén voi -
L!-L2-L P-NH-(CHy)n'-L*-(CH)n?-C(=O)- 13 mdt cdu triic duge chit-thanh phan lién
két dugc chon tir cic nhom sau:

~(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
-(Suxinimit-3-yl—N)-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHzCHz-C(=O)-(NH—DX),
~(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH>CH2CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH»-C(=0)-(NH-
DX),

~(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CH>CH>CH2CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-
(NH-DX)),

~(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH>CH>CH-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2CH>CHe-
C(=0)-(NH-DX), |
~(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CH,CH,CH>CH-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH>-C(=0)-
(NH'D X)a

-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH2CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-O-CH,-C(=0)-
(NH-DX),

~(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH2CH>CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH-O-C(=0)-(NH-
DX),
~(Suxinimit-3-yl-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH>CH,-0O-CH2CH-O-CH2CH2-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),

-(Suxinimit-3 -yl-N)-CH>CH>-C(=0)-NH-CH2CH>-O-CH2CH2-0O-CH2CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH>CH,-C(=0)-(NH-DX),
-(Suxinimit-3—yl-N)-CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz—O-
CH,CH,-0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,-C(=0)-(NH-DX),
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~(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH>CH,-0-CH2CH2-O-CH>CH,-O-
CH,>CHy-0-CH;CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),

trong d6 ~(suxinimit-3-y1-N)- ¢6 cAu tric duge thé hién bang cong thirc sau:

(Cong thic 4)

duoc gin véi khang thé khang HER2 & vi tri 3 clia né va duge gan v6i nhom metylen

trong cAu tric thanh phin lién két chira cAu tric nay trén nguyér 1 nito & vi tri 1,
-(NH-DX) 12 nhém dugc thé hién bang cong thirc sau:

(Cong thuc 5)

trong d6 nguyén ti nito ciia nhém amin & vi tri 1 1a vi tri lién Kkét, va

-GGFG- 14 gbc tetrapeptit -Gly-Gly-Phe-Gly-.

(13) Thé lién hop khéng thé-duoc chét theo muc bét k¥ trong 6 cac muc tir (1) dén
(9), trong d6 nhém céu triic duge chit-thanh phén lién két c6 dvoc chit dugce gn véi -
L1-12-1 P-NH-(CHa)n'-L2-(CH2)n?-C(=0)- 12 mét cAu trac duge chat-thanh phén lién
két duge chon tir nhém sau:

~(Suxinimit-3-yl-N)-CH>,CH>,CH2CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH>-C(=0)-
(NH-DX),
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH>CH2CH2CH>CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C(=0)-
(NH'DX)a
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH2CH,-0-CH2CH2-O-CH>CH>-C(=0)-

-12-



30016

GGFG-NH-CH2CH2CH>-C(=0)-(NH-DX).
Trong ban mé ta, -(suxinimit-3-y1-N)-, -(NH-DX), va -GGFG- nhu d& néu trén.

(14) Thé lién hop khang th-dugc cht, trong d6 hop chét khéng u duge thé hién bang

cong thirc sau:

(Cong thiic 6)

duogc lién hop véi khang thé khang HER? thong qua thanh phan lién két c6 céu triic

duoc thé hién boi cong thitc sau:
-L!-L21P-NH-(CH2)n!-L?-(CH2)n?>-C(=0)-

thong qua lién két thioete dugce tao thanh & gbc lién két dissulfua c6 mit & phan ban 18

ctia khang thé khang HER?2,
trong do:

khéng thé khang HER2 duoc gin vi ddu LY, hop chét khang u duoc gén v6i nhém
cacbonyl ctia gbc -(CH2)n?-C(=0)-,

trong do:

n! 12 s6 nguyén tir 0 d&én 6,

n? 12 s nguyén tir 0 dén 5,

L! 13 ~(suxinimit-3-yl-N)-(CHz)n*-C(=0)-,
trong d6 n3 13 s nguyén tir 2 dén 8,

12 13 ~NH-(CH2CHs-O)n*-CHzCHy-C(=0)- hodic lién két don,
trong d6 n* 13 s nguyén tir 1 dén 6, |

LP 1a gdc tetrapeptit -GGFG-,
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L2 14 -O- hoic lién két don, va

~(suxinimit-3-yl-N)- ¢6 cAu tric dugc thé hién bang cong thirc sau:

w:{“h,_

o

(Céng thitc 7)

duoc gin voi khang theé khang HER2 & vi tri 3 clia n6 va gan véi nhém metylen trong

chu triic thanh phin lién két chira cdu tric ndy trén nguyén ti nito & vi tri 1.
(15) Thé lién hqp khang thé-dugc chét theo muc (14), trong d6

n!1a 3, n? 12 0, 3 14 2, L? 14 -NH-(CH2CH>-0)n*-CH2CH>-C(=0)-, n* 14 2, va L* 14 lién
két don,

n'lal,n?1a1,n31a5, L2 12 lién két don, va L.? 1a -O-, hodc

n'1a2,n?1a1,n31a 5, L2 13 lién két don, va L? 14 -O-.

(16) Thé lién hop khéng thé-dugc chét theo muyc (14) hoic (15), trong d6 n® 13 2 hodc
5, va 1.2 1a lién két don.

(17) Thé lién hop khang thé-dugc chét theo muc (14) hodc (15), trong d6 n’ 14 2 hodc
5,1.2 1a -NH-(CH2CH;-0)n*-CH,CH,-C(=0)-, va n* 1a 2 hoéc 4.

(18) Thé lién hop khéng thd-duge chit theo muc bat ky trong s6 cac muyc tr (14) dén
(17), trong d6 -NH-(CH2)n!-L?-(CH2)n*-C(=0)- 14

NH-CH2CH,CHa-C(=O0)-,
_NH-CH,-O-CH,-C(=0)-, hosic
“NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-.

(19) Thé lién hop khéng thé-dugc chét theo muyc bét ky trong sb cac muyc tir (14) dén
(18), trong d6 nhém cAu triic duge chét-thanh phan lién két c6 dugc chét gan voi -L'-
1 2.1 P-NH-(CHy)n'-L%(CHz)n®-C(=0)- 12 mét chu triic duge chit-thanh phan lién ket

dugce chon tir nhdm gom:

-(Suxinimit-3-y1-N)-CH;CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-C(=0)-(NH-DX),
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(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CHz-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(Suxinimit-3-y1-N)-CHyCHCH>CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CHa-C(=0)-(NH-
DX),
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH,CH2CH;CH2CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH-C(=0)-
(NH-DX),

- (Suxinimit-3-yl-N)-CH,CH,CHCH,CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH2CH>CHo-
C(=0)-(NH-DX),
-(Suxinimit-3-y1-N)-CHyCH,CH2CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-
(NH-DX),
(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CH;CH,CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH-O-CH>-C(=0)-
(NH-DX),

- (Suxinimit-3-y1-N)-CHyCH,CH>CH,CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-0-C(=0)-(NH-
DX),
-(Suxinimit-3-y1-N)-CHyCH;-C(=0)-NH-CH2CH-O-CH2CH,-0-CH2CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH-C(=0)-(NH-DX),
(Suxinimit-3-y1-N)-CHyCH,-C(=0)-NH-CH;CHz-O-CH,CHz-O-CHoCH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH>CHz-O-CH>CHz-0-CH2CH,-0-
CH,CHa-0-CHyCHa-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CHa-O-CH>CHz-O-CH>CH,-O-
CH,CH,-0O-CH>CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH-C(=0)-(NH-DX),

trong do, -(suxinimit-3-yl-N)- c6 cAu tric duoc thé hién bang cong thirc sau:

\d”‘

o

(Cong thuc 8)

duogc gin véi khang thé khang HER2 & vi tri 3 cia nd va duge gan v6i nhom metylen

trong cAu tric thanh phdn lién két chira cAu tric ndy trén nguyén t nito & vi tri 1,
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-(NH-DX) 12 nhém duoc thé hién bang cong thic sau:

(Cong thic 9)

trong d6 nguyén ti nito ctia nhém amin & vi tri 1 14 vi trf lién két, va
-GGFG- 1a gbc tetrapeptit -Gly-Gly-Phe-Gly-.
(20) Thé lién hop khang thé-duoc chit theo muc bét ky trong sb cac muc tir (14) dén
(18), trong d6 nhém céu triic duge chét-thanh phan lién két c6 duge chit dugc gén véi
-LL-L2-LP-NH-(CH2)n!-L?-(CH2)n%-C(=0)- 13 mdt c4u triic duge chit-thanh phén lién
két dugc chon tir cic nhém sau:
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH,CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH-O-CH>-C(=0)-
(NH-DX),
~(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH2CH>CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX), va
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH»-C(=0)-NH-CH2CH-0-CH2CH»-O-CH>CH>-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CHz-C(=0)-(NH-DX).

Trong ban md ta, -(suxinimit-3-yl-N)-, -(NH-DX), va -GGFG- nhu dugc xac
dinh & trén.
(21) Thé lién hop khéng thé-dugc chat theo myc bét ky trong s6 cac myc tir (1) dén
(20), trong d6 sb lugng don vi trung binh ctia mot chu trac dugc chét-thanh phén lién
két d4 chon lién hop voi mdi phan tit khing thé nim trong khoang tir 1 dén 10.
(22) Thé lién hop khéng thd-duoc chét theo muc bt ki trong s6 cac muc tir (1) dén
(20), trong d6 sb Iuong don vi trung binh ciia mdt céu tric dwoc chat-thanh phén lién
két da chon lién hop v6i mdi phan ti khéng thé nim trong khoang tir 2 dén 8.
(23) Thé lién hop khang thé-dugc chit theo muc bét ky trong s6 cac muc tir (1) dén

(20), trong d6 sb lugng don vi trung binh clia mét chu triic duoc chit-thinh phén lién
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két da chon lién hop v6i mdi phan tir khang thé nim trong khoang tir 3 dén 8.

(24) Thubc chrra thé lién hop khéng thé-dugc chit theo muc bét ky trong s6 cac muyc tir

(1) dén (23), mubi ctia n6 hodc hydrat ctia né.

(25) Thubc khéng u va/hodc thudc chdng ung thu chira thé lién hop khang thé-duoc
chét theo muc bt ky trong s6 cac muc tir (1) dén (23), mubi ctia n6 hoic hydrat cia
no.

(26) Thubc khang u va/hoic thube chéng ung thu theo muc (25), dé st dung chéng lai
ung thu phéi, ung thu biéu mé t& bao chuyén tiép, ung thu dai tryc trang, ung thu
tuyén tién liét, ung thu budng trimg, ung thu tuyén tuy, ung thu vii, ung thu bang
quang, ung thu da day, u mé dém dudng tidu héa, ung thu cd tir cung, ung thu thuc
quén, caxinom té bao vay, ung thu mang bung, ung thu gan, ung thu t€ bao gan, ung
thu ruét két, ung thu truc tring, ung thu dai tryc trang, ung thu ndi mac tir cung, ung
thu tir cung, ung thu tuyén nudc bot, ung thu than, ung thu 4m hd, ung thu tuyén giép,

ung thu duong vat, bénh bach clu, u lympho ac tinh, u tuong bao, u tiy, hodc sacom.

(27) Dugc phim chira thé lién hop khéng thé-duge chét theo muyc bét ky trong sb cac
muc tir (1) dén (23), mubi ctia né hoic hydrat ctia né lam thanh phén hoat tinh, va

thanh phin ché phim dugc dung.

(28) Dugc phim theo muc (27), duoc st dung dé chdng lai bénh ung thw phéi, ung thu
bidu mé t& bao chuyén tiép, ung thu dai truc trang, ung thu tuyén tién liét, ung thu
budng trimg, ung thu tuyén tuy, ung thu v, ung thu bang quang, ung thu da day, u md
dém duong ti€u hoa, ung thu 06 ti cung, ung thu thye quan, caxinom té bao vay, ung
thu mang bung, ung thu gan, ung thu té bao gan, ung thu rudt két, ung thu truc tring,
ung thu dai tryc trang, ung thu ndi mac tir cung, ung thu tir cung, ung thu tuyén nuéc
bot, ung thu thén, ung thu 4m hg, ung thu tuyén giap, ung thu dwong vat, bénh bach

clu, u lympho 4c tinh, u tuong bao, u tity, hodc sacom.

(29) Phuong phép didu tri khéi u va/hosic bénh ung thu bao gdm viéc sir dung thé lién
hop khéng thé-duge chit theo muc bat ky trong s8 cic muc tir (1) dén (23), mubi cia
n6 hoac hydrat cua no.

(30) Phuong phép sén xuét thé lién hop khéng thé-duge chit bao gdm bude cho hop

chét dugc thé hién bang cong thirc sau:
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(maleimit-N-y1)-(CHz)n3-C(=0)-L2-LP-NH-(CHz)n'-L*-(CH;)n?-C(=0)-(NH-DX)

phén tg véi khang thé khang HER2 hoiic din Xuét c6 tinh phan tng cia n6 va cho
gbc duge chét-thanh phan lién két lién hop véi khéng thé bing phuong phép tao lién

két thioete & vi trf lién két disulfua & phin ban 1& ciia khéng thé.
Trong cdng thirc nay, n? 14 s6 nguyén tir 2 d&én 8,

1.2 13 -NH-(CH,CHa-O)n*-CH,CH,-C(=0)- hoic lién két don,
trong d6 n* 13 s6 nguyén tir 1 dén 6,

L? 1a gbc peptit chira tir 2 dén 7 axit amin dugc chon tir phenylalanin, glyxin, valin,

lysin, xitrullin, serin, axit glutamic, va axit aspartic,

n' 13 s6 nguyén tir 0 dén 6,

n? 12 s6 nguyén tir 0 &én 5,

L 13 -O- hodc lién két don,

(maleimit-N-yl)- 12 nhém dugc thé hién .bﬁng ééng thirc sau:

(Cong thirc 10)

trong d6 nguyén tir nito 1 vi tri lién két, va
-(NH-DX) 14 nhém dwoc thé hién bang cong thirc sau:

(Cong thite 11)

trong d6 nguyén tr nito ciia nhém amin & vi tri 1 1a vi tri lién ket.
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(31) Phuong phép san xuit theo muc (30), trong d6 phuong phap cho gbc dugc chét-
thanh phén 1ién két lién hop véi khéng thé khang HER2 1a phuong phdp lam giam
khang thé dé chuyén héa khang thé thanh dn xuét c6 tinh phan tmg.

(32) Phuong phap san xuét theo myc (30) hodc (31), trong d6 s6 lugng don vi trung
binh ctia mdt cAu tric dugce chit-thanh phin lién két d chon lién hop véi mdi phan tir

khéng thé ndm trong khoang tir 1 dén 10.

(33) Phuong phép san xuét theo muc (30) hodc (31), trong d6 sb lwong don vi trung
binh ctia mot cAu trac duge chat-thanh phé‘m lién két da chon lién hop véi mdi phan tir

khéng thé nim trong khoang tir 2 dén 8.

(34) Phuong phép san xuét theo muc (30) hodc (31), trong d6 s6 lugng don vi trung
binh ctia mét cu triic duoc chit-thanh phan lién két da chon lién hop véi mbi phan tir

khéng thé nim trong khoang tir 3 dén 8.

(35) Thé lién hop khang thé-duoc chét thu dugc tir phuong phép san xuét theo muc bt
ky trong s6 céc muc tir (30) dén (34). | ‘

(36) Thé lién hop khang thé-dugc chit thu dugce bang cach tao thanh lién két thioete &
vi tri lién két sulfua & phin ban 18 cta khang thé, trong d6 khang thé khang HER2
duge xir Iy & diéu kién khir va sau d6 duge cho phan tmg v6i hop chét duoc chon tir

nhém duge néu dudi day:

(maleimit-N-yl)-CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH»-C(=0)-(NH-DX)),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-yl)-CH2CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-yl)-CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH>CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-yl)-CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-yl)-CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH2CH,-C(=0)-(NH-
DX), | '

(maleimit-N-yl)-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH2CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
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(maleimit-N-y1)-CHCHyCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,CH,CHa-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH2CH>CH2CH>-C(=0)-
(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH>CH>CHCH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHCH2CH2CHo-
C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH,CHyCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CHCHyCH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CHa-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CHCH>CHCH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-0O-CH-C(=0)-(NH-
DX),
(maleimit-N-y1)-CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-0-CH-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH;CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH;CH>CH>CH-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-
DX),

(maleirmit-N-yl)-CHCH>CH,CH>CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH;-0-CH,-C(=0)-
(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH2CHyCH,CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CHaCH,-0-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimit-N-y1)-CH;CHy-C(=0)-NH-CH2CH,-0-CH2CH,-0-CH2CH,-C(=0)-GGF G-
NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH2CH,-0-CHCHz-0-CHyCHa-
C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-yl)-CH>CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CH;CH,-O-CH;CH>-O-CH2CHz-O-
CH,CHaz-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH>CH,-C(=0)-NH-CHyCHa-O-CH2CH2-0-CH2CH2-C(=0)-GGF G-
NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-yl)-CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz—O—CHzCHz-O—CHzCHz-O-CHzCHz-
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C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-yl)-CH2CH»-C(=0)-NH-CH>CH,-O-CH>CH>-O-CH2CH2-O-CH2CH»-O-
CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH>-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CH,CH,-0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-
NH-CH,-0-CHa-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-yI)—CHzCHz-C(=O)-NH-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz-O-CHzCHz-
C(=0)-GGFG-NH-CH2-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CHaCHz-0-CH,CH,-0-CH,CH;-O-
CH,CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CHoCH,-C(=0)-NH-CH>CH,-O-CH2CH2-0-CH2CH,-C(=0)-GGF G-
NH-CH,CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CH,CH-0-CH;CH,-O-CH,CH-
C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX), va

(maleimit-N-y1)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CH2CH;-0O-CH>CH2-0-CH2CH,-O-
CH2CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-0-CHa-C(=0)-(NH-DX).

Trong cic nhom trén, (maleimit-N-yl)- 1 nhém duogc thé hién bang cong thirc

sau.

(Cdng thuce 12)

trong d6 nguyén tir nito 13 vi tri lién két, va
-(NH-DX) 13 nh6m dugc thé hién bang cong thirc sau:

(Cong thuc 13)
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trong d6 nguyén tir nito cuia nhém amin & vi trf 1 1a vi tri lién két, va
-GGFG- 1a gbc tetrapeptit -Gly-Gly-Phe-Gly-.
(37) Thé lién hop khang thé-dugc chét thu dugc bang cach tao thanh lién két thioete &
vi tri lién két sulfua c6 & phin ban 18 cia khang thé, trong d6 khang thé khang HER2
dugc xt ly & diéu kién khir va sau d6 dugc cho phan tmg véi hop chit duge chon tir
nhom dugc néu dudi day:
(mzleimit-N-y1)-CH2CHz-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C(=0)-GGF G-
NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2-0-CH2-C(=0)-(NH-
DX), va
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-O-CH»-C(=0)-
(NH-DX).

O day, (maleimit-N-yl)-, -(NH-DX), va -GGFG- nhu dugc xac dinh & trén.
(38) Thé lién hop khéng thé-dugc chit theo muc (36) hodc (37), trong d6 s6 luong don
vi trung binh ctia mdt cu trac dugc chét-thanh phéan lién két d4 chon lién hop véi mbi
phan tir khang thé nim trong khoang tir 1 dén 10.
(39) Thé lién hop khéng thé-dugc chit theo muyc (36) hoic (37), trong d6 sb lugng don
vi trung binh ctia mt cu tric dugc chit-thanh phan lién két da chon lién hop voi méi
phan tir khang thé nim trong khoang tir 2 dén 8.
(40) Thé lién hop khéng thé-dugc chét theo muc (36) hodc (37), trong d6 s6 lugng don
vi trung binh ctia mot cAu trac duoc chét-thanh phin lién két d3 chon lién hop véi mdi
phan tir khéang thé nim trong khodng tir 3 dén 8.
Hi€u qua cua sang ché

Vi thé lién hop khang thé khang HER2-duoc chét c6 hop chit khang u exatecan
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duoc lién hop qua thanh phé‘ln lién két vé6i cu tric cu thé, ¢ thé dat duoc tac dung

khang u va d9 an toan noi bat.
Mo ta van tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién trinh tu axit amin ctia chudi ning ctia khang thé don dong khéng

HER?2 dugc lam cho tuong thich véi ngudi (SEQ ID NO: 1),

Fig. 2 thé hién trinh tu axit amin ciia chudi nhe ctia khang thé don dong khéng
HER2 dugc lam cho twong thich véi ngudi (SEQ ID NO: 2).

Fig. 3 1a dd thi thé hién tac dung khéng u ctia thé lién hop khang thé-dugc chit
(27) hodc trastuzumab trén chudt trui 1ong c6 cac té bao dong ung thu vi cta nguoi
KPL-4 dugc cdy du6i da. Trén hinh, truc hoanh biéu difn ngay sau khi ciy khéi u, va

truc tung biéu dién thé tich khéi u.

Fig. 4 1a @b thi thé hién tac dung khéng u ctia thé lién hop khang thé-dugce chit
(8), (28) hodc trastuzumab emtansin trén chudt trui 16ng c6 cac t€ bao dong ung thur da
day cta ngudi NCI-N87 dugc cly dudi da. Trén hinh, truc hoanh biéu dién ngay sau
khi cay khdi u, va truc tung bidu didn thé tich khéi u.

Fig. 5 1a db thi thé hién tic dung khing u clia thé 1ién hop kliéng thé-dugc chét
(8), (29), (30), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chudt trui 16ng c6 céc té
bao dong ung thu va cta ngudi JIMT-1 duogc céy duéi da. Trén hinh, truc hoanh biéu

dién ngay sau khi cdy khéi u, va truc tung bicu dién the tich khoi u.

Fig. 6 1a dd thi thé hién tic dung khéng u ctia thé 1ién hop khang thé-dugc chit
(31), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chuét tryi 16ng c6 céc t€ bao dong
ung thu tuyén tuy ctia ngudi Capan-1 dugce cdy du6i da. Trén hinh, truc hoanh biéu

difn ngay sau khi cay khoi u, va truc tung bi€u dién thé tich khoi u.

Fig. 7 la dd thi thé hién tac dung khing u ctia thé lién hop khang thé-dugc chét
(50) trén chudt trui 16ng c6 cac té bao dong ung thu da day cta ngudi NCI- N87 dugc
Ay duéi da. Trén hinh, truc hoanh bidu didn ngay sau khi cdy khéi u, va truc tung bidu

dién thé tich khdi u.

Fig. 8 1 dd thi thé hién tac dung khéng u ctia thé lién hop khang thé-dugc chat
(50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chudt trui 16ng co céac t€ bao ung

thw v clia ngudi ST225 duge cdy duéi da. Trén hinh, truc hoanh biéu dién ngay sau
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khi cAy khéi u, va truc tung biéu dién thé tich khdi u.

Fig. 9 13 dd thi thé hién téc dung khéng u cla thé lién hop khang thé-dwoc chét
(50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chudt trui 16ng c6 cac té bao ung
thu va cda ngudi ST910 duoc cly duéi da. Trén hinh, tryc hoanh biéu dién ngay sau

khi céy khdi u, va truc tung biéu dién thé tich khéi u.

Fig. 10 13 dd thi th hién tic dung khing u ctia thé lién hop khéng thé- dugc chét
(50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chudt trui 16ng c6 cac t€ bao dong
ung thu dai tryc trang ctia ngudi CTG-0401 duoc cdy duéi da. Trén hinh, truc hoanh

biéu dién ngay sau khi cay khoi u, va tryc tung bicu dién the tich khoi u.

Fig. 11 1a dd thi thd hién tac dung khéng u ctia thé lién hop khéng thé- dugc chét
(50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chudt tryi 16ng c6 cac té bao ung
thw phdi t& bao khong nhé ctia ngudi CTG-0860 dugc cdy dudi da. Trén hinh, truc
hoanh bidu didn ngay sau khi cdy khdi u, va truc tung bidu dién thé tich khdi u.

Fig. 12 13 dd thi thé hién tic dung khéng u ciia thé lién hop khang thé-dwoc chat
(50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chudt trui 16ng c6 cac té bao dong
ung thu dng mit cta ngudi CTG-0927 dugc cAy duéi da. Trén hinh, truc hoanh biéu

dién ngay sau khi cay khoi u, va tryc tung bi€u dien the tich khoi u.

Fig. 13 13 dd thi thé hién téc dung khéng u clia thé lién hop khang thé- dwoc chat
(50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin trén chudt trui 16ng 6 céc t& bao dong
ung thu thyc quéan cua nguoi CTG-0137 dugc cAy dudi da. Trén hinh, truc hoanh biéu
dién ngay sau khi cAy khéi u, va truc tung bidu dién thé tich khéi u.

Fig. 14 12 dd thi thé hién téc dung khéng u cha thé lién hop khang thé- dwoc chét
(50), trastuzumab, hojc trastuzumab emtansin trén chudt trui 10ng c6 cac té bao dong
ung thu budng trimg cta ngudi SK-OV-3 duge cdy duéi da. Trén hinh, truc hoanh
biu difn ngay sau khi ciy khéi u, va truc tung biéu dién thé tich khdi u.
M6 ta chi tiét sang ché

Sau ddy, cac phuong an duoc uu tién dé thuc hién sang ché dugc mb ta véi su
tham khao céc hinh v&. Cac phuong 4n dugc m6 ta dudi ddy chi don thudn nhim muc
dich minh hoa cho inc}t vi du vé phuong 4n tidu biéu cia sang ché va khéng nham gioi

han pham vi cia sang che.
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Thé lién hop khéng thé khéng HER2-dugc chit theo séng ché 12 thubc khéng u
trong d6 khang thé khang HER2 dugc lién hop vé6i hop chit khang u théng qua nhém
cAu triic thanh phan lién két va dugc giai thich chi tiét dudi day.

Khéng thé

Khéang th8 khang HER2 dugc sir dung trong thé lién hop khang thé khang HER2-
duoc chit theo sang ché c6 thé thu dugc tir loai bt ky, va vi du wu tién vé cac loai niy
c6 thé bao gdm ngudi, chudt cng, chudt nhit, va thé. Trong trudng hop khang thé thu
duoge tir loai khéc khong phai ngudi, t6t hon 13 né dugce tao thé kham hozc duge 1am
cho tuong thich v&i ngudi bing cich st dung k¥ thuat da biét. Khang thé theo séng
chi c6 thé 1a khang thé da dong hodc khang thé don dong va t6t hon néu 13 khang thé
don dong.

Khéng thd khang HER2 13 khang thé c6 kha ning nhim dich cac t€ bao khdi u,
trc 13, c6 dic tinh nhan dién t& bao khdi u, dic tinh lién két véi té bao khéi u, dic tinh
nhép dong véo trong t& bao khdi u, hoat tinh diét t& bao dbi véi cac t€ bao khéi u, hodc
cac dic tinh tuong ty, va c6 thé duoc lién hop véi duge chat c6 hoat tinh khang u qua
thanh phan lién két dé tao thanh thé lién hop khang thé-dugc chat.

Hoat tinh lién két cia khang thé d6i v6i cac t& bao khdi u c6 thé duge x4c nhén
bing cach sir dung phuong phép dém té bao theo dong chdy. Su nhip dong ciia khang

thé vao cac te bao khoi u cé thé dugc xac nhan bang cach sir dung:

(1) phan tich hién thi khéng thé dugc két hop trong cac t€ bao dudi kinh hién vi huynh
quang sir dung khang thé bac hai (dugc dénh d4u huynh quang) lién két v6i khang thé
tri liéu (Cell Death and Differentiation (2008) 15, 751-761),

(2) phan tich do cuong 49 phat huynh quang duoc két hop trong cac té bio bang cach
str dung khang thé bac hai (dugc danh déu huynh quang) lién két v6i khang thé tri liéu
(Molecular Biolcgy of the Cell, Vol. 15, 5268-5282, December 2004), hogc

(3) pban tich Mab-ZAP st dung doc t6 mién dich lién kéi v6i khang thé tri lidu trong
d6 doc t& nay dugc gisi phong dua vao su két hop vao céc 1€ bao dé e ché su phat
trin ctia t& bao (Bio Techniques 28: 162-165, January 2000). Dé lam ddc t& mién
dich, c6 thé st dung protein phuc tai t6 hop ciia mién xic tic gay ddc bénh bach hau

va protein G.
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Hoat tinh khéng u cta khéang thé c6 thé duge x4c nhan in vitro béng cach xac
dinh hoat tinh trc ché su phat trién cia t& bao. Vi du, dong t& bao. ung thu biéu hién qua
protein nhim dich khang thé dwoc nudi cdy, va khéng thé dugc thém & cic ndng do
khac nhau vao hé mdi trudong nudi cdy dé xac dinh hoat tinh rc ché chéng lai sy hinh
thanh & bénh, su hinh thanh khudn lac, va sy phat trién dang phong ciu. Hoat tinh
khéng u c6 thé duoc x4c nhan in vivo, vi du, béng cach cho chudt trui 16ng duge céy
ghép dong té bao khdi u biéu hién cad protein nhim dich sir dung khang thé nay, va

xéc dinh sy thay dbi & té bao ung thu.

Vi hop chét duoc 1ién hop trong thé lién hop khéng thé-dugce chét gay ra tac dung
khéng u, duoc wu tién nhung khong nhét thiét 13 ban than khang thé d6 cin phai c6 tac
dung khing u. Cho muc dich gdy ra hozt tinh giy doc t€ bao dic hiéu va chon loc cta
hop chét khang u dbi véi cac t& bao khéi u, quan trong va cling dugc uu tién 1a khéng

thé can c6 ddc tinh nhdp ndi dé di chuyén vao céc t€ bao khoi u.

Khéng thé khang HER2 c6 thé thu dugc bing quy trinh d3 biét trong linh vuc
ndy. Vi du, khéng thé theo sing ché c6 thé thu dugc bang cach str dung phwong phép
thuong duge tién hanh trong linh vuc ndy, bao gdm buéc gy mién dich cho dong vat
bang polypeptit khdng nguyén va thu gom va tinh sach cac khéng thé duge san xuit in
vivo. Ngudn gbc ctia khang nguyén khong bi giéi han & ngudi, va cac con vat 6 thé
dwoc gdy midn dich bang khang nguyén thu dwoc tir dong vat khong phai ngudi nhu
ctia chudt nhét, chudt cdng va cac dong vit tuong tu. Trong trudng hop nay, tinh phan
ting chéo ctia cac khang thé lién két véi khang nguyén khac loai thu dugc véi khéng
nguyén cta ngudi cé thé duoc kidm tra d8 sang loc khang thé c6 thé 4p dung cho Bénh
cua nguoi.

Theo-cach khic, céc té bao san xuit khang thé ma san xuit ra cac khang thé dua
trén khang nguyén dugc dung hop véi cac té bao u tiy theo phuong phép di biét tfong
linh vuc nay (vi dy, Kohler and Milstein, Nature (1975) 256, p. 495-497; va Kennet,
R. ed., Moroclonal Antibodies, p. 365-367, Plenum Press, N.Y. (1980))»dé thiét 1ap
céc thé lai, tir d6 c6 thé quay lai thu nhén céc khéng thé don dong. |

Khang nguyén c6 thé thu dugc bang cach xir Iy di truyén cho cic té bao chu dé
tao ra gen mi hda protein khang nguyén. Cu th8, cac vecto cho phép biéu hién gen

khang nguyén dugc chuén bi va dugc chuyén vao céc t€ bao chl sao cho gen nay duge
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bidu hién. Co do, khéng nguyén dugc biéu hién nay c6 thé dugc tinh sach. Khéng thé
nay cling c6 thé thu duoc bing phuong phap gay mién dich cho dong vat c6 cac té bao
biéu hién khang nguyén da duoc xir Iy di truyén nhw néu trén hodc c6 dong té bio biéu
hién khang nguyén nay.

Céc khang thé khang HER2 c¢6 thé duoc st dung trong séng ché khong bi gi6i
han cu thé va t&t hon néu 13, vi du, céc khang thé c6 cac dic tinh nhu duge néu dudi
day.

(1) Khang thé khang HER2 c6 céc dic tinh sau day:

(a) lién két dic hiu voi HER2, va

(b) ¢6 hoat tinh nhap ndi vao cac t& bao biéu hién HER2 bing céch lién két véi
HER2.

(2) Khang thé theo diém (1) & trén, trong d6 khang thé nay lién két v6i mién ngoai
bao ctia HER2.

(3) Khéng thé theo diém (1) hodc (2) & trén, trong d6 khéng thé niy la khéng thé don
dong.

(4) Khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém tir (1) dén (3) & trén, trong d6 khang
thé nay co hoat tinh gdy doc té bao phu thudc khéng thé (antibody-dependent
cytotoxicity - ADCC) va/hodc hoat tinh gdy d6c t& bao phu thudc bb thé (complement-
dependent cytotoxicity - CDC).

(5) Khéng thé theo diém bat ky trong sb cac diém tir (1) dén (4) & trén, trong d6 khang
thé nay 1a khang thé don dong cua chudt, khang thé don dong thé kham, hodc khang
thé don dong dugc 1am cho tuwong thich véi ngudi.

(6) Khang thé theo diém bAt ky trong sb cac diém tir (1) dén (5) & trén, trong d6 khang
thé nay 12 khang thé don dong duoc lam cho tuong thich véi ngudi bao gém chudi
nang chtra trinh ty axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 1 va chudi nhe chta
trinh tu axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 2.

(7) Khang thé theo diém bt k¥ trong sb c4c diém tir (1) dén (6) & trén, trong d6 khéng

thé nay khong c6 goc lysin & dau carboxyl ctia chudi nang.

(8) Khang thé theo diém (7) & trén, trong d6 khang thé nay bao gbm chudi niing chira
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trinh tu axit amin chita cdc gbc axit amin 1 dén 449 dugc néu trong SEQ ID NO: 1 va
chudi nhe chira trinh ty axit amin chia céc géc axit amin 1 dén 214 dugc néu trong

SEQ ID NO: 2.

(9) Khang thé thu dugc bing phuong phip san xut khang thé theo diém bat ky trong
s6 cc diém tir (1) dén (8) & trén, phuong phip niy bao gbm cac bude: nubdi cly t& bao
chi d3 duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit ma héa khang thé; va thu

gom khang thé quan tAm tir mdi trudng nudi cly-+tu dugc & budce trude do.
Duéi day, khang thé khang HER2 dugc st dung trong séng ché dugcmb ta.

Thuét nglt "ung thu" va "khdi u" nhu duge str dung trong ban md ta dugc ding
v6i nghia gibng nhau.

Thuit ngit "gen" nhu dugc sir dung trong ban mo ta khoéng chi bao gém ADN,
ma con c6 mARN cua nd, cADN ctia né va cARN cua nd.

Thust ngit "polynucleotit" nhu dugc sit dung trong ban mé ta dugc dung véi
clng nghia nhu axit nucleic va con bao gébm ADN, ARN, dozan do, oligonucleotit, va
doan mdi.

Thuat ngit "polypeptit", "protein" va "protein" nhu duoc st dung trong bén md ta
duoc st dung nhu nhau. '

Thuét ngt "t& bao" nhu dugc st dung trong ban md ta con bao gbm céc té bao

trong c4 thé dong vat va céc t€ bao dugc nudi cay.

Thuét ngit "HER2" nhu dugc st dung trong ban mé ta duoc st dung voi nghia

gidng nhu protein HER2.

Vi du vé& khéng thé khang HER2 nhu dugc st dung trong ban md ta c6 thé bao
gdm, nhung khdng gi6i han cu thé &, pertuzumab (cong bd sang ché qudc € s6 WO
01/00245) va trastuzumab (Patent My s6 5821337). Trastuzumab dugc wu tién. Tuy
nhién, kharg thé khdang HER2 theo séng ché khoéng bi giéi han & d6 mién né 13 khéng
thé khang HER? lién két dic hiéu véi HER2, va tot hon nita 13 ¢6 hoat tinh nhap ndi
vao cac t& bao bidu hién HER2 bing cach lién két véi HER2.

Thujt ngit "trastuzumab" nhu dugc sir dung trong ban mé ta con duogc goi 1a
HERCEPTIN(R), huMAb4D5-8, hodc thuMAb4DS5-8 va 1a khang thé dugc 1am cho

twong thich v6i ngudi bao gbm chudi ning chira trinh tu axit amin chita céc goc axit
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amin 1 dén 449 duoc néu trong SEQ ID NO: 1 (Fig. 1) va chudi nhe chua trinh ty axit
amin chtra céc gbc axit amin 1 dén 214 duge néu trong SEQ ID NO: 2 (Fig. 2).

Thuét ngit "lién két dic hidu" nhu duoc str dung trong ban mo ta nghia 13 lién Kkét
khong phai 13 sy hip phu khong dic hidu. Vi du vé tiéu chuin dé xac dinh lién két c6
dic hiéu hay khong ¢6 thé bao gdm hing sé phan ly (sau ddy duoc goi 1a "KD"). Gid
tri KD ca khang thé d6i véi protein HER2 t5t hon 13 bing 1x10° M ho3c nhé hon,
5x10° M hoic nhd hon, 2x10 M hogic nhé hon, hodc 1x10 M hosc nho hon, t6t hon
ntta néu 13 5x107 M hodc nhé hon, 2x107 M hodc nhé hon, hoic 1x107 M hodc nhéd
hon, con t&t hon néu bing 5x10® M hodc nhé hon, 2x10 M hozc nhé hon, hogic 1x10°
8 M hoidc nho hon, va tdt nhit néu bang 5x10° M hodc nké hon, 2x10° M hoic nhd
hon, hodc 1x10° M hodc nho hon. Lién két giita protein HER2 va khang thé c6 thé
duoc xac dinh bang cach sir dung phuong phap da biét trong linh vuc nay, nhu cong
huong plasmon bé mit, ELISA, hoic RIA.

Thu4t ngit "CDR" nhu dugc sit dung trong ban mo6 ta chi ving quyét dinh tinh bd
tro (complementarity determining region - CDR). Duoc biét ring mbi chudi ning va
chudi nhe ciia phan tir khing thé c6 ba ving quyét dinh tinh bd trg (complementarity
determining regions - CDRs). CDR con dugc goi la mién siéu bién, va cb mat trong
ving bién dbi ctia mdi chudi niing va chudi nhe ctia khang thé. N 1a vi tri ¢4 tinh bién
dbi cao bét thudng & cAu tric co s& ctia nd, va c¢6 ba CDR riéng biét trong céu tric co
s& nay ctia mdi chudi ning va chudi nhe ctia polypeptit. Trong ban mb ti ndy, dbi véi
cic CDR cua khang thé, cdc CDR cua chudi ning dugc thé hién bing CDRHI,
CDRH2, va CDRHS3 tir phia d4u amin ciia trinh ty axit amin ctia chudi ning, va céc
CDR ciia chudi nhe duge thé hién bing CDRL1, CDRL2, va CDRL3 tir phia diu amin
cta trinh ty axit amin cta chudi nhe. Cac vi tri ndy nam gén nhau trong cAu tric bac ba

va quyét dinh tinh dic hiu dbi véi khéng nguyén ma khéng thé lién két voi.

Cum tir "budec lai héa dugce thuc hién trong diéu kién nghi3m ngit" nhu dugc st
dung trong ban mo ta chi quy trinh trong d6 viéc thuc hién su lai héa la dudi cac didu
kién & d6 c6 thé thu duoc sy nhin dién bing cach lai & 68°C trong dung dich lai
ExpressHyb Hybridization Solution c¢6 ban trén thi truong (Clontech, Inc. sén xuét)
hogic bing c4ch thyc hién lai & 68°C trong didu kién c6 mit NaCl ndng d6 0,7 dén 1,0
M sir dung b6 loc ¢6 ADN dugc cb dinh trén d6, sau dé rira & 63°C st dung 0,1 dén 2
x dung dich SSC (1 x dung dich SSC bao gbém NaCl 150 mM va natri xitrat 15 mM)
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ho#c dudi cac diéu kién twong duong voi cac di€u kién ray.
1. HER2

HER?2 !4 mét trong s6 céc san phim gen gdy ung thur ciia gen gay ung thur thy thé
yéu t6 tang trudng dién hinh dugc nhén biét 13 gen gy ung thu lién quan dén thy thé
yéu t6 ting truong t€ bao bifu bi 2 clia ngudi, va 14 protein thy thé xuyén mang c6
phén tr lvong 1a 185 kDa va c6 mién tyrosin kinaza. HER2 13 thanh vién ctia ho EGFR
bao gébm HERI (EGFR, ErbB-1), HER2 (neu, ErbB-2), HER3 (ErbB-3), vA HER4
(ErbB-4) va duoc biét 13 dwoc phosphoryl héa tw dong & gbe tyrosin ndi bao boi su
hinh thanh homodime hodc sy tao thanh heterodime véi thu thé EGFR khac HERI,
HERS3, hoic HER4 va tu dugc hoat hoa theo cach do, rho d6 ¢ong vai trd quarn: trong
trong su phat trién, biét héa, va kha ning sdng s6t ctia té bao & cac t bao binh thudng
v c4c té bao khdi u.

Veé protein HER2 dugc sir dung trong sng ché, protein HER2 c¢6 thé dugc tinh
sach trize tiép tir cac t& bao biéu hién HER2 clia ngudi hogic dong vat cé vii khdng phai
nguoi (nhu chudt céng hodc chu6t nhit) va duoc sit dung, hodc phﬁn mang t€ bao cua
céc té bao néu trén c6 thé dugc thu nhan va st dung. Ngoai ra, HER2 ¢6 thé thu duoc
béng qua trink téng hop in vitro ctia né hogdc qua trinh san xuét n6 trong t€ bao chii
théng qua viée xir 1y di truyén. Trong viée xtr Iy di truyén, cu thé, sau khi cADN ctia
HER2 dugc két hop vao vecto c¢6 kha ning biéu hién cADN HER2, protein HER2 ¢6
thé thu ducc bang cach tbng hop né trong dung dich chita enzym, co chét va chét tao
nang lugng Ace‘?n cho sy phién mi va dich ma, hodc béng céch biéu hién HER?2 & té bao
chu dugc tién nap dang khéng nhan ho&c nhin chudn khéc. Theo cich khéc, cac té bao
biéu hién HER2 d3 duoc xtr Iy di truyén néu trén, hoiic dong t& bao bidu hién HER?2 c6

thé duoc str dung 1am protein HER2.

Trinh tu ADN va trinh ty axit amin cia HER2 dugc bdc 1§ trén co s& dit liéu
chung, va c6 thé dugc d& cap dén, vi dy, véi s6 ndp luu M11730 (GenBank),
NP_004439.2 (NCBI), hodc tuong tu.

Ngodi ra, protein chira trinh ty axit amin trong d6 mét hodc mot vai axit amin
duge thé, droc x6a va/hoic duge bd sung trong trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu
axit amin néu trén ctia HER2 va cling c6 koat tinh sinh hoc tuwong dwong véi hoat tinh

sinh hoc cua protein nay cling dugc bao gdm trong HER2.
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Protein HER2 ctia nguoi bao gom trinh ty tin hiéu chira dau N <6 22 g6 axit
amin, mién ngoai bao chita 630 goc axit amin, mieén xuyén mang chira 23 goc axit

amin, va mién ndi bao chira 580 géc axit amin.
2. San xuét khang thé khing HER2

Khéng thé khang HER2 theo sang ché c6 thé thu duge theo, vi dy, phuong phap
thuong dugce tién hanh trong linh vuc ndy, bao gém budc gdy mién dich cho dong vat
bang HER2 hoic polypeptit thy y duge chon tir trinh tu axit amin cia HER2 va thu
gom va tinh sach céc khang thé dugc san xudt in vivo. Dang sinh hoc ctia HER2 duoc
st dung lam khang nguyén khong bi giéi han & ngudi, va dong vat co thé dugc giy
mién dich bing HER2 thu duoc tir dong vat khong phai ngudi nhu chudt nhit hogc
chudt cdng hodc voi bing pl85neu ctia chudt céng. Trong trudng hop nay, bang cach
kiém tra tinh phan ng chéo gifta khang thé 1ién két voi HER2 khac loai thu duoc va
HER2 cta nguoi, c6 thé chon ra khang thé ap dung dugc cho bénh ciia ngudi.

Ngoai ra, co thé thu duoc khang thé don dong tir thé lai dugc tao ra béi su dung
hop céc t& bao san xuat khang thé niy ma tao ra khang thé khang HER2 véi cac té bao
u tiy theo phuong phép da biét (vi dy, Kohler and Milstein, Nature, (1975) 256, pp.
495-497; Kennet, R. ed., Monoclonal Antibodies, pp. 365-367, Plenum Press, N.Y.
(1980)).

HER?2 duge st dung 1am khéng nguyén c6 thé thu duge bang cach biéu hién gen
HER?2 trong t& bao chu sir dung phuong phap xir 1y di truyén.

Cu thé, vecto c¢6 kha ning biéu hién gen HER2 dugc tao ra, va vecto thu duge
duge chuyén nhidm vao té bao chi dé biéu hién gen, va sau-d6, HER2 dA duoc bifu
hién dugc tinh sach.

Theo cach khéc, cac t& bao bidu hién HER2 di duoc xtt ly di truyén néu trén,
hodc dong té bao biéu hién HER2 c6 thé duoc st dung lam prctein HER2. Khéng thé
khéng HER2 c6 thé thu dugc bing quy trinh & biét trong linh vuc nay. Sau day,
phuong phap thu nhén khing thd khang HER2 dugc mé ta cu thé.

(1) Chuén bi khang nguyén

Vi du vé khang nguyén dugc st dung d8 san xuét khang thé khang HER2 bao
gdm HER?2, hogc polypeptit chita trinh ty axit amin mot phin c6 it nhat 6 axit amin
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lién tiép cta HER2, hodc din xuét thu dugc biang cach thém trinh tu axit amin hogc

chat mang xac dinh vao do.

HER?2 c6 thé duge tinh sach truc tiép tir mé khdi u hodc cic t& bao khdi u cta
ngudi va duge sit dung. Ngoai ra, HER2 ¢6 thé thu dugc bing céch tong hop né in

vitro hodc bang cach san xuit n6 trong t& bio chii bang phuong phép xir 1y di truyén.

V& phwong phép xi Iy di truyén, cu thé, sau khi cADN ctia HER2 dugc két hop
vao vecto c6 kha ning biéu hién cADN ctia HER2, HER2 c6 thé thu dugc bing cach
tdng hop né trong dung dich chita enzym, co chét va chét tao ning lugng can dé phién
ma va dich m4, hodic bang cach biéu hién HER2 trong t& bao chii duoc bién nap dang

kho6ng nhén hodc cé nhan chuén.

Ngoai ra, khdng nguyén con c6 thé thu dugc & dang protein tiét bang cich biéu
hién protein dung hgp thu dugc tir viéc gin mién ngoai bao ciia HER2, 1a protein

mang, v&i vimg khong dbi ctia khang thé trong hé vét chi-vecto thich hop.

cADN ctia HER2 ¢6 thé thu dugc bang, vi du, phuong phap duge goi 1a phuong
phép PCR trong d6 phan tng chudi polymeraza dugc thyc hién bang cach sit dung thu
vién cADN biéu hién cADN ciia HER2 1am khudn va cdc doan mdi khuéch dai didc

hiéu cADN cua HER2 (PCR; Saiki, R. K., et al., Science, (1988)-239, pp. 487-489).

V& quy trinh tbng hop polypeptit in vitro, vi dy, hé dich mi nhanh (Rapid
Translation System - RTS) do Roche Diagnostics, Inc. san xuét c6 thé duogc 14y lam vi

du, nhung khong gidi han & do.

Vi du v& cac t& bao chu khong nhan bao gdm Escherichia coli va Bacillus
subtilis. D& bién nap céc t& bao chu véi gen nhém dich, cac té bao chu dugc bién nap
bang vecto plasmit chira don vi sao chép, nghia 1, ngudn gbc sao chép thu dugc tir cic
loai twong thich v&i vét chu, va trinh tu didu hoa. Ngoai ra, vecto niy tdt hon 13 ¢6

trinh tu ¢4 kha nang &p tinh chon loc kiéu hinh 1&n t& bao duoc bién nap.

Vi du vé céc t& bao chu c6 nhan chuén bao gdm t€ bao clia dong vat c6 xuong
séng, t& bao con trung, va té bao ndm men. V& céc té bao ctia dong vit co xuong séng,
vi du, cac té bao COS cua khi (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pp. 175- 182, ATCC
CRL-1650; ATCC: American Type Culture Collection), cdc nguyén bao s¢i ctia chudt
NIH3T3 (ATCC No. CRL-1658), va chung thiu dihydrofolat reductaza (Urlaub, G.
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va Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pp. 4126-4220) cua cac t& bao
budng tring chudt ddng Trung Quéc (cac t€ bao CHO; ATCC: CCL-61); v cac té bao
twong tu thuong duge sir dung, tuy nhién, cac t& bao khong bi giéi han & dé.

Thé bién nap thu duoc tir 6 c6 thé dugc nudi chy theo phuong phap thudng
duoc tién hanh trong linh vuc nay, va bing cch nudi ciy thé bién nap nay, polypeptit

nham dich dugc san xuat ndi bao hodc ngoai bao.

Mbi trudng thich hep dugc sir dung dé nudi cdy c6 thé duge chon tir nhidu moi
trudmg nudi cdy thudng duge st dung khéc nhau tiy vao cac té bao chu dugc st dung.
Néu st dung Escherichia coli, vi dy, mdi truong LB ¢4 bd sung chét khang sinh nhu

ampixilin hodc IPMG khi can c6 thé duoc st dung.

Protein tai t& hop duoc san xut ndi bao hoic ngoai bao bing thé bién nap théng
qua viéc nudi cly ndy c6 thé dugc phan téch va tinh sach bing nhifu phwong phap

phén tach khac nhau da biét str dung tinh chét v4t Iy hodc héa hoc clia protein.

Vi du cu thé vé& cic phuong phép ndy bao gbm diéu tri bing chét 1am két tia
protein thong thudng, siéu loc, cac kidu sic ky long khac nhau nhu sic ky riy phén ti
(loc gel), sfc ky hip phu, sic ky trao ddi ion, va shc ky 4i lyc, thim tach, va két hop
cac phuong phdp nay.

Ngoai ra, bing cach gin thé clia sdu gbc histidin vao protein tai t5 hop cén duge
biéu hién, protein nay c6 thé dugc tinh sach hidu qua bang cot 4i lyc niken. Theo cach
khac, bing cach gin ving Fc cia IgG vao protein tai t6 hop cAn duoc biéu hién,
protein nay c6 thé duge tinh sach hiéu gua béﬁg cdt protein A.

Bing cach két hop céc phuong phép néu trén, lugng 16n polypeptit nhém dich cd
thé d& dang duoc san xuét voi hidu suét cao va do tinh khiét cao:

Thé bién nap néu trén ty n6 cod thé duoc str dung 1am khang nguyén. \Dbng té bao
bidu hién HER? ciing c6 thé dugc st dung lam khang nguyén. Vi du v& dong té bao
ndy c6 thé bao gdm dong ung thu vi ctia ngudi SK-BR-3, BT-474, KPL-4, va JIMT-1,
dong ung thu da day cta ngudi NCI-N87, va dong ung thu budng trimg clia ngudi SK-
OV-3. Dong & bao theo sang ché khong bi gidi han & cac dong té bao nay mién 12 n6
biéu hién HER2.

(2) Séan xuét khang thé don dong khang HER2
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Vi du v& khang thé 1ién két dic hiéu véi HER2 bao gdm khéang thé don dong lién
két dac hidu v6i HER2, va phuong phép thu nhén khéng thé nay duoc mé ta dudi ddy.

Quy trinh san xuét khéng thé don dong thudng doi hoi cic budc thao tic bao
gom:

(a) tinh sach polyme sinh hoc can duge st dung 1am khang nguyén, hoic tao ra
céc t& bao biéu hién khang nguyén;

(b) tao ra céc té bao san xuét khang thé biang cich gy mién dich cho dong vt
bing céach tiém khéng nguyén, thu gom méu, phan tich hiéu gi4 khang thé cta né dé
x4c dinh khi nao cit dugc 14 lach;

(c) thu céc t& bao u tay (sau ddy dwoc goi 1a "u tiy");

(d) dung hop céc té bao san xuét khang thé véi u tiy;

(e) sang loc nhém céc thé lai san xuit khang thé mong mudn;

(f) chia céc thé lai nay thanh cac dong t& bao don (tach dong);

(g) thy ¥, nudi cAy thé lai hodc nudi dong vat dugc cdy thé lai nay dé san xuat
lwong 16n khang thé don dong;

(h) kidm tra hoat tinh sinh hoc va tinh dic hidu lién két & khang thé don dong
duoc san xudt tir d6, hodic phan tich cdc dic tinh nhur chit thir dugc dénh diu & khang
thé nay; va tuong tu.

Sau ddy, phrong phap san xuat khing thé don dong s& dwoc md ta chi tiét theo
cac budc néu trén, tuy nhién, phuong phap khong bi gidi han & do, va, vi du, cac té
bao san xuét khang thé khong phai té bao 14 lach va u tily cling ¢6 thé dugc sir dung.
(a) Tinh sach khang nguyén

Lam khang nguyén, HER2 thu dugc bang phuong phap nhu duge néu & trén hodc
peptit mét phan ctia né c6 thé duoc sir dung,

Ngoa: ra, phan mang thu duoc tir céc t€ bao tai t6 hop biéu hién HER2 hoic céc
té bao tai td hop tu bidu hién HER2, va ca peptit mot phén cia protein theo séng ché
duoc téng hop hoéa hoc bang phuong phép da biét v6i ngudi b trinh dd trung binh
trong linh vuc ndy ciing c6 thé duge sit dung 1am khéng nguyén.

Ngoai ra, dong t& bao biéu hién HER2 cfing ¢6 thé dugc sir dung lam khéang
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nguyén.
(b) Thu céc t& bao san xuit khang thé

Khang nguyén thu dugc & bude (a) duge tron voi ta4 duge nhu ta duge Freund
hoan chinh hodc khong hoan chinh hozc chit bd trg nhw nhém kali sulfat va hdn hop
thu dwgc duoc sit dung lam chét sinh mién dich && gdy mién dich cho dong vat thir
nghiém. Phuong phép khac bao gbm budc giy mifn dich cho dong véat thu nghiém
bing cac té bao bidu hién khang nguyén ding 1am chit sinh mién dich. Dé lam dong
vét thir nghiém, dong vat bt ky duoc sit dung trong phuong phap san xuét thé lai d&
biét c6 thé duogc sir dung ma khong gip tré ngai ndo. Cu thé, vi dy, chu6t nhit, chudt
céng, dé, cuu, gia stc, ngua, hodc cac con vit tuong tu co thé duoc s dung. Tuy
nhién, tir quan diém v& tinh s&n c¢6 ctia cac té bao u ty dugce dung hop véi cac té bao
san xuit khang thé d3 tach, t6t hon 1a chudt nhit hoic chubt céng dugc st dung lam

d6ng vat duogc gdy mién dich.

Ngoai ra, chiing cia chudt nhét hoic chudt cdng cin dugc sir dung khong bi gidi
han cu thé, va trong trudong hop 13 chudt nhit, vi dy, nhiéu ching khic nhau nhu A,
AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, FL, HTH, HT1, LP,
NZB, NZW/, RF, R III, SJL, SWR, WB, va 129 va ching twong tw c¢6 thé duogc sir
dung, va trong truéng hop 1a chudt cdng, vi du, Wistar, Low, Lewis, Sprague, Dawley,
ACI, BN, Fischer va chiing twong tu ¢6 thé duoc st dung.

Céc con chudt nhit va chudt céng nay cé ban trén thi trudng tir cac nha nhan
giéng/nhé phéan phéi dong vat thr nghi€ém, vi du, CLEA Japan, Inc. va Charles River
Laboratories Japan, Inc.

Dé 1am dong vét dugc gay mién dich, khi xem xét tinh tuong thich cta viéc dung
hop v6i céc té bao u tiy duge néu dudi ddy, trong trudng hop 14 chudt nhit, ching
BALB/c, va trong trudng hop 13 chudt cdng, chimg Wistar va Low dugc dic biét vu
tién.

Ngoai ra, khi xem xét tinh ddng nhat khang nguyén gifta ngudi va chudt nhit,
cling uu tién st dung chudt nhit ¢ chirc ning sinh hoc bi giam dé loai bo céc khéng
thé tu dong, tiic 13, chuot nhét mic bénh ty mién.

Tudi ciia cac con chudt nhit hosic chudt cong nay tai thoi diém gy mién dich tot
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hon 13 tir 5 Gén 12 tudn tudi, t6t hon nita 1a tir 6 dén 8 tudn tudi.

Dé gay mién dich cho dong vit bing HER2 hodc thé tai tb hop cia né, vi dy,
phuong phap di biét dugc néu chi tiét duéi ddy, vi dy, Weir, D. M., Handbook of
Experimental Immunology Vol. I. II. III., Blackwell Scientific Publications, Oxford
(1987); Kabat, E. A. va Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C
Thomas Publisher Springfield, Illinois (1964) hodc phuong phap twong tu ¢6 thé duoc

st dung.

Trong sd cac phuong phap giy mién dich nay, phwong phép cu thé duoc u tién

theo sdng che 1a, vi du, nhu sau.

Déu tién, dua vao dong vit phin mang protein déng vai trd lam khéng nguyén
hoic céc té bao duge lam cho biéu hién khdng nguyén qua dudng trong da hodc trong
mang bung. Tuy nhién, su két hop ca hai con dudng st dung duge wu tién dé ting hiéu
qua giy mién dich, va khi thyc hién viéc dua vao qua dudng trong da & nira dau va dua
vao qua dudng trong mang bung & nira sau ciia 1idu hoic chi & lidu dung cudi, hiu qua

gy mién dich c6 thé dugc ting dic biét.

Phac db st dung khang nguyén thay dbdi thy vao loai déng vat dugc gdy mién
dich, su khéc biét riéng hodc tuong tu. Tuy nhién, n6i chung, phac db sir dung trong d6
tAn suét stt dung khang nguyén 1 3 dén 6 1an va khoang nghi giita c4c lidu 12 2 dén 6
tudn dugc wu tién, va phéc dd sir dung trong d6 tan sudt stt dung khang nguyén 1a 3

dén 4 14n va khoang nghi giita c4c liéu 1a 2 dén 4 tudn duoc vu tién hon.

Ngoai ra, li2u khang nguyén thay dbi tuy vao loai dong vat, sy khic biét riéng
hodc twong ty, tuy nhién, lidu nay thuong dugc quy dinh tir 0,05 dén 5 mg, t6t hon 13
tir khoang 0,1 d&n 0,5 mg.

Viéc gdy midn dich ting cudng dugc thyc hién tir 1 dén 6 tuln, 6t hon 1a 1 dén 4
tudn, t&t hon nita 14 1 dén 3 tudn sau khi stt dung khang nguyén nhw néu trén. Khi chét
sinh mi2n dich 13 t& bao, 1 x10° dén 1 x107 t& bao duoc st dung.

Lidu khéng nguyén tai thoi diém thuc hién gy midn dich ting cuong thay doi
tlty vao loai hodc kich thuéc dong vét hodc yéu t6 twong tu, tuy nhién, trong truong
hop 1, vi du, chudt nhét, lidu nay thudng duge quy dinh & 0,05 dén 5 mg; t6t hon 13 tix
0,1 dén 0,5 mg, t6t hon nita 13 khoang tir 0,1 dén 0,2 mg. Khi chét sinh mién dich 13 t&
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bao, 1x10° dén 1 x107 t bao dugc st dung.

Céc t& bao lach hodc lympho bao bao gdm céc té bao san xuit khéng thé duoc 14y
v6 trung tir dong vat dugc giy mién dich sau 1 dén 10 ngay, t6t hon 13 2 d&n 5 ngay,
t6t hon nita 1a 2 dén 3 ngay tir khi gdy mién dich ting cudng. Luc ndy, hiéu gia khang
thé dugc do, va néu dong véﬁ c6 hiéu gi4 khang thé ting du dugc sir dung lam ngudn
cung céc t& bao san xudt khang thé, quy trinh sau d6 ¢6 thé duoc tién hanh hiéu qua

hon.

Vi du v& phuong phap do hiéu gid khang thé duoc sit dung & day bao gdm
phuong phép RIA va phuong phap ELISA, nhung phuong phép khong bi gidi han &
d6. Vi du, néu stir dung phuong phap ELISA, viéc do hiéu gia khing thé trong sang ché

¢6 thé duge tién hanh theo cac quy trinh dugc néu dudi day.

Trude tién, khang nguyén di dugc tinh sach hodc tinh sach mot phén duoc hip
phu 16n bé mit ctia pha rén nhu dia 96 giéng dbi v&i ELISA, va bé mit cfia pha rin
khéng c6 khang nguyén dugc hép phu 1én d6 dugc pht protein khong lién quan dén
khang nguyén nhu albumin huyét thanh bo (bovine serum albumin - BSA). Sau khi rira
bé miit, bé mit duoc cho tiép xtic véi mau duge pha lodng theo day (vi du, huyét thanh
ctia chudt nhét) 1am khang thé bic mdt d& cho phép khang thé trong miu lién két véi

khang nguyén.

Tiép theo, dé dlng lam khang thé béc hai, khang thé dugc dénh déu bing enzym
khang lai khng thé cta chudt nhit duoc bd sung va duge cho lién két véi khang thé
ctia chudt nhét. Sau khi rira, co chét clia enzym duge b sung va sy thay ddi d6 hép thy
xdy ra do sy phét trién mau gy ra boi sy phan 1é co chét hodc yéu 16 twong tu duoc do

va hiéu gi4 khéng thé dugc tinh dva trén phép do nay.

Viéc phén téch cc té bao san xult khang thé tir céc t€ bao lach hogc lympho bao
ctia dong vt dugc gdy mién dich c6 thé dugc tién hanh theo phuong phap da biét (vi
du, Kohler et al., Nature (1975), 256, p. 495; Kohler et al., Eur. J .. Immunol. (1977), 6,
p. 511; Milstein et al., Nature (1977), 266, p. 550; Walsh, Nature (1977), 266, p. 495).
Vi du, trong trudng hop 13 t€ bio lach, c6 th8 st dung phuong phap téng quét trong do
c4c t& bao san xult khang thd dugc téch bing cach 1am ddng nhét 14 lach dé thu dugc
céc t& bao théng qua bude loc bing ludi thép khong gi va tao huyén phu cic € bao

trong moi trudong cAn thiét t&i thiéu Eagle (MEM).
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(¢) Thu t& bao u tiy (sau day dwoc goi 1a "u tay")

Céc té bao u tily dugc st dung dé dung hop t& bao khong bi gidi han cu thé va
céc té bao thich hqp c6 thé duge chon tir cac dong t& bao d3 biét. Tuy nhién, khi xem
xét vé tinh thuan loi néu thé lai ‘duch chon tir cac té bao dung hop, wu tién sit dung
chung thiéu hut HGPRT (hypoxanthin- guanin phosphoribosyl transferaza) c¢6 quy trinh

chon loc d3 duoc thiét lap.

Cu th8 hon, vi du v& chung thiéu hut HGPRT bao gém X63-Ag8(X63), NS1-
ANS/1(NS1), P3X63-Ag8.U1(P3U1), X63-Ag8.653(X63.653), SP2/0- Agl4(SP2/0),
MPC11-45.6TG1.7(45.6TG), FO, S149/5XXO0, va BU.1 c6 ngudn gbc tir chudt nhit;
210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3) c6 ngudn gbc tir chudt cong; va U266AR(SKO-007),
GM1500.GTG-A12(GM1500),  UC729-6,  LICR-LOW-HMy2(HMy2)  va
8226 AR/NIP4-1(NP41) ¢6 ngudn gbe tir ngudi. Cac ching thiéu hut HGPRT 12 6 sin
tlr, vi du, ATCC hodc tuong tu.

Céc chung t& bao nay dugc cay chuyén vio méi trudng thich hgp nhu moi trudng
8-azaguanin (mbi trudng ndy thu duge biang cach bd sung 8-azaguanin vao moi trudng
RPMI 1640 c6 bd sung glutamin, 2-mercaptoetanol, gentamixin, va huyét thanh thai
bé (sau da&y goi la "FCS")), m6i truong Dulbecco cdi bién Iscove (sau diy goi la
"IMDM"), hodc méi truong Eagle cai bién Dulbecco (sau ddy goi la "DMEM"). Trong
truong hop ndy, 3 dén 4 ngay truée khi thyc hién dung hop 6 bao, cac té bao dugc cdy
chuyén vao méi trudng thong thuong (vi dy, méi truong ASF104 (duoc san xuét boi
Ajinomoto Co., Ltd.) chira FCS 10%) dé dam bao c¢6 khong it hon 2 x 10>7 té bao vio
ngay dung hop té bao.

(d) Dung hop té bao

Viéc dung hop gifta céc t& bao san xuét khang thé va c4c t& bao u tiy c6 thé dugce
thuc hién thich hgp theo phuong phap da biét (Weir, D. M. Handbook of Experimental
Immunology Vol. L. IL. III., Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987); Kabat,
E. A. va Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher,
Springfield, Illinois (1964), v.v.), & cac didu kién sao cho ty 16 sdng sét ctia cac t€ bao
khong bi gidm qua muec.

V& phuong phép nhu vay, vi du, phuong phap hoéa hoc trong d6 cac té bao san

xult khang thé va cic té bao u tily dugc tron trong dung dich chita polyme nhu
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polyetylen glycol & ndng dd cao, phwong phip vat ly sit dung phép kich dién, hoic
phuong phép tuong tw c¢6 thé duoc sir dung. Trong s6 cac phuong phép nay, vi du cu

thé v& phuong phap héa hoc duge néu dudi day.

Tic 13, trong trudng hgp polyetylen glycol duge str dung trong dung dich chita
polyme & ndng do cao, cac t& bao san xuat khang thé va cac t€ bao u tﬁy dugc tron
trong dung dich polyetylen glycol cé phan tir lugng tir 1500 dén 6000, t6t hon nita 1a
tir 2000 dén 4000 & nhiét d6 tir 30 dén 40°C, 6t hon 13 tir 35 dén 38°C trong thoi gian
tir 1 dén 10 phut, t6t hon 13 tir 5 dén 8 phut.

(¢) Lua chon nhém cac thé lai

Phuong phép lwa chon thé lai thu dugc boi té bao dung hop néu trén khong bi
giéi han cu thé. Thong thuong, phuong phép lya chen HAT (hypoxanthin,
aminopterin, thymidin) (Kohler et al., Nature (1975), 256, p. 495; Milstein et al.,
Nature (1977), 266, p. 550) dugc str dung.

Phuong phép ndy c6 hiéu qua khi céc thé lai thu duoc bang cach st dung céc té
bao u thy ca ching thiéu hut HGPRT ma khong thé sdng s6t khi c6 mit aminopterin.
Ttc 13, bing cach nubdi cdy cac té bao chua dung hop va thé lai trong mdi truong HAT,

chi c4c thé lai khang aminopterin dugc cho séng sot va tang sinh chon lgc.
(f) Su phan chia thanh dong té bao don (tach dong)

V& phuong phap tach dong dbi véi cac thé lai, phuong phap da biét nhu phu&ng
phép metylxenluloza, phuong phép agaroza mém, hoic phwong phép pha lodng gisi
han c6 thé duoc st dung (xem, vi du, Barbara, B. M. va Stanley, M. S.: Selected
Methods in Cellular Immunology, W. H. Freeman and Company, San Francisco
(1980)). Trong sb cac phwong phap ndy, cu thé, phuong phap nudi cdy ba chiéu nhu
phuong phap metylxenluloza dugc wu tién. Vi dy, nhém cac thé lai duoc tao ra bang
céch dung hop té bao dugc tao huyén phil trong mdi trudng metylxenluloza nhu Moi
trudong chon loc ClonaCell-HY D (duoc san xuit bdi StemCell Technologies, Inc.,
#03804) va dugc nudi cly. Sau d6, cac khudn lac thé lai d3 hinh thénh dugc gom lai,
nhd d6 c6 thé thu duoc céc thé lai don dong. Céc khuén lac thé lai tvong ing dugc thu
gom dugc nudi céy, va thé lai dugc x4c nhéan 13 c6 hiéu gia khang thé én dinh trong
dich ndi bd mit mdi trudng nudi cly thé lai thu duge dugc chon 1im ching thé lai san

xuét khang thé don dong HER2.
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(g) Thu khéng thé don dong bang cach nuéi cly thé lai

Béng cach nudi cdy thé lai da chon, c6 thé thu khéng thé don dong mot cach hidn
qué. Tuy nhién, trude khi nudi cdy, vu tién thuc hién séng loc thé lai san xuit khang

thé don dong nhim dich.
Trong budc sang loc nay, phuong phap da biét c6 thé duoc sir dung.

Phép do hiéu gié khang thé theo sang ché co thé duoc tién hanh bing, vi du,
phuong phap ELISA dugc giai thich trong muc (b) néu trén.

Thé 1ai thu duge bing phuong phap néu trén c6 thé dugc bao quén & trang thai

ét dong trong nito 16ng hodc trong may lam d6ng & nhiét d6 -60°C hodc thip hon.

Sau khi tdich dong xong, mdi trudng duoc thay d6i tir m6i trudng HT thanh méi

truong théng thudng, va thé lai duoc nudi cdy.

Viée nudi cdy quy mé 1én dugc thuc hién bing nudi cdy quay s dung chai nudi
cly 16n hozc bing nudi ciy lac. T dich ndi bé mat thu duoc bing viéc nudi cay quy
md 16n ndy, khang thé don dong lién két dic hi€u véi protein theo sang ché c6 thé thu
dugc bing cach tinh sach st dung phwong phép da biét v6i nguoi cé trinh d6 trung

binh trong linh vuc nay nhu phuong phap loc gel.

Ngoai ra, thé lai duoc tiém vao khoang bung ctia chudt nhét clia cing mot ching
nhu thé lai (vi du, BALB/c néu trén) hoic Nu/Nu cta chudt nhét d& 1am ting sinh thé
lai, tir 46 c6 thé nhén duoc cac cd trudng chira luong 16n khing thé don dong theo

sang che.

Trudng hop thé lai dugc st dung trong khoang bung, néu dau khoang nhu
2,6,10,14-tetrametyl pentadecan (pristan) dugc sur dyng tir 3 dén 7 ngay trude 6, cé

thé thu duge lugng 16n ¢b trudng.

Vi dy, chét trc ché mién dich duoc tiém trude d6 vao khoang byung ctia chudt clia
ciing mot ching nhu thé lai d& bAt hoat céc t& bao T. 20 ngdy cau, 10° dén 107 t€ bao
dong thé lai duge tao huyén phi trong méi trudng khong chira huyét thanh (0,5 ml), va
dich huyén phi dugc dua vao trong khoang bung ctia chudt nhét. Nhin chung, khi
bung bi truong phinh va chira diy cb trudng, cac cb truéng ndy dugc gom lai tir chudt
nhit. Bing phuong phap nay, khing thé don dong c6 thé thu duwgc & ndng d6 bang

khoang 100 lan hoic cao hon ndng d6 trong dung dich nubi céy.
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Khang thé don dong thu duge barg phuong phap néu trén c6 thé duoc tinh sach
bang phuong phap duge md ta trong, vi du, Weir, D. M.: Handbook of Experimental
Immunology Vol. I, II, III, Blackwell Scientific Publications, Cxford (1978).

Khang thé don dong thu duogc tir d6 c6 tinh dic hi¢u khéng' nguyén cao dbi véi
HER2. Vi du vé khang thé don dong theo sing ché c6 thé bao gbm, nhu'ng khong b1
gi6i han &, khang thé don dong ctia chudt nhat 4D5 (ATCC CRL 10463).

(h) Phén tich khang thé don dong

Isotyp va l6p phu ctuia khang th8 don dong thu duge tir & trén ¢ thé duoc x4c
dinh nhu sau.

Trude tién, vi du vé phuong phép nhan dién bao gbm phuong phép Ouchterlony,
phuong phap ELISA, va phuong phap RIA.

Phuong phap Ouchterlony 1a phwong phap don gidn, nhung khi ndng do cta

khéng thé don dong thap, cin dén budc ngung tu.

Mit khac, khi st dung phuong phap ELISA hodc phuong phap RIA, bang cach
cho dich ndi bd mit ciia méi trudng nudi cdy phan tng truc tiép v6i pha rén dugc hép
phu khing nguyén va sir dung cac khéng thé tuong tng véi céc kiéu isotyp globulin
mién dich khac nhau va cic 16p phu & dang khang thé bac hai, isotyp va 16p phu cta

khang thé don dong c6 thé dugc nhan dién.

Ngoai ra, v6i phuong phap don gian hon, kit nhan dién c6 ban trén thi trudng (vi
dy, Mouse Typer Kit dugc san xuat boi Bio-Rad Laboratories, Inc.) hodc phuong phap
tuong tu cling co thé duogc st dung.

Tiép theo, viéc xac dinh dinh lugng protein co thé duoc thyuc hién bang phuong
phap Folin Lowry va phuong phap tinh dwa trén do hép thu & 280 nm (1,4 (OD 280) =
globulin mién dich 1 mg/ml).

Tiép fheo, ngay ca khi khang thé don dong duoc thu nhdn mdt cach riéng r& va
doc 1ap bing céch thyc hién lai céc bude tir (a) dén (h) trong (2), ¢6 thé thu dugc
khéng thé c6 hoat tinh gdy doc t& bao twong tw véi hoat tinh ciia khéng thé HER2 thu
dugce & bude (g). Lam vi du cho khang thé nay, khéng thé lién két véi cling epitop nhu
khéng thé HER?2 thu dugc & bude (g) c6 thé duge 1y 1am vi du. Néu khang thé don

dong dugc san xuAt méi lién két voi peptit mot phan hodc cau triic bic ba mét phan ma
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khéng thé khang HER?2 lién két véi, c6 thé x4c dinh ring khang thé don dong ny lién
két v6i cing epitop nhu khang thé khang HER2. Ngoai ra, bing céch x4c nhén ring
khéng thé don dong canh tranh véi khang thé khang HER?2 d6i véi lién két voi HER2
(ttrc 13, khang thé don dong G ché lién két gifta khang thé khdng HER2 vi HER2), c6
thé x4c dinh ring khang thé don dong nay lién két véi cung eptiop nhu khéng thé
khang HER2 ngay ca khi trinh ti hodc clu tric epitop cu thé khong x4c dinh duge.
Khi x4c nhan ring khang thé don dong lién két véi ciing eptiop nhu khéng thé khéng
HER?2, khéng thé don dong nay rit dugc mong doi 13 ¢6 4i luc lién két khang nguyén
hoic hoat tinh sinh hoc tuwong tu véi ai luc lién két khang nguyén ho#ic hoat tinh sinh
hoc cua khang thé khang HER2.

(3) Céc khang thé khic

Khéng thé theo séang ché khong chi bao gbm khang thé don dong khing HER2
néu trén ma con ca cac khang thé t4i t hop thu duoc béng su cai bién nhan tao cho
muc dich 1dm gidm tinh khang nguyén khac loai ¢ ngudi nhu khang thé kham, khéng
thé duge 1am cho twong thich véi ngudi va khang thé ciia ngudi. Céc khang thé nay ¢

thé duogc tao ra bing cach st dung phuong phap da biét.

Lam khang thé kham, khang thé trong d6 ving bién dbi va ving khong ddi cta
khéng thé thu dugc tir cac loai khic nhau, vi du, khang thé kham trong d6 ving bién
ddi cta khéng thé thu dugc tir chudt nhét hodc tir chudt cdng dugc gin véi ving khong
dbi cta khang thé thu duge tir ngudi c6 thé duoc 14y lam vi du (xem Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 81, 6851-6855, (1984)). Vi du vé khang thé kham theo sang ché c6 thé beo
gdm, nhung khong bi gi6i han cu thé &, khing thé kham 4D5 chira vimg khong doi
chudi ning ctia IgG1 hodc IgG2 clia nguoi.

Lam khéng thé duge 1am cho twong thich véi ngudi, khing thé thu dugc bing
cach két hop chi ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) véi khang thé thu duoc tlir nguoi
(xem Nature (1986) 321, pp. 522-525), va khang thé thu duoc bang cach ghép phan
gbc axit amin ctia khung cfing nhu trinh tw CDR véi khang thé ctia ngudi bang phwong
phap ghép CDR (WO 90/07861), va khang thé duoc lam cho tuong thich v6i nguoi st
dung phuong phap gy dot bién chuyén héa gen (US 5 821337) c6 thé duoc 1iy lam vi
du.

Thust ngit "mét vai" nhu dugc st dung trong ban md ta chi tir 1 dén 10, 1 dén 9,
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1dn8,1dén7,1dén6,1dén5,1dén4, 1 dén 3, hoic i hoic 2.

P& 1am phin thé axit amin trong ban mo t4, phan thé axit amin bao toan dugc wu
tién. Phin thé axit amin bao toan chi phin thé xuét hién trong nhém axit amin lién
quan dén mach bén axit amin. C4c nhém axit amin dugc wu tién 13 nhu sau: nhém cé
tinh axit (axit aspartic va axit glutamic); nhém c6 tinh bazo (lysin, arginin, va
histidin); nhém khéng phén cuc (alanin, valin, loxin, isoloxin, prolin, phenylalanin,
methionin, va tryptophan); va ho phén cuc khong mang dién tich (glyxin, asparagin,
glutamin, xystein, serin, threonin, va tyrosin). Cac nhém axit amin dugc uu ti€n hon la
nhu sau: nhém hydroxy béo (serin va-threonin); nhém chira amit (asparagin va
glutamin); »16m béo (alanin, valin, loxin, va isoloxin); va nhém thom (phenylalanin,
tryptophan, va tyrosin). Viéc thay thé axit amin nay t&t hon 13 ducc thye hién trong

pham vi khéng 1am giam céac déc tinh ctia co chat c6 trinh tu axit amin ban dau.

Béng cach két hop trinh tu c6 d6 twong ddng cao véi trinh ty axit amin chudi
nang néu trén voi trinh tyr ¢6 do tuong déng cao véi trinh tu axit amin chudi nhe néu
trén, c6 thé chon loc khang thé ¢6 hoat tinh sinh hoc twong tu véi hoat tinh sinh hoc
ctia mdi trong sb céc khang thé néu trén. D6 twong dong ndy thudng 14 twong ddng
80% hodc cao hon, tdt hon 1a tuong déng 90% hodc cao hon, tot hon nita 13 tuwong
dbng 95% hodc cao hon, t6t nht 1a twong ddng 99% hoidc cao hon. Ngoai ra, béng
cach két hop trinh ty axit amin trong &6 tir mot dén mot vai géc axit amin dugc thé,
duoc x6a hodc dugce bb sung trong trinh tu axit amin chudi ning hoic chudi nhe, ciing
c6 thé chon loc khang thé c¢6 hoat tinh sinh hoc tuong tw v&i hoat tinh sinh hoc ctia mdi
trong s6 cac khang thé néu trén. Thuit ngft "dd tuong ddng" nhu duoc st dl,ing trong

ban mé ta dugc st dung véi nghia gidng nhu "d6 ddng nhét".

Do tuong ddng giita hai trinh tu axit amin c6 thé dugc x4c dinh st dung céc
théng s6 mép dinh cua thuit toan Blast ban 2.2.2 (Altschul, Stephen F., Thomas L.
Madden, Alejandro A. Schaeffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb»Miller, Vi
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST va PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). Thuét toan
Blast ¢6 thé dugc st dung cid qua Internet bing céach tfuy cdp vao trang

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

Ngoai ra, khang thé theo sang ché bao gdm khéng thé ciia ngudi lién két véi
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HER2. Khéng thé cia ngudi khang HER2 chi khang thé cia nguoi chi ¢6 trinh tr ctia
khéng thé thu dugc tir bd nhidm sic thé clia ngudi. Khang thé cla ngudi khang HER2
c6 thé thu dugc bing phuong phap sit dung chudt nhit san xut khéng thé cta ngudi
c6 doan nhiém sic thé ciia ngudi chira céc gen chudi ning va chudi nhe ctia khéng thé
cua ngudi (xem Tomizuka, K. et al., Nature Genetics (1997) 16, pp. 133-143;
Kuroiwa, Y. et al., Nucl. Acids Res. (1998) 26, pp. 3447-3448; Yoshida, H. et al.,
Animal Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, pp. 69-73 (Kitagawa, Y.,
Matuda, T. and Iijima, S. eds.), Kluwer Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97, pp. 722-727, v.v.).

Chudt nhit san xuét khing thé ctia ngudi nay cé thé duoc tao ra cu thé nhu sau.
"Dong vat bién dbi gen trong d6 b gen chudi ning va chudi nhe ctia globulin mién dich
no6i sinh duge 1am gdy, va thay vao d6, 6 gen chudi ning va chudi nhe cfa globulin
mién dich ciia ngudi dwge dua vao nhd vecto nhidm sic thé nhan tao tir nim men
(YAC) hodc tuwong tu dugc tao ra b?ing cach tao ra dong vat mang gen bit hoat va

dong vat chuyén gen va cho cac con vét nay giao phoi véi nhau.

Ngoai ra, theo k§ thuat ADN t4i t5 hop, bang cach sit dung cADN ma héa mdi
trong sé chudi ning va chudi nhe clia khang thé cia ngudi, va tot hon 14 vecto chira
cADN, c4c t& bao c6 nhan chuén dugc bién nap, va té bao bién nap san xuit khang thé
don dong t4i t& hop ctia ngudi duge nudi cdy, nhd d6 khang thé con ¢ thé thu dugce tir
dich ndi bé mit ctia moi trudong nudi cay.

Trong ban md ta, d& lam vat chi, vi dy, cac t& bao nhan chun, t6t hon 1a céc t
bio ddng vat c¢6 vl nhu céc t& bio CHO, lympho bao, hoic céc té bao u tiy c6 thé
dugc str dung.

Ngoa: ra, phuong phép thu nhin khang thé ctia ngudi thu duoc tir viéc boc 16 trén
thé thyc khudn duogc chon tir thu vién khang thé cua nguoi (xem Wormstone, I. M. et
al., Investigative Ophthalmology & Visual Science. (2002) 43 (7), pp. 2301-2308;
Carmen, S. et al., Briefings in Functional Genomics and Proteomics (2002), 1 (2), pp.
189-203; Siriwardena, D. et al., Ophthalmology (2002) 109 (3), pp. 427-431, etc.)
ciing d3 biét.

Vi dy, phuong phép bdc 16 trén thé thuc khuén trong d6 ving bién dbi ctia khang

thé cta ngudi duoc biéu hién trén bé mit cta thé thyc khuin & dang khang thé chudi
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don (scFv), va thé thuc khudn lién két véi khang nguyén dugc chon (Nature

Biotechnology (2005), 23, (9), pp. 1105-1116) c6 thé duogc st dung.

Bing cach phén tich gen cta thé thye khudn da dugc chon dya trén sy lién két
v6i khang nguyén, c6 thé x4c dinh trinh tt ADN m3 héa ving bién d6i khéang thé cia
ngudi lién két voi khéng nguyén.

- Néu trinh tw ADN cua scFv lién két v&i khang nguyén duogc xac dinh, c6 thé thu
duoc khang thé ctia nguoi béng cach chuén bi vecto biéu hién chira trinh tu nay va dua
vecto ndy vao vét chi thich hgp dé biéu hién né (WO 92/01047, WO 92/20791, WO
93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438, WO95/15388; Annu. Rev.
Immunol. (1994) 12, pp. 433-455, Nature Biotechnology (2005) 23 (9), pp. 1105-
1116).

Mdt vi du vé chi s6 khac dé st dung trong viéc so sanh cac tinh chét cua khéng
thé 13 d6 &n dinh cua cac khang thé c6 thé dugc ldy lam vi du. Méy do nhiét luong
quét vi sai (differential scanning calorimetry - DSC) 1a thiét bi c6 kha ning do nhanh
va chinh x4c nhiét d6 didm gitta 1am bién tinh nhiét (Tm) dugc si dung lam chi s6
thich hop ctia d6 on dinh hinh dang tuong d6i cua protein. Bing cach do cac gia tri Tm
stt dung DSC VA so sanh cac gid tri ndy, sy chénh léch vé d6 dn dinh nhiét c6 thé duoc
so sanh. Pugc biét ring d6 on dinh bao quan cta céc khang thé cho thdy mdi twong
quan nhit dinh véi d6 6n dinh nhiét clia cac khang thé (Lori Burton, et. al,
Pharmaceutical Development and Technology (2007) 12, pp. 265- 273'), va khang thé
duoc wu tién ¢6 thd dugc chon bing cach sit dung d6 6n dinh nhidt 1ém cki s6. Vi du
vé céac chi sb khac d chon loc cac khang thé bao gdm cac d4u hiéu sau: hiéu suét
trong t& bao chii thich hgp cao; va tinh két tu trong dung- dich nuéc thdp. Vi dy, khéng
thé thé hién hiu suit cao nhat khéng phai Itic ndo ciing thé hién d6 én dinh nhiét cao
nhét, va do d6, cin chon loc khéng thé thich hop nhét d& st dung cho ngudi bing cach

12m d4anh gi4 toan dién dya trén cac chi sO néu trén.

Theo sang ché, bién th dwoc cai bién ciia khang thé cling duge bao gom. Bién
thd duoc c2i bién chi bién thé thu dugc bing céch cai bién khing thé theo séng ché
b%mg phimng phap hoéa hoc hodc sinh hoc. Vi du vé bién thé duoc cai bién héa hoc bao
gdm bién thé dugc cai bién héa hoc bing cach lién két gbc hoa hoc véi khung axit

amin, bién thé dugc cai bién héa hoc bang chudi hydratcacbon lién ket & vi tri N hodc
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lién két & vi tri O, v.v. Vi du vé bién thé duoc cai bién sinh hoc bao gdm bién thé thu
duoc bang s cai bién sau dich mi (nhu glycosyl héa lién két & vi tri N hodc lién két &
vi tri O, x1r 1y, kht’_r émit, isome hoa diu N hoic dau C clia axit aspartic, hoic oxy hoa
methionin), va bién thé trong d6 gbc methionin dugc bd sung vao diu N can dugc biu
hién trong 1& bao chii khéng nhan. Ngoai ra, khang thé dugc danh dAu d& c6 thé phat
hién hodc phén tach khang thé hodc khéng nguyén theo séng ché, vi du, khang thé
duge danh diu bing enzym, khang thé dugc dénh ddu huynh quang, va khéng thé
duoc danh diu 4i luc ciing duoc bao gdm trong dinh nghia vé bién thé dugc cai bién.
Bién thé duoc cai bién ctia khéng thé theo sang ché hitu ich @& cai thién d¢ 6n dinh va
su luu lai trong méau cta khang thé, 1am giam tinh khéng nguyén cua nd, phat hién

hodc phéan tach khang thé hoic khang nguyén, va twong tu.

Ngoai ra, bing cach didu chinh s cai bién glycan lién két véi khang thé theo
sang ché (glycosyl hoa, khi fucosyl, v.v.), c6 thé ting cuong hoat tinh gay doc t& bao
phu thudc khéng thé. V& k¥ thuat diu chinh sy cai bién glycan clia khéng thé, WO
99/54342, WO 00/61739, WO 02/31140, v.v. 14 d3 biét. Tuy nhién, k§ thuat nay khong
bi gidi han & dé. Trong khéng thé theo sang ché, khéng thé trong d6 su cai bién glycan

duoc diéu chinh ciing dugc bao gom. .

Trong trudng hop khang thé dugce tao ra bang cach trude tién 1a préin tach gen
khang thé va sau d6 dua gen nay vao vat chu thich hop, viée két hop vat chu thich hop
va vecto biéu hién thich hop c6 thé duoc str dung. Vi du cu thé ctia gen khang thé bao
gém su két hop ctia gen mé hoéa trinh ty chudi ning cua khang thé duoc néu trong ban
mé ta va gen m4 héa trinh tw chudi nhe ctia né. Khi té bao chi duge bién nap, c6 thé
cai gen trinh tw chudi niing va gen trinh ty chudi nhe vao cling vecto biéu hién, va ca

vao cac vecto biu hién riéng bi€t khac.

Trong treong hop céc t€ bio c6 nhan chudn dugc st dung 1am vat chil, cac té bao
dong vat, t& bao thuc vat, va vi sinh vat c6 nhin chuan cé thé dugc st dung. Déi voi
céc t& bio dong vat, cac & bao dong vét c6 vi, vi dy, cdc t& bao COS cua khi
(Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pp. 175-182, ATCC CRL-1650), cac nguyén bao sgi
ctia chudt NIH3T3 (s6 ATCC CRL-1658), va ching thi€u hut dihydrofolat reductaza
(Urlaub, G. va Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pp. 4126-4220)
cua cac téAba‘lo budng tring chudt ddng Trung Qudc (cac té€ bao CHO; ATCC: CCL-

61) c6 thé dugc lay 1am vi du.
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Trong trudng hop céc t& bao khong nhan ducc sir dung, vi du, Escherichia coli

va Bacillus subtilis c6 thé duoc léy lam vi du.

Béng c4ch dua gen cta khang thd mong mudn vio céc t& bao nay thong qua sy
bién nep, va nudi cdy in vitro cac t€ bio dugce bién nap nay, c6 thé thu dugc khang thé
nay. Trong phuong phap nudi ciy néu trén, doi khi hiéu sudt c6 thé thay ddi tly vao
trinh tu cua khang thé, va do d6, c6 thé chon loc khang thé dugc san xuét d& dang &
dang duoc phdm bing cach st dyng hidu suét Jam chi sé trong s6 cac khang thé c6
hoat tinh lién két tuong dwong. Do d6, trong khang thé theo sang ché, khang thé thu
dwoc bang phuong phép sén xuét khang thé, dugc dic trung boi viéc bao gdm bude
nudi cdy té bao chit da duoc bién nap va bude thu gom khéang thé mong mubn tir san

pham nudi cdy thu dugc trong budc nudi cdy cling dugc bao gom.

Dugc biét ring gbc lysin & ddu carboxyl ctia chudi ning cua khang thé duoc tao
ra & t& bao dong vat c6 vii dd dugc nudi cdy dugc x6a (Journal of Chromatography A,
705: 129-134 (1995)), va ciing biét rang hai gbc axit amin (glyxin va lysin) & dau
carboxyl ctia chudi ning cta khing thé dugc tao ra & t& bao dong vat c6 vi duge x6a
va gde prolin dugc bd tri méi & dAu carboxyl dugc amit héa (Analytical Biochemistry,
360: 75-83 (2007)). Tuy nhién, viéc x6a va cai bién trinh tu chu5i4nefmg khong anh
huéng dén 4i luc lién két khang nguyén va chirc ning thuc hién (su hoat héa bd thé,
ddc tinh t& bao phu thudc khang thé, v.v.) ctia khang thé. Do d9, trong khang thé theo
sang ché, khang thé dugc dua qua budc cai bién vérdoan mang chirc cia khang thé
cling dugc bao gém, va bién thé xo6a trong d6 mot hoic hai axit amin dugc x6a & dau
carboxyl ctia chudi niing, bién thé thu dugc bing budc amit héa bién thé x6a (vi du,
chudi ning trong d6 gdc prolin diu carboxyl dwoc amit héa), va cac bién thé tuong tu
cling dugc bao gbm. Kiéu bién thé x6a c6 sy xéa & dau carboxyl ctia chudi ning cta
khang thé theo sing ché khong bi gi¢i han & céc bién thé trén midn 12 4i luc lién két
khang nguyén va chirc ning thuc hién duoc bao toan. Hai chudi ning chu thanh néa
khéng thé theo sang ché c6 thé 12 mot loai dugc chon tir nhém chira chubi ning c6
chidu dai déy d0 va bién thé x6a néu trén, hoic c6 thé 13 hai loai két hop dugc chon tir
d6. T5 16 sb luong ctia mbi bién thé xda c6 thé duge tic dong béi loai té bao dong vat
¢6 vl dugc nudi cdy san xuit khang thé theo sing ché va céc didu kién nudi chy, tuy
nhién, trudng hop mot gbc axit amin & dAu carboxyl dugc x6a & ca hai chudi ning

chita c4c thanh phdn chinh trong khang thé theo sang ché c6 thé dugce 14y lam vi du.
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V& isotyp cta khang thé theo sang ché, vi dy, IgG (IgGl, IgG2, IgG3, 1gG4) ¢6

thé duoc ly lam vi du, va t6t hon 14 IgG1 hodc IgG2 c6 thé ducc 1ay 1am vi du.

V& hoat tinh sinh hoc cua khéng thé, thong thudng, hoat tinh lién két khang
nguyén, hoat tinh nhap ndi vao cic té bio bidu hién khing nguyén bang cach lién két
v6i khang nguyén, hoat tinh trung hoa hoat tinh cia khang nguyén, hoat tinh ting
cudmg hoat tinh cua khang nguyén, hoat tinh gdy doc t& bao phu thudc khang thé
(ADCC), hoat tinh gy ddc t& bao phu thudc bd thé (CDC), va sy thyuc bao dugc diéu
bién bdi t& bao phu thudc khang thd (ADCP) c6'thé dugc 14y 1am vi dy. Hoat tinh sinh
hoc ctia khang thé theo sang ché 12 hoat tinh lién két v6i HER2, va tdt hon 12 hoat tinh
nhép ndi vao céc té bio biéu hién HER2 bang cach lién két véi HER2. Ngoai ra, khang
thé theo sang ché c6 thé c6 hoat tinh ADCC, hoat tinh CDC, va/hodc hoat tinh ADCP

ngoai hoat tinh nhép ndi vao céc t€ bao.

Khéng thé thu duoc c6 thé dugc tinh sach dén mitc dong nhat. Viéc phén téch va
tinh sach khang thé c6 thé dugc thuc hién béng céch st dung phuong phap phén tach
va tinh sach protein truyén théng. Vi dy, khéng thé c6 thé duoc phén tach va tinh sach
bing cach lua chon va két hop mot cach thich hop phuong phép sic ky cdt, loc, siéu
loc, két tiia muéi, thAm tach, dién di gel polyacrylamit didu ché, dién di diém ding
dién, va phﬁong phap tuong tu (Strategies for Protein Purification and
Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R. Marshak et al. eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1996); Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow
and David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), nhu:ng phuong phép nay
khong bi gidi han & do.

Vi du v& séc ky bao gdm séc ky 4i luc, sdc ky trao dbi ion, séc ky ky nuéc, sic ky

loc gel, sic ky pha dao, va sic ky hép phu.

C6 thé thuc hién sic ky ndy bang cach st dung séc ky ldng nhu HPLC hoic
FPLC.

V& c6t duoc st dung trong séc ky 4i luc, cot Protein A va cot Protein G ¢4 thé
duoc léy lam vi du. Vi dy, vé cot st dung cot Protein A, Hyper D, POROS, Sepharose
FF (Pharmacia Corporation) va cic cdt twong tu c6 thé duoc 14y 1am vi du.

Ngoai ra, béng cach st dung chit mang c6 khang nguyén dugc c¢b dinh t=én do,

khéng thé cling c6 thé dugc tinh sach bing cach st dung tinh chat lién két ctia khang
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thé véi khang nguyén.
Hop chét khang u

Hop chit khang u dugc lién hop véi thé lién hop khéng thé khang HER2-duoc
chit theo sang ché duoc giai thich. Hop chit khang u dugc sit dung theo séng ché
khong bi gidi han cu thé vé6i didu kién né 13 hop chit c6 tac dung khang u va nhéfn
phén tir thé hosc cAu tric mot phan cho phép gén véi ciu tric thinh phin lién két. Khi
mdt phin hodc toan bd thanh phin lién két bi cit trong c4c t& bao khdi u, gbc hop chét
khang u duoc gidi phong dé thd hién tic dung khang u cla hop chét khang u. Khi
thanh phin lién két bi cit & vi tri gém v6i duge chit, hop chéit khang u dugc giai phéng
trong céu tric khong bi cai bién dé thé hién tac dung khing u bén trong cta né.

V& hop chét khang u dugc stt dung trong séng ché, t6t hon 1a exatecan (((1S,9S)-
1-amino-9-etyl-5-flo-2,3-dihycro-9-hydroxy-4-metyl-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3’,4°:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-10,13(9H,15H)-dion; dugc thé
hién trong cong thirc duéi ddy), mot trong s6 cac din xudt camptothecin, c6 thé dugc

st dung.

(Cong thuc 14)

Mic du ¢6 tac dung khang u xudt sic, exatecan van khéng duoc ban trén thi
truong 1am thude khang u. Hop chét nay c6 thé d& dang thu dugc bing phuong phép
d3 biét va nhom amin & vi tri 1 t6t hon 13 ¢ thé duoc st dung 1am vi tri on voi ciu
trac thanh phin lién két. Ngoai ra, mic du exatecan ciing ¢6 thé dugc gidi phéng trong
céc té bao khéi u trong khi mét phan ctia thinh phén lién két vin gén vao d6, n6 1a hQ'p

chét thé hién tac dung khang u xuit sdc ngay ca & cau truc nay.

Do exatecan c6 cdu tric camptothecin, dugc biét ring trong moi trudng axit nudce
(vi dy, pH = 3 hodc tuong tu) thi can bang dich chuyén vé phia cAu tric c6 vong lacton

déng (vong déng), nhung trong méi trudng bazo nude (vi du, pH = 10 hodc tuong tyr)

-49-



30016

thi can bing lai dich chuyén vé phia cAu tric ¢6 vong lacton mé (vong md). Thé lién
hop thudc duge dua vao bing gdc exatecan tuong tng véi chu tic vong déng va cdu
tric vong m$ cling duge mong doi 1a cé cung tac dung khidng u va khong nhét thiét
phai néi ring cdu tric bit ky trong sd céc cdu tric nay déu nim trong pham vi clia

sang che.

Ngoai ra, vi du vé hop chit khang u c6 thé bao gcA)m doxorubicin, daunorubixir,
mitomyxin C, bleomyxin, xyclocytidin, vincristin, vinblastin, methotrexat, chat khéang
u gbc platin (cisplatin hodc cac din xuét clia no), taxol hodc cac dén xuit ciia né, va
cac camptothecin khic hogc cac din xuét ctia né (chét khang u dugc mod ta trong don

sang ché Nhat s6 6-87746).

Déi v6i thé lién hop khang thé-duoc chat, s lugng cac phan tir duge chat lign
hop v6i mdi phan tir khang thé 13 yéu t6 chii chét ¢ anh huong dén tinh hidu qua va
d6 an toan. Viéc san xudt thé lién hop khéng thé-dugc chit duoc thue hién bang cach
xéc dinh céc diéu kién phan Gng bao gdm lwong nguyén lidu thd va chit phan tng
dwoc st dung dé phan ing dé c6 sé lugng khong ddi cac phén tir duge chét lién hop.
Hbn hop chira s§ lwgng cc phén tir duge chét lién hop khac nhau thudng thu duoc
khéng gidng nhu phan tng héa hoc ctia hgp chit c6 phén tir luong thap. Luong dugc
chét dugc lién hop trong phén tir khéang thé dugc biéu hién hogic dugc chi ra boi gid tri
trung binh, tic 13, sb phén tir dugc chét lién hop trung binh. Trir khi dwgc nﬁé ta cu thé
khac, sb luong phan tir dugc chét lién hop nghia 13 gi tri trung binh loai trir tru(‘mg
hop trong d6 n6 14 thé lién hop khang thé-dugc chat c6 lugng cu thé céc phan tir dugc
chét lién hop dugc bao gdm trong hdn hop thé 1ién hop khang thé-dugc chat cé sb

lugng cac phén tir duge chat lién hop khac nhau.

S6 lugng cac phan tir exatecan lién hop voi phan tir khang thé 13 kiém soét duoc,
va & dang s6 phan tir dugc chat lién hop trung binh véi mi phar. tir khéng thé, khoang
1 dén 10 exatecan c6 thé duoc gén. Tét hon 13, n6 12 2 dén 8, va t6t hon nita 13 3 dén 8.
Trong khi d6, ngudi c6 trinh d trong linh vuc ndy c6 thé thiét ké phan ung lién hop
gitta s6 lugng phan tir dugc chit can thiét voi phan tir khang thé dwa trén mo ta vé céc
vi du thyc hién sang ché va co thé thu duoc thé lién hop khang thé-dugc chit dugce lién

hop véi s6 lugng céc phén tir exatecan dugc kiém soat.

CAu trac thanh phén lién két
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Pbi véi thé lién hop khang thé khang HER2-dugc chét theo sing ché, cdu tric
thanh phin lién két dé cho hop chét khéang u lién hop véi khang thé khang HER2 duoc
giai thich. Thanh phan lién két cé cAu tric c6 cdng thirc nhur sau:

-L!-L2-L »-NH-(CH2)n!-L3-(CH2)n?-C(=0)-.
Khéng thé dugc gén véi diu L! (dAu dbi dién véi thanh phan L?), va hop chét khang u
dugc gén véi nhém cacbonyl ctia géc -L2-(CH2)n2-C(=0)-

n! 12 s6 nguyén tir 0 dén 6 va t6t hon 13 s6 nguyén tir 1 dén 5, va t6t hon nita 13 tir
1 dén 3.

1. L!
L! dugc bidu dién bing cu tric sau:
~(Suxinimit-3-yl-N)-(CH2)n3-C(=0)-.
Trong cdu trac trén, n’ 13 s& nguyén tir 2 dén 8, "~(suxinimit-3-yl-N)-" c6 cAu tric
dugc thé hién bang cong thirc sau: '

(Cong thuce 15)

o

O

Vi tri 3 clia cAu tric mot phin néu trén 13 vi tri lién két véi khang thé khéng
HER?2. Lién két véi khéng thé & vi tri 3 dugc dic trung béi lién két v6i sy hinh thanh
thioete. Nguyén tir nito & vi tri 1 clla nhém cAu trac duge gén voi nguyén tir cacbon
cia metylen c6 mat trong thanh phan lién két bao gdm céu tric ndy. Cu thé, -
(suxinimit-3-yl-N)-(CH2)n3-C(=0)-L2- 13 c4u tric duge thé hién bing cong thirc sau
(trong ban mo 3, "khang thé-S-" thu duge tir khang thé).

(Céng thirc 16)

. 0]
Khéng thd -
N (CH,)n*-C(=0)-L.2-

o)

Trong cdng thirc ndy, n® 14 s6 nguyén tir 2 dén 8, va tbt hon 1a tir 2 dén 5.
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Vi du ru thd v& L! ¢6 thé bao gdm:
(Suxinimit-3-yl-N)-CH,CHa-C(=0)-,
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH,CH,CHa-C(=O)-,
_(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH,CHCHy-C(=O)-, va
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CH,CH,CH>CHa-C(=O)-.
2. L?
L2 dugc biéu dién bang cdu tric sau:
“NH-(CH2CH-O)n*-CH,CH,-C(=0)-,
1.2 ¢6 thé khéng c6 mit, va trong trudng hop ndy, L? 14 lién két don. n* 13 s6 nguyén tir
1 dén 6, v2 tbt hon 1a tir 2 dén 4. L2 dwoc gén véi L! & nhém amin dAu tin ctia nd va
duoc gén véi LP & nhém cacbonyl cia n6 & du con lai.
Vi du cu thé v& L2 ¢6 thé bao gdm:
“NH-CH;CH,-O-CH;CHy-C(=0)-,
-NH-CH,CH>-O-CH,CH>-O-CH,CH»-C(=0)-,
-NH-CH,CH>-O-CH2CH>-0-CH2CH2-O-CH>CH»-C(=0)-,
-NH-CH>CH-0O-CH2CH>-0-CH2CH>-O-CH2CH»2-O-CH2CH2-C(=0)-,
-NH-CH,CH,-0-CH,>CH;-0-CH2CH»-O-CH>CH>-O-CH2CH»2-O-CH,CH>-C(=0)-,
-NH-CH,CH,-0-CH2CH,-O-CH>CH»-O-CH2CH»>-O-CH>CH>-O-CH>CH»-O-CH>CHo-
C(=0)-.
3.L°

LP 1a gbc peptit chita tir 2 dén 7 axit amin. Cu thé, n6 chira géc oligopentit trong
d6 2 dén 7 axit amin duogc lién két bai lién két peptit. L? duoc gin véi L2 & ddu N ca
né va dugc gin véi nhém amin cta gde -NH-(CHz)n!-L3-(CH2)n>-C(=C)- cia thanh
phan lién két & diu C cua n6. § ddy, thuat ngit "gdc peptit" hogc "gdc oligopeptit" 1a
nhém thu duge tir peptit chira hai hojc nhiéu gbc axit amin va chi nhém héa tri hai c6
dAu N va ddu C 14 cac vi tri gan.

Axit amin tao nén LP trong thanh phan lién két khong bi giéi han cy thé, tuy

nhién, vi du ctia n6 bao gém L- hodc D-axit amin, tot hon 1a L-axit amin. Va, n6 c6 thé
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13 axit amin c6 cdu trac nhu B-alanin, axit g-aminocaproic, hodc axit y- aminobutyric
ngodi a-axit amin, ngodi ra, nd c6 thé 1a axit amin ki€u khong ty nhi€n nhu axit amin

N-metyl hoa.

~ Trinh ty axit amin ctia L* khong bi giéi han cu thé, nhung vi du vé axit amin céu
triic ndy bao gdm phenylalanin (Phe; F), tyrosin (Tyr; Y), loxin (Leu; L), glyxin (Gly;
G), alanin (Ala; A), valin (Val; V), lysin (Lys; K), xitrullin (Cit), serin (Ser; S), axit
glutamic (Glu; E), va axit aspartic (Asp; D). Trong s6 cAc axit amin nay, cac vi du
dugc vu tién bao gdm phenylalanin, glyxin, valin, lysin, xitrullin, serin, axit glutamic,
va axit aspartic. Tir c4c axit amin ndy, LP ¢6 trinh tu axit amin tly y dugc chon c6
hodc khong cé cac phﬁn chéng lép 6 thé duogc tao cu tric. Tuy vao kiéu axit amin,
kidu gidi phong dugc cht c6 thé duoc kidm sodt. S& axit amin c6 thé nim trong

khoang tir 2 dén 7.
Vi du cu thé v& LP ¢6 thé bao gdm
-GGF-,
-DGGF-,
-(D-)D-GGF-,
-EGGF-,
-GGFG-,
-SGGF-,
-KGGF-,
;DGGFG-,
-GGFGG-,
-DDGGFG-,
-KDGGFG-, va
-GGFGGGF-.
Trong cac gbc néu trén, "(D-)D" 14 axit D-aspartic.

Vi du duoc dic biét uu tién v& LP dbi v6i thé lién hop khang thé-dugc chét theo

sang ché co thé bao gdbm gbc tetrapeptit -GGFG-.
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4, L*~(CHy)n2-C(=0)-

L2 trong L3-(CH,)n?-C(=0)- 1a cAu triic ctia -O- hoic lién két don. n? Ia s nguyén

tir 0 dén 5, t6t hon 13 tir 0 dén 3, va tot hon nita 13 0 hodc 1.
Vidu vé L;-(CHz)nz-C(=O)- 6 thé bao gdm céc ciu tric sau:
-0-CHz2-C(=0)-,
-0-CH2CH2-C(=0)-,
-0O-CH2CH2CH,-C(=0)-,
-0O-CH,CH>CH,>CH,-C(=0)-,
-O-CH2CH>CH>CH>CH2-C(=0)-,
-CH»z-C(=0)-,
-CH2CH2-C(=0)-,
-CH,CH2CH>-C(=0)-,
-CH,CH,CH>CH>-C(=0)-,
-CH,CH,CH,CH>CH>-C(=0)-,
-0-C(=0)-.
Trong sb nay,
-0-CH2-C(=0)-,
-0O-CH,CH,-C(=0)-,
-0-C(=0)-,
hoc tradng hop trong d6 L2 13 lién két don, va n? bing 0 dugce wu tién.

Vi du cu thé v& cdu tric duge bidu dién bing -NH-(CHz)n'-L?-(CHz)n*- C(=0)-

clia thanh phan lién két c6 thé bao gom:
-NH-CH»-C(=0)-,
-NH-CH,CH>-C(=0)-,
-NH-CH,-0-CH-C(=0)-,

-NH-CH2CH»-O-CH2-C(=0)-,
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-NH-CH>CH2CH,-C(=0)-,
-NH-CH>CH2CH2CH»-C(=0)-,
-NH-CH>CH>CH>CH,CH>-C(=0)-,
-NH-CH,-O-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-O-C(=0)-,
-NH-CH>CH2CH»-O-C(=0)-,
-NH-CH>CH>CH,CH,-0O-C(=0)-.

Trong sb céc céu triic ndy,
-NH-CH2CH,CH»-C(=0)-,
-NH-CH»-O-CH>-C(=0)-,
-NH-CH2CH-O-CH2-C(=0)-
duoc vu ti€n hon.

Trong thanh phén lién két, chi¢u dai mach ctia -NH-(CHz)n!-L*~(CH2)n?>- C(=O)-
t6t hon 13 chidu dai mach c6 tir 4 dén 7 nguyén ti¥, va t&t hon nita 14 chidu dai mach c6
5 hodc 6 nguyén tur.

Vi thé lién hop khang thé khang HER2-duge chét theo sang ché, khi né dugc
chuyén vao bén trong céac t& bao khdi u, dugc cho thiy 1a gbc lién két duoc cét va din
xuét duge chit ¢6 cdu trac duoge bidu dién bang NH,-(CHz)n!-L3-(CH2)n?-C(=0)-(NH-
DX) dugc giai phéng @& bicu hién tac dung khéng u. Vi du vé& dan xuét khang u thé
hién tac dung khang u bing cach giai phong tir thé lién hop khéng thé-duge chit theo
sdng ché bao gdm din xuit khéng u c6 nhém clu trtic trong d6 ddu cta cau tric niy
duoc bidu difn bing -NH-(CH2)n!'-L2-(CH2)n%-C(=0)- clia thanh phan lién két c6
nhém amin, va cac céu tric duge dic biét wu tién bao gém céc cAu tric sau.
NH2-CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),

NH»-CH>CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),
NH-CH;-0-CHa-C(=0)-(NH-DX),
NH»-CHCH,-O-CH»-C(=0)-(NH-DX).

Trong khi d6, truong hop 1a NHz-CH>-O-CH2-C(=0)-(NH-DX), dugc khéng
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dinh ring, vi cAu trac dong vt trong phan tir ndy khong 4n dinh, n6 14n nita bi tuw phan
ly @ giai phong nhém HO-CH,-C(=0)-(NH-DX). Céc hop chit ndy tét hon 1a ciing c6
thé duogc st dung 1am chét trung gian san xuét cta thé lién hop khang thé- duoc chat
theo sang ché.

Déi véi thé lién hop khéng thd-dugc chét theo sang ché trong d6 exatecan dugc
stt dung 1am thudc, wu tién nhém chu trac duge chat-thanh phan lién két (-L!-L2-LP-
NH-(CHa2)n'-L2-(CH2)n%-C(=0)-(NH-DX)) c6 cAu triic sau dugc gin véi khang thé. S5
lwong nhém cu triic duge chét-thanh phin lién két dugc lién hop trung binh véi mdi
phén tir khang thé c6 thé bang tir 1 dén 10. T6t hon 13, s6 luong nay 13 tir 2 dén 8, va
tdt hon nita 12 tir 3 dén 8.
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
-(Suxinimit-3 -yl-N)-CHzCHz-C(=O)-GGFG-NH—CHzCHzCHz-C(=O)-(NH—DX),
-(Suxinirnit—3-yl-N)-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHz-C(ﬁO)-(NH-
DX),

-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH2CH2CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-
(NH-DX),

-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH>CH>CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2CH2CHa-
C(=0)-(NH-DX),

-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH>CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH-O-CH2-C(=0)-
(NH—DX)>

-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX),

~(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH>CH,CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-0-C(=0)-(NH-
DX),
~(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH»-C(=0)-NH-CH2CH>-O-CH2CH»-O-CH2CH2-C(=O0)-
GGFG-NH-CH2CH>-C(=0)-(NH-DX),
~(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH,CH,- O-CH>CH,-O-CH>CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),

_(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CHyCH,-O-CH>CH-O-CH>CH;-O-
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CH2CH>-O-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH»-C(=0)-(NH-DZJ),
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH>-O-CH2CH»-O-CH2CH2-O-
CH>CH,-0-CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-DX).

Trong sb nay, dwoc wu tién hon 12 cic gbc sau.
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH>-C(=0)-(NH-DX),
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>CH»-C(=0)-
(NH-DX),

-(Suxinimit-3-y1-N)-CH>CH>CH2CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH»-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX),

-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH2CH>CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX), |
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH>CH>CH,CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH:CH»-O-C(=0)-(NH-
DX), |
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH»-C(=0)-NH-CH2CH»-O-CH2CH,-O-CH2CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)~(NH-DX),
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH»-C(=0)-NH-CH2CH»-O-CH2CH2-C-CH2CH>-O-
CH,CH;-0-CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,CH»-C(=0)-(NH-DX).

Duogc dic biét uu tién 1a cac géc sau.
~(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH>CH2CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH»-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX),
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH>CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX),
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH2CH>-O-CH2CH-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH»-C(=0)-(NH-DX).

Véi cAu trac thanh phin lién két d€ lién hop khang th8 khang HER?2 va duoc chit
trong thé lién hop khéng thé-dugc chét theo sang ché, thanh phan lién két duoc wu tién
¢6 thé duoc tao cAu tric bing cach gén cac chu trac duge wu tién duge thé hién véi
m3i phin ctia thanh phin lién két d& duoc giai thich & trén. V& cAu tric thanh phan lién

két, t6t hon 1a c4c thanh phan lién két c6 cAu tric sau ddy c6 thé dugc st dung. Trong
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@6, dAu bén trai clia cac cAu tric ndy 1 vi tri lién két véi khang thé va ddu bén phai la
vi tri lién két v&i duge chit.
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-C(=O)-,
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,CHz-C(=0)-, -
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH>CH,CH,CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-C(=0)-,
(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CHCH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHCH,-C(=0)-,
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH,CH>CH,CH,CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2CH2CH2CH,-
C(=0)-,

~(Suxinimit-3-yl-N)-CHCH,CH,CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0O-CH,-C(=0)-,
(Suxinimit-3-yl-N)-CH,CH2CH;CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-0-CHz-C(=0)-,
-(Suxinimit-3-yl-N)-CHCH2CHCH>CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-0-C(=O)-,

(Suxinirit-3-y1-N)-CH2CHy-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CHaCHy-O-CH2CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-,

~(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CHy-C(=0)-NH-CH,CH,-0-CH2CHa-0-CHoCH,-C(=0)-
GGFG-NH-CHCH,CH2-C(=0)-,

-(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CHaCH,-O-CH>CH3-O-
CH,CH,-O-CH;CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH>-C(=O)-,

_(Suxinimit-3-y1-N)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH,CH;-0-CH,CH,-0-CH2CHa-O-
CH,CHa-0-CH>CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH2CH,-C(=O)-.

Trong s6 ndy, dwoc uvu tién hon 1a céc gbc sau.
-(Suxinimit-3-y1-N)-CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH,-C(=0)-,
~(Suxinimit-3-y!-N)-CH,CH,CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CHCH2CH,-C(=0)-,
“(Suxinimit-3-y1-N)-CH,CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH-O-CH-C(=0)-,
-(Suxinimit-3-yl-N)-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CH2CH2-O-CHz-C(=O)-,
-(Suxinimit-3 -yl-N)-CH2CH2CH,CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-0-C(=0)-,

-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH2CH>-O-CH2CH2-0-CH2CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH>-C(=0)-,
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-(Suxinimit-3-yl-N)-CH>CH»-C(=0)-NH-CH2CH-O-CH2CH2-O-CH2CH>-O-
CH,CH>-O-CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH>CH»-C(=0)-.

Cac géc sau dugc dic biét wu tién:
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;-0-CH2-C(=0)-,
-(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-0-CH>-C(=0)-,
~(Suxinimit-3-yl-N)-CH2CHz-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH2CH>-O-CH2CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-.

Phuong phép san xuét

Tiép theo, cac giai thich dugc dua ra dbi véi phuong phép san xuét tiéu bidu thé
lién hop khang thé-dwoc chét theo séng ché hodc hop chét trung gian san xut cta né.
Trong khi @6, céc hop chit dwgc mé ta dudi ddy véi sb hop chét duge thé hién trong
mdi cong thic phan img. Cu thé, ching duoc d& cép dén 13 "hop chit c6 cong thirc
(1)", "hop chat (1)", hodc tén goi twong tw. Hop chét c6 sb khac sb trén cling dugec md
ta tuong tu.
1. Phuong phép san xuét 1

Thé lién hop khéng thé-dugc chit dugc biéu dién bing cong thirc (1) trong d6
khang thé dugc gin véi cAu trac duge chét-thanh phén lién két qua thioete c6 thé duoc
san xuét bang phuong phap sau, vi du.

(Cong thirc 17)

AB

L¥-L2-LP-NH-(CH,)n"-L2-(CH,)n2-C(=0)-(NH-DX) 3a AB-L-L2-LP-NH-(CH,)n'-L3(CH,)n?-C(=0)-(NH-DX)

2 1

(Trong cong thirc, AB 14 khang thé ¢6 nhém sulfhydryl, va L' biéu dién chu triic thanh
phan lidn két L! trong d6 dAu thanh phan lién két 1a nhém maleimityl (cong thire duge
thé hién dudi day)

(Céng thirc 18)
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(trong cOng thirc ndy, nguyén t nito 13 vi tri lién két), va cu thé 13 nhém trong d6 gbe
~(suxinimit-3-yl-N)- trong -(suxinimit-3-yl-N)-(CH2)n*>-C(=0)- cta L! 1& nhém

maleimityl. Ngoai ra, -(NH-DX) 13 c4u tric dugc thé hién bang cong thirc sau:

(Cong thurc 19)

va n6 13 nhém thu duoge bang cach loai bé mét nguyén tir hydro clia nhém amin & vi tri

1 cua exatecan.)

Ngoai ra, hop chét ¢ cong thirc (1) trong cong thirc phan Umg néu trén c6 thé
duoc hidu 1a cAu tric trong d6 mot nhém céu triic tir duge chit trong tng véi diu
thanh phan lién két gén v6i mot khang thé. Tuy nhién, ddy chi 14 md ta dugc dua ra
nhdm muc dich cho sy thuin tién, va thuc té 14 c¢6 nhiéu truong hop trong d6 nhiéu
nhém cu t-uc duge gin véi mot phan tir khéng thé. Cach hiéu ray cling duoc 4p dung

d8 giai thich vé& phuong phap san xuit duge md ta dudi day.

Thé lién hop khéng thd-dugc chét (1) c6 thé duge sin xuét bang cach cho hop
chét (2), thu duoc nhd phuong phap dwge md ta dudi dy, phan Gng véi khéng thé (3a)
¢6 nhém sulthydryl.

Khéng thé (3a) c6 nhém sulfhydryl c6 thé thu dwoc bing phuong phép da biét
trong linh vyc nay (Hermansoﬁ, G.T, Bioconjugate Techniques, pp. 56-136, pp. 456-
493, Academic Press (1996)). Vi du bao gdm: chét phan ung Traut duoc cho phan Umg
v6i nhém amin cia khang thé; N-suxinimityl S-axetylthioalkanoat dugc cho phén tng
v6i nhém amin cta khang thé sau d6 cho phin tmg véi hydroxylamin; sau khi phan

tmg v6i N-suxinimityl 3-(pyridyldithio)propionat, khang thé duoc cho phan tGmg véi
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chit khir; khang thé dwgc cho phan tmg véi chit khir nhu dithiothreitol, 2-
mercaptoetanol, va tris(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP) d& khir lién két
disulfua & phén ban 18 trong khang thé dé tao ra nhém sulfhydryl, nhung khong bi gi6i

han & nhém nay.

Cu thé, bang cach st dung 0,3 dén 3 duong luqng mol cua TCEP lam chét‘ khtr
v6i mbi disulfua & phin ban 18 trong khang thé va cho phan tmg véi khéng thé trong
dung dich dém chra chét tao chelat, khang thé c6 disulfa duoc khir mét phin hodic
hoan toan & phén ban 1& trong khang thé c6 thé thu duge. Vi du v& chét tao chelat bao
gdm axit etylendiamin tetraaxetic (EDTA) va dxit diétylentriamin pentaaxetic (DTPA).
C6 thé stt dung chét nay & ndng d6 tir 1 mM dén 20 mM. Vi du vé dung dich dém cé
thé duge st dung bao gébm dung dich natri phosphat, natri borat, hodc natri axetat. Cu
thé, bing c4ch cho khang thé phan tng véi TCEP & nhiét d§ 4°C dén 37°C trong thoi
gian tir 1 dén 4 gid, c6 thé thu duge khang thé (3a) ¢6 nhém sulthydryl duge khir mot

phan hogc hoan toan.

Trong khi d6, bing c4ch tién hanh phan ‘g bd sung nhém sulfhydryl vao gbe
duoc chét-thanh phin lién két, gc dugc chit-thanh phan lién két c6 thé dugc lién hop
boi lién két thioete.

Bing cach sir dung 2 dén 20 dwong lugng mol ctia hop chét (2) véi mdi khéng
thé (3a) c6 nhém sulfhydryl, thé lién hop khéng thé-duge chét (1) trong d6 2 dén 8
phan tir dugc chét duoc lién hop véi mdi phén tir khang thé ¢6 thé duge tao ra. Cu thé,
thich hop 12 dung dich chira hop chét (2) duge hoa tan trong d6 duge bd sung vao
dung dich dém chira khang thé (3a) c6 nhém sulfhydryl d& phan tmg. Trong ban md ta,
céc vi dy vé dung dich dém c6 thé duoc sir dung bao gbém dung dich natri axetat, natri
phosphat, va natri borat. pH phan tmg 1a 5 dén 9, va t6t hon nita 13 phan ing dugc thuc
hién & d6 pH gin 7. Vi dy vé& dung méi dé hoa tan hop chét (2) bao gdm dung mdi hitu
co nhu dimetyl sulfoxit (DMSO), dimetylformamit (DMF), dimetyl axetamit (DMA),
va N-metyl-2-pyridon (NMP).

Thich hgp 1a dung dich dung méi hitu co chira hgp chét (2) dugc hoa tan trong d6
duge bd sung & ndng d6 1 dén 20% thé tich vao dung dich dém chira khang thé (3a) c6
nhém sulfhydryl d& phan tmg. Nhiét do phan tmg 14 tir 0 dén 37°C, t6t hon nita 12 tir 10
dén 25°C, va thoi gian phéan Umg la tir 0,5 dén 2 gid. C6 thé két thiic phan Gng bang
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cach lam v6 hoet tinh phan Uung cte hop chét chue phén tmg (2) v&i chit phan {mg
chira thiol. Vi du v& chit phan tmg chita thiol bao gém xystein va N-axetyl-L-xystein
(NAC). Cu thé, 1 dén 2 duong lugng mol cuia NAC duoc bd sung vao hop chét (2)
duoc st dung va, bing cach i & nhiét d6 trong phong trong tir 10 dén 3¢ phut, phan

{mg c6 thé dugc két thic.

Thé lién hop khing thé-dugc chét (1) da san xuét c6 thé, sau khi c6 dic, trao dbi
dém, tinh sach, va do ndng dd khang thé va sb lugng phan tir duge chét lién hop trung
binh v6i mi phén tiz khang thé theo quy trinh thong thudng dwoc néu dudi day, dugc
dem di nhén dién thé lién hop khang thé-duoc chit (1).

Quy trinh chung A: Nong d6 cta dung dich nuéc chira khang thé hozc thé lién hop
khang thé-dugc chat

B4 sung dung dich khang thé hodc thé lién hop khang thé-dwoc chét vao vat chira
Amicon Ultra (50.000 MWCO, Millipore Co.) va dung dich khang thé hoic thé lién
hop khéng thé-dugc chit duge b bing ly tim (ly tAm trong 5 dén 20 phut & toc do
2000 G dn 3800 G) bang cach st dung thiét bi ly tim (Allegra X-15R, Beckman
Coulter, Inc.).
Quy trinh chung B: Do ndng d6 khang thé

Bing cach st dung dau do UV (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc.),
viéc do ndng d6 khang thé dugc thuc hién theo phwong phap dugc xic dinh béi nha
san xuét. & thoi diém d6, hé sb hép thu & 280 nm khéc nhau v6i mdi khéng thé duoc
st dung (1,3 mLmg'cm™ d&n 1,8 mLmglem™).’
Quy trinh chung C-1: Trao dbi dém dbi véi khang thé

C6t NAP-25 (Cat. No. 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) sit dung
chét mang Ssphadex G-25 dugc lam cén bing bang dém phosphat (10 mM, pH = 6,0;
duge d& cip één 1a PBS6.0/EDTA trong ban md ti) chira natri clorua (137 mM) va
axit etylen diamin tetraaxetic (EDTA, 5 mM) theo phwong pkdp dugc x4c dinh bdi nha
san xuét. Dung dich nuéc chtta khéng +hé duogc st dung & lugag bang 2,5 mL cho cht
don NAP-25, va sau d6 phan (3,5 mL) duoc rira giai bing 3,5 mL PBS6.0/EDTA duoc
thu gom. Phan thu dugc duge cb bing quy trinh churig A. Sau khi do ndng d6 khéang
thé bing céch st dung quy trinh chung B, ndng d6 khang thé dugc diéu chinh dén 10
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mg/mL st dung PBS6.0/EDTA.
Quy trinh chung C-2: Trao dbi dém ddi véi khang thé

Cot NAP-25 (Cat. No. 17-0852-02, GE Healthcare Japan Corporation) su dung
chat mang Sephadex G-25 dugc 1am can bang bing dém phosphat (50 mM, pH = 6,5;
dwoc d& cip dén 13 PBS6.5/EDTA trong ban md ta) chtra natri clorua (50 mM) va
EDTA (2 mM) theo phuong phap dugc xac dinh bdi nha san xuht. Dung dich nuéc
chua khang thé duogc sir dung & luong béﬁg 2,5 mL chc cot don NAP-25, bva‘t éau d(’)
phdn (3,5 mL) dugc rira gidi bing 3,5 mL PBS6.5/EDTA dugc thu gom. Phan thu
duge dugc cb bing quy trinh chung A. Sau khi do ndng d6 khang thé st dung quy
trinh chung B, ndng d6 khéng thé dugc didu chinh dén 20 mg/mL s dung
PBS6.5/EDTA.

Quy trinh chung D: Tinh sach thé 1ién hop khang thé-duoc chét

Cot NAP-25 dugc lam cén bang bing dém bt ky duoc chon tir défn phosphat
(PBS7.4, Cat. No. 10010-023, Invitrogen), dém natri phosphat (10 mM, pH = 6,0;
duge dé cap dén 1a PBS6.0) chira natri clorua (137 mM), va dém axetat chira sorbitol
(5%) (10 mM, pH = 5,5; duge dé cép dén 1a ABS trcng ban mé ta) ¢6 ban trén thi
truong. Dung dich nuéc chita phan tng thé lién hop khéng thé-duge chét dugc sir
dung véi lugng béng khoang 1,5 mL cho c6t NAP-25, va sau d6 duogc rira giai b%mg
dém v6i lugng duge xac dinh boi nha san xuét dé gom phﬁn khang thé. Phan da gom
duoge sir dung 1an nita cho c6t NAP-25 va, béng céch lap lai tong cong 2 dén 3 14n quy
trinh tinh sach loc gel dé rtra giai bang dém, thé lién hop khang thé-duoc chit ngoai
trir thanh phan lién két duge chat khong lién hop va hop chét phén tir luong thap
(tris(2-carboxyetyl)phosphin hydroclorua (TCEP), N-axstyl-L-xystein (NAC), va
dimetyl sulfoxit) dugc thu nhén. |

Quy trinh chung E: Po ndng d khang th8 trong thé 1ién hop khang thé-dugc chat
va s6 phén tir duoc chit lién hop trung binh véi mdi phan ti khang thé (1).

Ndng d6 duge chit lién hop trong thé lién hop khéng thé-duge chét c6 thé duge
tinh bing cach do d6 hip thu UV cia dung dich nude chira thé lién hop khang thé-
duoc chét & hai budc séng 280 nm va 370 nm, sau d6 thuc hién cac tinh todn nhu dugc

thé hién dudi day.
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Do do hép thu téng & budc song bét ky béng téng a6 hép thu ctia moi loai hoa
chét hip thu 4nh séng c6 trong hé (tinh chit céng clia do hip thu), khi hé s hép thu
mol ctia khéng thé va duoc chit vin giéng nhau truéc va sau khi khang thé lién hop
véi duge chit, ndng @5 khang thd va ndng d6 dugc chét trong thé lién hop khéng thé-

duoc chét dwoc bidu dién bang cac phuong trinh sau.
A280 = Ap;280 + Aa280 = €D,280CD + €4,280Ca Phuong trinh (I)
A3z70 = Apj37ot Aazro = €p370Cp + €a370Ca Phuong trinh (II)

Trong phuong trinh néu trén, Asso 13 d6 hip thu ciia dung dich nudc chira thé lién
hop khéang t1é-duoc chit & bude séng 280 nm, Asz 1a d6 hap thu cta dung dich nude
chtra thé lién hop khang thé-dugc chit & budc song 370 nm, A sps0 12 d6 hap thu cia
khang thé & budc séng 280 nm, Aazo 14 d6 hép thu clia khang thé & budc séng 370
nm, Apago 14 d6 hip thu cua tidn chét lién hop & bude séng 280 nm, Apszo 13 d6 hip
thu cta tién chét lién hop & budce séng 370 nm, Aazso 14 hé sd hip thu mol cia khang
thé & budc séng 280 nm, Aa 7o 14 hé sé hip thu mol ctia khéng thé & budc séng 370
nm, Ap2so 12 hé s hip thu mol ctia tién chét 1ién hop & budc séng 280 nm, Ap3zo 13 hé
s6 hép thu mol cia tién chét lién hop & budc séng 370 nm, Ca 13 ndng do khang thé
trong thé lién hop khang thé-dugc chit, va Cp 1a ndng d6 dugc chit trong thé lién hop

khang thé-duoc chit.

péi voi €A280, £A370, €D280, VA €p370 trong phuong trinh & trén, céc gid tri thu
dugc trude do (cac gia tri ude lugng dua trén viée tinh todn hodc gia tri do thu dugc
bing phép do UV cia cac hop chét) duge sir dung. Vi dy, £a2s0 ¢6 thé duge ude luqhg
tir trinh tu axit amin ctia khang thé sir dung phuong phap tinh di biét (Protein Science,
1995, vol. 4, 2411-2423). €4 370 thuong bﬁng 0. Trong cac vi du thuc hién sang ché, dbi
v6i hé sb hip thu mol cia trastuzumab, a280 = 215400 (gié tri woc lugng dya vao
phuong phéb tinh) va ea370 = 0 dugc str dung. ep 280 va 370 ¢6 thé thu duoc dua vao
dinh luit Lambert-Beer (D6 hép thu = ndng d6 mol x hé sb hép thu mol x chiéu dai
duodng di t& bao) bing cach do d6 hap thu clia dung dich trong d6 tién chat lién hop
duoc st dung dugce hoa tan & néng d6 mol nhit dinh. Déi v6i hé sb hép thu mol ciia
thanh phén lién két duoc chit trong cac vi du thuc hién séng ché, SD,éso = 5000 (gia tri
. trung binh do duoc) va epzro = 19000 (gia tri trung binh do dugc) dugc st dung, trie

khi c6 quy dinh khac. Bing cach do Aaso va Aszo ctia dung dich nude chira thé lién hop
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khang thé-duoc chét va giai cac phuong trinh ddng thoi (I) va (T) sty dung cac gia tri
nay, c¢6 thé thu dugc Ca va Cp. Ngoai ra, bang cach 14y Cp chia cho Ca, c6 thé thu

duoc sé phén tir duge chét lién hop trung binh véi mbi phén tir khang thé.

Quy trinh chung F: Po (2) s6 phéan tir dugc chét lién hop trung binh véi mdi phan
ttr khang thé trong thé lién hop khang thé-dugc chit.

S8 phan tir duoc chét lién hop trung binh véi mdi phan t%t khang thé trong thé
lién hop khang thd-duoc chét con c6 thd duge xac dirh bang phép phan tich sic ky
long hiéu néngv cao (HPLC) st dung phuong phap dudi ddy ngoai quy trinh chung E
da néu & trén.

F-1. Chuln bi mAu d& phén tich HPLC (khtr thé lién hoyp khang thé-dugc chat)

Dung dich thé 1ién hop khang thé-dugc chat (khoang 1 mg/mL, 60 pL) duge tron
v6i dung dich nude chira dithiothreitol (DTT) (100 mM, 15 uL). M3u trong d6 lién két
disulfua gitta chudi L va chudi H cta thé lién hop khang thi-dugc chit duoc cht bing

cach & hdn hop trong 30 phut & 37°C duge sir dung trong phan tich HPLC.
f‘-2. Phéan tich HPLC |
Phan tich HPLC dugc thuc hién trong céc diéu kién do sau:

Hé HPLC: hé HPLC Agilent 1290 (Agilent Technologies, Inc.)

Pau do: may do phé hip thu cuc tim (budc séng do: 280 nm)

Cot: PLRP-S (2,1 x 50 mm, 8 pm, 1000 angstroms; Agilent Technologies, Inc., P/N
PL1912-1802)

Nhiét dd cot: 80°C
Pha dong A: dung dich nudc chira axit trifloaxetic (TFA) 0,04%
Pha d6ng P: dung dich axetonitril chita TFA 0,04%

Chuong trinh gradien: 29%-36% (0-12,5 phit), 36%-42% (12,5-15 phtit), 42%-29%
(15-15,1 phtit), va 29%-29% (15,1-25 phit) |

Thé tich phun mau: 15 pL
F-3. Phén tich sb lidu

(F-3-1) So véi cac chudi L (Lo) va H (Ho) cta khang thé khong duoc lién hop, céc
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chudi L (chudi L duoc gén véi mot phan tir dugce chat: L) va H (chudi H duge gén véi
mot phan tr duge chat: Hi, chudi H dugc ga"ln v6i hai phan tr dugc chit: Hy, chudi H
duge gin véi ba phan tir duoc chét: Hz) duoc lién hop véi duge chat thé hién tinh ky
nuée cao hon cn xtng v6i sb phan tir duoc chat lién hop va do d6 c6 thoi gian luu 16n
hon. Do d6, cac chudi nay dugc rira giai theo thit tw Lo va L1 hodc Ho, Hi, Ha, va Ha.
Céac pic do c6 thé duge quy cho bt ky trong s Lo, L1, Ho, Hi, Ha, va Hs bang cach so

sanh céc thoi gian luu véi Lo va Ho.

(F-3-2) Vi thanh phan lién két dwoc chat ¢ s hp thy UV, céc gid tri vimg pic duoc
hiéu chinh d& dap tmg v6i s6 thanh phén lién két phan tir dugc chét lién hop theo biéu
thitc sau st dung hé sd hip thu mol cta chuéi L hodc H va thanh phan lién két duogc
chét.

(Biéu thic 1)

Gia tri ving pic dugc hi¢u chinh cua chudi L (Li)

= Vung pic x

Hé s6 hdp thu mol cia chudi L
Hé s8 hép thu mol clia chudi L + s8 phan ti¥ dwoc chit lién hop x hé s8 hdp thu mol clia thanh phan lién két dwgc chdt

(Biéu thirc 2)
Gia tri ving pic dugc hiéu chinh cua chudi H (Hi)
= Vung pic x

Hé s6 hdp thu mol ctia chudi H
Heé s6 hdp thu miol ciia chudi H + s3 phan ti dwoc chét lién hop x hé s6 hip thu mol ciia thanh phén lign két dwoc chit

O day, ddi véi hé s& hép thu mol (280 nm) ctia chudi L hodc H cua mdi khéng
thd, gi4 tri duoc uéc luong tir trinh tw axit amin cla chudi L hogic H ciia mdi khang thé
bing phuong phép tinh d4 bit (Protein Science, 1995, vol. 4, 2411- 2423) ¢6 thé dugc
st dung. Trong trudong hgp 14 trastuzumab, hé s6 hip thu mol bang 26150 va hé s6 hip
thu mol béng 81290 1an luot duoc sir dl_ing lam céac gia tri udc lugng ddi véi cac chudi
L va H, theo trinh tu axit amin cta né. Déi voi hé s hép thu mol (280 nm) clia thz‘ynh
phén lién két dugc chit, hé s6 hép thu mol thu dugc (280 nm) cta hop chét trong dé
nhém maleimit duge chuyén héa thanh suxinimit thioete béi phan Gmg ctia mdi thanh

phén lién két duoc chét véi mercaptoetanol hodc N-axetylxystein dugc st dung.
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(F-3-3) Ty 1& ving pic (%) ciia mbi chudi dugce tinh cko tdng céc gid tri ving pic da

hiéu chinh theo bi€u thirc sau.

(Biéu thirc 3)

2 1 o I x. Ay
Ty 1& vung pic ctia chuoi L =—"% __ %100
Ao+ AL
Ty 18 ving pic chia chudi H — An x 100

Apo + Apr + Apz + Apys
Gia tri d3 hiéu chinh cua cac vung pic twong ing cta AL, AmiLi, H;

(F-3-4) $& phan tir duoc chit lién hop trung binh véi m&i phan tir khéng thé trong thé
lién hop khang thé-duoc chét duge tinh theo biéu thic sau.

S6 phan tir dugce chit lién hop trung binh = (ty 1& ving pic Lo x 0 + ty 1€ ving pic
Lo x 1 + ty 1& ving pic Ho x 0 + ty 1€ vung pic Hi; x 1 + ty 1€ ving pic H2 x 2 + ty 1¢
vung pic H3 x3) /100 x 2

Hop chét trung gian sin xuft dugc st dung trong phuong phap san xuét 1 duogc
md ta dudi day. Hop chit duoc biéu dién bang coéng thic (2) trong phuong phép sén

xuét 1 12 hop chit dugc thé hién béng cong thirc sau:

(maleimit-N-yl)-(CH2)n3-C(=0)-L?-L* -NH-(CHz)nl-La-(CHz)HZ;C(=O)-(NH-DX).
Trong cong thurc nay,

n? 14 s6 nguyén tir 2 dén 8,

1.2 13 -NH-(CH2CHa-O)n*-CH>CH,-C(=0)- hoic lién két don,

trong d6 n* 13 s6 nguyén tir 1 dén 6,

LPla géc peptit chira tir 2 dén 7 axit amin dugc chon tr phenylalanin, glyxin, valin,

lysin, xitrullin, serin, axit glutamic, va axit aspartic,
n! 13 s8 nguyén tir 0 dén 6,
n? 1a s6 nguyén tir 0 dén 5,
L2 13 -O- hoic lién két don,

(maleimit-N-yl)- 13 nhém maleimityl (2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl) duoc thé

hién bang céng thirc sau:

(Cong thuc 20)
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trong d6, nguyén tir nito 13 vi tri lién két, va
~(NH-DX) 12 nh6m dugc thé hién bing cong thirc sau:

(Cong thuce 21)

trong d6, nguyén t nito cia nhdm amin ¢ vi tri 1 12 vi tri l:én keét.

Khi L? 13 lién két don hoic -NH-(CH2CHz-O)n*-CH,CH2-C(=0)-, né dugc wu

tién ding 1am chat trung gian san xuat ma n* can phai la s6 nguyén tir 2 dén 4.

Déi v6i gbe peptit ctia LP, hop chét c6 gdc peptit gdm axit amin duge chon tix
phenylalanin, glyxin, valin, lysin, xitrullin, serin, axit glutamic, va axit aspartic dugc
wu tién dung 1am chét trung gian san xuit. Trong s6 cac gbc peptit d6, hop chét trong
d6 LP 1a gbc peptit chira 4 axit amin dugc wu tién 1am chit trung gian san xuat. Cy thé
hon, hop chét trong d6 LF 13 gbc tetrapeptit -GGFG- dugc uu tién lam chét trung gian
san xuét.

Ngoai ra, d6i véi -NH-(CHz)n!-L2-(CH2)n?-, hop chat c¢é -NH-CH2CHa-, -NH-
CH>CH,CH>-, -NH-CH,CH>CH2>CH:-, -NH-CH,CH>CH>CH>CH>-, -NH-CH2-O-CH>-,
hoic -NH-CH,CH>-O-CHz- dugc uu tién lam chét trung gian san xuét. Hop chét c6 -
NH-CH,CH>CH;-, -NH-CH,-O-CH>-, hodc -NH-CH>CH>-O-CH> dugc vu tién hon.

Hop chét dugc biéu dién béng cong thirc (2) trong d6 n? 1a s6 nguyén tir 2 dén 5,
1.2 13 lién két don, va -NH-(CHz)n!-L2-(CH2)n?- 13 -NH-CH2CHz-, -NH- CH>CH>CHo-,
-NH-CH,CH,CH,CH,-, -NH-CH,CH>CH2CH2CH»-, -NH-CH>-O-CHa-, hodc -NH-
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CH,CH>-O-CHz- duec vu tién lam chit trung gian san xuit. Hop chét trong d6 -NH-
(CH2)n!'-L?-(CH2)n?- 12 -NH-CH2CH»-, -NH-CH>CH>CH>-, -NH-CH>-O-CH>-, hoic -
NH-CH,CH-O-CHa- dugc wu tién hon. Hop chit trong d6 n® 13 s nguyén tir 2 hoic 5

duoc uu ti€én hon nita.

Hop chét duoc biéu dién bing cong thirc (2) trong d6 n® 13 s6 nguyén tir 2 dén'5,
L2 13 -NH-(CH2CH2-O)n*-CH2CH2-C(=0)-, n* 13 s6 nguyén tir 2 dén 4, va - NH-
(CH2)n'-L2-(CH2)n?- 13 -NH-CH2CHa-, -NH-CH2CH2CH»-, -NH- CH2CH2CH2CHa-, -
NH-CH,CH>CH>CH,CH»-, -NH-CH>-O-CH»-, hodc -NH-CH>CH>-O-CH- dugc uu
tién 1am chét trung gian san xuét. Hop chit trong d6 n* 14 s& nguyén tir 2 hoic 4 dugc
wu tién hon. Hop chét trong d6 -NH-(CHz)n!-L2-(CH2)n?- 13 -NH-CH,CH2CH>-, -NH-
CH»-O-CH2>-, hodc -NH-CH>CH>-O-CHz- dugc wu ti€n hon nita.

Vi du duge wu tién cta chit trung gian hitu ich d& san xuét hop chit theo sang

ché c6 thé bao gdm cac chét sau.
(maleimit-N-y1)-CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-yl)—CHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHz-C(=O)-(NH—DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH>CH>CH,CH>CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-yl)—CHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-NH-CHzCHzCHz—C(%O);(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimit-N-y1)-CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH,>CH>CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CE2CH2-C(=0)-/NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2CH»-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimit-N-y1)-CH,CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2CH2-C(=0)-
(NH-DX),
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(maleimit-N-y1}-CH,CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH2CH;CHa-C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH2CH>2CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimit-N-y1)-CH,CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH2CH,CH,-C(=0)-
(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CHyCH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CHCH>CHa-
C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH,CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH-0-CHz-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CHy,CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CHyCH2CH>CHz-C(=0)-GGFG-NH-CH-0-CH-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH,CHoCH;CH>CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-
0x), | N |
(maleimit-N-yl)-CH,CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-yl)-CH,CH2CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH2CHa-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHz-O-CHy-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimit-N-y1)-CH,CH2CH2CH>2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX),
(maleimit-N—yl)-CHzCHz—C(=O)-NH-CH2CH2-O-CHzCHz-O-CHzCHz-C(=O)-GGFG-
NH-CH>CH>CH»-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH»-C(=0)-NH-CH,CH>-0-CH2CH2-0O-CH2CH2-O-CH2CH,-
C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH,CH2-C(=0)-NH-CH2CH>-O-CH>CH-O-CH2CH2-O-CH2CH»-O-
CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,>CH,-C(=0)-(NH-DX).

"Thé lién hop khang thé khdng HER2-dugc chat theo sang ché c6 thé duoc san
xuét bang cach cho dugc chét-hop chét lién két duge chon tir nhém hop chét trung
gian san xudt duge néu & trén phén tmg voi khang thé khang HER2 hodc dan xuét c6

tinh phan tmg ciia n6 d& tir d6 tao ra lién két thioete & vi tri lién két disulfua c6 mt
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trong phan ban 1& ctia khang thé khang HER2. Trong treong hop nay, t6t hon 14 din
xuft ¢6 tinh phan tmg ctia khang thé khang HER2 dugc st dung, va din xuét ¢6 tinh
phén tng n3y thu duge bing cach khir khéng thé khang HER2 éugc dic biét uu tién.

Céc hop chét dudi ddy 13 hop chit dugc wu tién hon dé 1am chét trung gian san

XUAt.

(maleimit-N-y1)-CH2CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH;CH,CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CHz-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH,CH;CH,CHyCH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-
DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH>CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2Ci2CH2CH2CH2-
C(=0)-(NH-DX),

(maleimit-N-y1)-CH;CH;CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-
DX), ' ’
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH>CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH>CHy-O-CH,-C(=0)-
(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH,-CH,-0-CH2CH2-O-CH2CH2-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CHa-C(=0)-NH-CH2CH,-0-CH;CHz-O-CHyCHy-C(=0)-GGFG-
NH-CH;CH2CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH>CH>-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-
CH>CHy-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX).

Trong sé nhém hop chét trung gian dugc néu & trén, kop chit dugc thé hién
béng cong thirc sau:
(maleimit-N-yl)-CHyCHa-C(=0)-NH-CH;CHy-O-CH2CH;-0-CH,CH,-C(=0)-GGF G-
NH-CH;CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimit-N-y1)-CH2CH2CH>CH;CH,-C(=0)-GGF G-NH-CHp-0-CHa-C(=0)-(NH-
DX), hodc
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(maleimit-N-yl)-CHCH2CH>CH,CH»-C(=0)-GGF G-NH-CE>CE>-C-CH2-C(=0)-
(NE-DX),
13 hop chét dwoc wu tién hon nita.

Pé dam bao sb lugng thé lién hop, nhidu thé 1ién hop thu dugc & cac didu kién
san xuét tuong tr dé c6 sb lugng duge chét tuong duong (vi dy, khoang +1) ¢6 thé
duoc trén @8 thu duge nhiéu 16 méi. Trong trudng hop ndy, s6 lugng duoc chét trung
binh roi vao gitta s§ lugng duge chét trung binh trong céc thé lién hop trudc khi tron.
2. Phuong phép san xuét 2

Hop chét dugc biéu dién bing cong thirc (2) 1am chat trung gian dugc st dung
trong phuong phép san xuét trude d6 va mudi duoc dung ctia né c6 thé dwge san xuét

theo phuong phap dudi day, vi du.

(Cong thic 22)
NH,-DX
4
P-NH-(CH,)n*-C(=0)-OH
5
P1-NH-(CH,)n!-L2-(CH,)"-C(=0)-(NH-DX) , NH,-(CH,)n'-La(CH,)n?-C(=0}-OP?
6 12
t P2LP-OH
' 8
| 1 2 -C(=0)- -
N (Chg L (CHz)n; CEOHNIDX) P2-LP-NH-(CH)N-L?-(CH,)r2-C(=0)-OP?
13
P2LP-OH
ABO NHZ-DX o / ‘
4 a |
P2LP-NH-(CH)N'-L2(CHI-C(=0)-(NH-DX) =< —— P2-LP-NH-(CH,)n'-L>-(CH,)n?-C{=0)-OH
14
° H-LP-NH-(CH,)n!-L2-(CH,)n%-C(=0)-0P3
15
L"L2OH
H-LP-NH-(CH,)n'-L2-(CH,)r?-C(=0)-(NH-DX) 11
LY-L2-0H 1 L1-L2-LP-HH-(CH,)n'-Le-(CH,)n2-C(=C)-OP3
1 NH,-DX L 16
4 .
LT AL2-LP-NH-(C H'-L2-(CH,)P-C(=O)-(NH-DX) <—————" LT-L2-LP-NH(CH,)n"-L3{CH,)n*-C(=0)-OH
2 17

Trong céng thirc nay, L!' 14 nhém maleimityl dau tan, va méi P!, P va P° 1a
nhom bao véE.

Hop chit (6) c6 thé duoc san xuét bang cich tao din xuft axit carboxylic (5)
thanh este hoat tinh, axit anhydrua dugc trdn, axit halogenua, hodc hgp chét tuong tu
va cho n6 phan tng véi NH2-DX(4) hodc mubi duogc dung ctia né. NH2-DX (4) chi
exatecan (tén héa hoc: (18,9S)-1-amino-9-etyl-5-flo-2,3-dihydro-9-hydroxy-4-metyl-
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1H,12H-benzolde]pyrano[3',4":6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-10,13(9H,15H)-dion).

Chét phan tmg va diéu kién thudng duogc st dung dé tdng hop peptit c6 thé duoc
st dung cho phan tng ndy. C6 nhiéu loai este hoat tinh khéc nhau. Vi dy, né c6 thé
duoc tao ra bang cach cho cic phenol nhu p-nitrophenol, N-hydroxy benzotriazol, N-
hydroxy suxinimit, hosic chit twong tu, phan tmg vdi axit carboxylic (5) str dung chét
ngung tu nhu N,N'-dixyclohexylcarbodiimit hodc 1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua. Ngoai ra, este hoat tinh con ¢ thé duoc
tao ra bang phan img cia axit carboxylic (5) v&i pentaflophenyl trifloaxetat hodic chét
twong tw; phdn Ung cla axit carboxylic (5) v&i 1-benzotriazolyl
oxytripyrolidinophosphoni hexaflophosphit; phadn Ung cua axit carboxylic (5) véi
dietyl xyanophosphonat (phwong phip mudi héa (salting-in)); phan Ung cia axit
carboxylic (5) véi triphenylphosphin va 2,2'-dipyridyl disulfua (phuong phép
Mukaiyama); phén Umg cua axit carboxylic (5) véi din xuét triazin nhu 4-(4,6-
dimetoxy-1,3,5 -tfiazin—Z-yl)-4-metylmorpholin clorua (DMTMM); hoic chét tuong tu.
Ngoai ra, phan tng ciing c6 thé duoc thuc hién bing, vi du, phuong phép axit
halogenua nh¢ d6 axit carboxylic (5) duge xir 1y v6i axit halogenua nhu thionyl clorua

va oxalyl clorua khi cé mit bazo.

Béng cach cho este hoat tinh, axit anhydrua dugc tron, hoac axit halogenua cua
axit carboxylic (5) thu dwoc nhu trén phan tmg véi hop chét (4) khi ¢6 mit bazo thich
hop trong dung méi tro & nhiét o -78°C dén 150°C, hop chét (6) ¢6 thé dugce tao ra.
(trong d6, "dung mdi tro" chi dung mdi khéng trc ché phan tmg trong d6 dung mdi

duoc st dung.)

Vi du cu thé vé bazo duogc st dung cho mdi budc néu trén bao gdm cacbonat,
alkoxit, hydroxit hodc hydrua ciia kim loai kiém hodc kim lcai kiém thd nhu natri
cacbonat, kali cacbonat, natri etoxit, kali butoxit, natri hydroxit, kali hydroxit, natri
hydrua, va kali hydrua; bazo hitu co chita kim loai 1a alkyl lithi nhu n-butyl lithi, hogc
dialkylamino lithi nhu lithi diisopropylamit; bazo hitu co chira kim loai cla
bissilylamin nhu lithi bis(trimetylsilyl)amit; va bazo hitu co bao gdm amin bic ba hodc
hop chét di vong chira nito nhu pyridin, 2,6-lutidin, colidin, 4-dimetylaminopyridin,
trietylamin, N-metyl morpholin, diisopropyletylamin, va diazabixyclo[5.4.0Jundec-7-
en (DBU).
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Vi du v& dung mdi tro duge sir dung cho phan ting theo sing ché bao gém dung
mdi hydrocacbon dugc halogen héa nhu diclometan, cloroform, va cacbon tetraclorua;
dung méi ete nhu tetrahydrofuran, 1,2-dimetoxyetan, vi dioxan; dung mdi
hydrocacbon thom nhu benzen va toluen; va dung mdi amit nhu N,N-
dimetylformamit, N,N-dimetylaxetamit, va N-metylpyrolidin-2-on. Ngoai chc dung
mdi nay ra, dung mdi sulfoxit nhu dimetyl sulfoxit va sulfolan; va dung m6i keton nhu
axeton va metyl etyl keton va dung mdi rugu nhu metanol va etanol c6 thé dugc str
dung trong mot sb truong hop. Ngodi ra, dungA mdi hdn hop cha ching ciing c6 thé

duoc st dung.

P&i véi nhém bao vé P! cho nhém amin dAu t4n ctia hop chit (6), nhém bao vé
cho nhém amin thudng duge st dung d tdng hop peptit, vi 3, nhém tert-butyloxy
cacbonyl, thém 9-florenylmetyloxy cacbonyl, hodc nhém benzyloxy cacbonyl, c6 thé
duogc sir dung. Vi du vé c4c nhoém bao vé khéc} cho nhém amin bao gém nhom
alkanoyl nhﬁ nhém axetyl; nhom alkoxycacbonyl nhuw nhém mefoxycacbonyl va nhém
etoxycacbonyl; nhdm arylmetoxy cacbonyl nhu nhém parametoxybenzyloxy cacbonyl,
va nhém para (hodc ortho)nitrobenzyloxy cacbonyl; nhém arylmetyl nhu nhém benzyl
va nhém triphenyl metyl; nhém aroyl nhw nhom benzoyl; va nhém aryl sulfonyl nhu
nhém 2,4-dinitrobenzen sulfonyl va nhom orthonitrobenzen sulfonyl. Nhém bao vé P!
¢c6 thé duogc chon tiy vao, vi dy, tinh chét cta hop chit c6 nhém amin can dﬁqc bao

veE.

Bing cach khit bao v& nhém bao vé P! déi véi nhém amin ddu tan ciia hop chat
(6) thu duge, c6 thé tao ra hop chét (7). O budc khir bao vé ndy, cic chit phan tng va

cac diéu kidn c6 thé dugce chon tlly vao nhom béo vé.

Hep chit (9) ¢6 thé duge tao ra bing cach tao din xudt peptit axit carboxylic (8)
c6 dAu N drge bao vé bang P? thanh este hoat tinh, axit anhydrua dugc tron, hodc chét
twong tu va cho phan ung véi hop chit (7) thu duoc. Cic diéu kién phan ung, chét
phan ung, bazo, va dung moéi tro duge st dung dé tao ra lién két peptit ndm gitta peptit
axit carboxylic (8) va hop chét (7) c¢6 thé duge chon thich hop tir cac chit dugc mé ta
8 tdng hop hop chét (6). Nhém bao vé P2 c6 thé dwgc chon thich hop tir cac nhém
duoc mb ta dbi véi nhém bao vé ctia hop chét (6), va vide lua chon ¢6 thé duoc thuc
hién dua trén, vi duy, cac tinh chét cta hop chit c6 nhém amin cin duge bao vé. Vind

thuong duge st dung dé tong hop peptit, bang céch lip lai 1an lugt phan Ung gén va
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khtr bao vé axit amin hodc pertit tao nén peptit axit carboxylic (8) d& kéo dai, hop chit

(9) cling co thé duoc tao ra.

Bing céch khir bdo vé nhém bao vé P2 d6i véi nhém amin ctia hop chét (9) thu
duoe, ¢6 thé tao ra hop chit (10). G budc khir bao vé ndy, cic chit phan Gmg va céc

diéu kién ¢6 thé duoc chon tuy vao nhém béo ve.

C6 th8 tao ra hop chét (2) bing cach tao din xuét axit carboxylic (11) thanh este
hoat tinh, axit anhydrua dugc trdn, axit halogenua, hoiic chét tuong tir va cho phéan Umg
v6i hop chét (10) thu duge. Cac diéu kién phan ting, cht phan tng, bazo, va dung méi
tro dugc st dung d& tao ra lién két peptit gifta axit carboxylic (11) v& hop chét (10) ¢6
thé dwoc chon thich hop tir cac didu kién, chit phan ing, bazo va dung mdi dugc md ta

dé tdng hop hop chét (6).
Hop chét (9) ciing c6 thé dugce tao ra bang, vi du, phwong phap sau day.

Hop chat (13) co thd duoc tao ra bang cach tao dan xuét cho peptit axit
carboxylic (8) co dau N duogc bao vé bﬁng P? thanh este hoat tinh, axit anhydrua dugc
trén, hodc chét tuong tu va cho nd phan ing khi cé mit bazo véi hop chit amin (12)
¢6 nhém carboxy dugc bao vé bang P3. Céc didu kién phan tmg, chit phan tmg, bazo,
va dung méi tro dugc su dung dé tao ra lién két peptit giita peptit axit carboxylic (8)
va hop chét (12) c6 thé duge chon thich hop tir céc diéu kién, chit phan Umg, bazo va
dung méi tro da duge mo ta dé térg hop hop chat (6). Nhém bao vé P2 che nhém amin
ctia hop chét (13) khéng bi giéi han cu thé mién né 12 nhém bao vé thuong duge sir

dung.

Cu thé, cac vi du vé& nhém bao vé d6i v6i nhém hydroxyl c6 thé bao gém nhom
alkoxymetyl nhu nhém metoxymetyl; nhém arylmetyl nhu nhém benzyl, nhém 4-
metoxybenzyl, va nhém triphenylmetyl; nhém alkanoyl nhu nhém axetyl; nhém aroyl
nhu nhém henzoyl; va nhom silyl nhu nhém tert-butyl diphenylsilyl. Nhém carboxy c6
thé dugc bio v&, vi du, dudi darg este bing nhém alkyl nhw nhém metyl, nhém etyl,
va nhém tert-butyl, nhém alyl, hodc nhém arylmetyl nhu nhém benzyl. Vi du vé nhém
béo vé d6i v6i nhém amin c6 thé bao gbm: nilém alkyloxy cacbonyl nhu nhém tert-
butyloxy éacbonyl, nhém metoxycacbbnyl, va nhém etoxycacbonyl; nhom
alyloxycacbonyl, hodc nhém arylmetoxy cacbonyl nh'u. nhoém 9-floenylmetyloxy

cacbonyl, nhém benzyloxy cacbonyl, nhém parametoxybenzyloxy cacbonyl, va nhom
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para (hodc ortho)nitrobenzyloxy cacbonyl; nhém alkanoyl nhw nhém axetyl; nhém
arylmetyl nhu nhém benzyl va nhém triphenyl metyl; nhém aroyl nhu nhém benzoyl;
va nhém aryl sulfonyl nhu nhém 2,4-dinitrobenzen sulfonyl hodc nhoém

orthonitrobenzen sulfonyl.

Péi v6i nhom bao vé P2 cho nhém carboxy, nhém bao vé thudng duge sit dung
1am nhém bao vé cho nhém carboxy trong héa téng hop hitu co, cu thé, quy trinh tong
hop peptit c6 thd duge sir dung. Cu thé, né c6 thé duge chon mdt cch thich hop tir céc
nhom bao vé néu trén, vi dy, cac este c6 nhém alkyl nhu nhém metyl, nhém etyl, hodc

tert-butyl, cac alyl este, va benzyl este.

Trong cac trudng hop ndy, nhom bao vé cho nhém amin va nhém bdo v€ cho
nhém carboxy t6t hon 1a c¢6 thé dugc loai bo bang phuong phap khéc nhau hodc céc
didu kién khéc nhau. Vi dy, vi du tiéu bidu bao gdm dang két hop trong d6 P? 13 nhém
tert-butyloxy cacbonyl va P3 1a nhém benzyl. Cac nhém bao vé c6 thé duoc chon tir
cac nhom néu trén thy vao, vi du, ddc tinh cta cac hop chét c6 nhém amin va nhém
carboxy cin duge bao vé. Dé loai bé nhém bao v8, cb thé lua chon chit phan Ung va
diéu kién iy vao nhém bao vé nay.

Bing cach khir bio vé nhém bao vé P? ciia nhém carboxy cia hop chét (13) thu
duge, hop chét (14) c6 thé dugc tao ra. G bude khir bao vé, chét phan tng va didu kién

dugc chon tiy vao nhém bao vé.

Hop chét (9) ¢6 thé dugc tao ra béng cach tao din xuét tir hop chét (14) thu dugc
thanh este hoat tinh, axit anhydrua dugc trdn, axit halogenua, hodc chit twong tu va
cho phan tng v&i hop chit (4) khi c6 mit bazo. D& phan ting, chit phan tng va didu
kién phan tmg thuong duge stir dung dé tdng hop peptit cling c6 thé duge sir dung, va
didu kién phéan mg, chat phan tmg, bazo, va dung méi tro duge st dung cho phan ting
¢6 thd duoc chon thich hop tir didu kién phan tmg, chét phan Umg, bazo, va dung moi

tro duge md ta dé tdng hop hop chét (6).
Hop chét (2) ciing c6 thé dugc tao ra bang, vi du, phuong phap sau day. -

B%mg céch khir bao vé nhém bao vé P2 cho nhém amin ciia hop chit (13), hop
chét (15) c6 th duoc tao ra. O bude khir bao vé, chit phan tng va didu kién c6 thé

dugc chon tiy vao nhém bao vé.
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Hop chit (16) co thé duoc tao ra béng cich tao din xudt tir din xult axit
carboxylic (11) thanh este hoat tinh, axit anhydrua dwgc trdn, axit halogenua, hodc
chit twong tr va cho phan tmg véi hop chét (15) di thu duoc khi c6 mit bazo. Didu
kién phan ting, chét phan ung, bazo, va dung moi tro dugce st dung d8 tao ra lién két
amit gifta peptit axit carboxylic (11) va hop chat (15) c¢6 thé duoc chon thich hop tir
didu kién phan ng, chit phan g, bazo, va dung méi tro duge mé ta dé téng hop hop
chét (6).

Bing cach khir bao vé nhém béo vé cho nhém carboxy ciia hop chét (16) da thu
duoc, hop chit (17) ¢6 thé dugc tao ra. Budce khir bao vé ¢ thé duge tién hanh twong
tu v6i bude khir bao vé & nhém carboxy di tao ra hop chat (14).

Hop chit (2) c6 thé dugc tao ra bing cach tao dan xuét hop chit (17) thanh este
hoat tinh, axit anhydrua dugc trdn, axit halogenua, hodc chét twong tu va cho phan tng
v6i hop chét (4) khi c6 mit bazo. Dé phan tng, chét phan tmg va diéu kién phan tmg
thudong duce str dung dé tong hop peptit cling c6 thé duoc str dung, va didu kién phan
ung, chét phan Ung, bazo, va dung mdi tro dugc st dung cho phan tng c6. thé dugc
chon thich kop tir diéu kién phan tmg, cht phan tmg, tazo, va dung méi tro duge md

ta d& tdng hop hop chit (6).
3. Phuong phép san xuit 3

Hop chét dugc bidu dién bang cong thire (2) cia chét trung gian ciing c6 thd duoc

tao ra bang phwong phap sau.

(Cong thic 23)
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H-LP-OP*
18

L-L2-OH
11

v

L1-L2-LP-OP*

19

L¥-L2-LP-OH
20

NHZ-(CHé)n‘-La-(CHz)n2-C(=O)-(NHuDX)

7
Y

L1 2. P-NH-(CH,)1-L>-(CH,)r2-C(=O)-(NH-DX)
2

Trong cong thitc trén, L!' twrong img véi L! ¢6 cAu tric trong d6 ddu dugc chuyén

héa thanh nhém maleimityl, va P* 13 nhém bao vé.

Hop chit (19) ¢6 thé duoc tao ra bing cach tao dén xuét hop chat (11) thanh este
hoat tinh, axit anhydrua duoc trén, hodc chét tuong tu va cho phan ting véi peptit cua
axit carboxylic (18) c6 ddu C duoc bao vé bing P* khi cé m3t bazo. Diéu kién phan
ting, chit phan Ung, bazo, va dung mdi tro duge sir dung dé tao ra lién két peptit gitta
oeptit ciia axit carboxylic (18) va hop chét (11) c6 thé duge chon thich hop tir diéu
kién phan tmg, chét phan Gng, bazo, va dung méi tro duge mod ta @8 téng hop hop chét
(6). Nhém bao vé P4 cho nhom carboxy ctia hop chét (18) c6 thé dugc chon thich hop

tu nhom bao v€ néu trén.

Bing céch khir bao vé nhém bao vé cho nhém carboxy ctia hop chét (19) da thu
duge, hop chit (20) ¢6 thé duge tao ra. Bude khir bdo vé 6 thé duoe thyc hién tuorg

tur v&i bude khir bao vé & nhém carboxy dé tao ra hop chét (14).

Hop chét (2) ¢6 th8 dugc tao ra bang cach tao dan xuét hop chit (20) da thu dugc
thanh este hoat tinh, axit anhydrua dugc tron, hoac chét twong tu va cho phan Umg vo6i
hop chét (7). D& phan tmg, chét phan tmg va diéu kién phan ng thuong duoc st dung
dé tdng hop peptit cling ¢6 thé duoc st dung, va diéu kién phan ung, chit phan tng,
bazo, va dung méi tro dugc sit dung cho phan g c6 thé duogc chon thich hop tir diéu

kién phan tmg, chét phan {ing, bazo, va dung mdi tro duge md ta d& tdng hop hop chat
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(6).
4. Phuong phéap san Xuét 4

Du6i diy, pnuong phap tao ra hop chét (10b) c6 n' = 1, L? = O trong chét trung
gian san xuét (10) dugc md ta trong phuong phap san xuét 2 duge md ta chi tiét. Hop
chét duge bidu difn bing cong thirc (10b), mudi hodc solvat ciia né c6 thé duge tao ra

theo phuong phap sau déy, vi du.

(Cong thirc 24)
HO-CH,-C(=0)-OP® _
- 5 5_X -] [ <0 =C(=
PS.X-NH-CH,-O-L 22 P5-X-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-0P® __ P5-X-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-OH
23 24
21
H,N-DX P7-Y-OH
4 P5-X-NH-CH,-O-CH,-C(=0){NH-DX) H-X-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX) 27

—_— 25 - 26

P7LPNH-CH,O-CH,C(OHNH-DX) . HLPNH-CH,-O-CH,C(=0)}(NH-DX)
9b 10b .

Trong cbng thirc trén, L? nhu dugc dinh nghia & trén, L 12 nhém axyl ma la nhém

alkanoyl nhur nhém axetyl hodc nhém aroyl nhu nhém benzoyl, hodc nguyén tir hydro,

mdi X va Y 14 oligopeptit chira tir 1 dén 3 axit amin, m&i P> va P7 1a nhom béo vé cho

nhém amin, va P° 13 nhém bao vé cho nhém carboxy.

Hop chét duge biéu didn bing cong thirc (21) c6 thé dugc tao ra bing cach sir
dung hoic 4p dung phuong phap duoc néu trong don séng ch4 Nhét s& 2002- 60351
hoic tai liéu (J. Org. Chem., Vol. 51, page 3196, 1986), va bang cach loai bd nhém
bao v€ hodc cai bién cac nhém chirc, néu cn. Hon nita, cling c6 thé thu dugc hop chét
nay bing cach xt ly axit amin v6i nhém amin dau tn dugc bzo vé hoic axit amit cla

oligopeptit ¢4 nhém amin dugc bao vé véi aldehyt hodc keton.

Biing cach che hop chit (21) phan tmg véi hop chat (22) c6 nhém hydroxyl &
nhiét d6 ndm trong khoang tir didu kién dudi nhiét do 12m mat dén nhiét do trong

phong trong dung mdi tro khi c6 mit axit hodc bazo, hop chét (23) ¢6 thé dugc tao ra.

G day, vi du vé axit c6 thé duoc st dung bao gdm axit v6 co nhu axit flohydric,
axit clohydric, axit sulfuric, axit nitric, axit phosphoric, va axit boric; axit hiru co nhu
axit axetic, axit xitric, axit paratoluen sulfonic, va axit metansulfonic; va axit Lewis
nhu tetrafloborat, k&m clorua, thiéc clorua, nhém clorua, va sit clorua. Trong s6 nay,

axit sulfonic, cu thé, axit paratoluen sulfonic dugc wu ti€n. Doi voi bazo, bat ky mot
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trong s6 cac bazo d4 néu c6 thé duge chon thich hop va duge st dung. Vi du duogc vu
tién ctia n6 bao gdm alkoxit kim loai kiém nhu kali tert-butoxit, hydroxit kim loai
kiém nhu natri hydroxit va kali hydroxit; hydrua kim lozi kiém hodc kim loai kiém thé
nhu natri hydrua va kali hydrua; bazo hitu co chira kim loai duge biéu dién bang
dialkylamino lithi nhu lithi diisopropylamit; va bazo hitu co chia kim loai cua
bissilylamih nhu lithi bis(trimetylsilyl)amit.

Vi du vé dung méi_‘cén duge st dung cho phan tmg bao gdm dung méi ete nhu
tetrahydrofuran va 1,4-dioxan; va dung méi hydrocacbon thom nhu benzen va toluen.

Céc dung mdi nay c6 thé thu dugc duéi dang hdn hop véi nude.

Ngoai ra, nhom bao vé cho nhém amin nhu duge Jay lam vi du boi P® khéng bi
gi6i han cu thé vé6i didu kién n6 1a nhém thuong duge sir dung dé bao vé cho nhém
amin. Vi du tiéu biéu bao gém cdc nhom bao vé cho nhém amin dugc mo ta trong
pnuong phép san xuét 2. Tuy nhién, trong phan tng nay, c6 thé ¢ wruong hop trong d6
nhém bao vé cho nhém amin nhu dugc 1dy 1am vi du boi P° bi cét dwt. Trong truong
hop nhu véy, nhém bao vé ¢ thé duoc dua vao 14n nita béng cach thuc hién mdt cach

thich hop phan tmg véi chat phan ting thich hop d& bao vé& nhém amin khi cin.

Hop chét (24) ¢6 thé dugc tao ra bing céch loai bo nhém bao vé P clia hop chat
(23). G day, vi du tiéu bidu v& nhém bao vé cho nhém carboxy nhu duge 1dy 1am vi du
boi P® dugc mo ta trong phuong phép san xut 2, va né cé thé duge chon thich hop tir
céc nhoém nay. Trong hop chét (23), trong trudng hop ndy duge mong doi 1a nhom béao
vé P5 cho nhém amin va nhém béo vé P8 cho nhoém carboxy 14 nhém bao vé c6 thé
dugc loai bé bing phuong phap khac hodic didu kién khac. Vi dy, vi du tiéu biéu bao
gdm hdn hop trong d6 P3 1a nhém 9-florenylmetyloxy cacbonyl va P® 1a nhém benzyl.
Nhém béo vé ¢6 thé duoc chon tiy vao, vi dy, ddc tinh éﬂa hop chit ¢6 nhém amin va
nhém carboxy cin duoc bao vé. Dé loai bé nhém bao V&, chét phédn mg va diéu kién

dugc chon tiy vao nhom bdo vé.

Hop chét (26) c6 thé dugc tao ra bing céch tao din xuét axit carboxylic (24)
thanh este hoat tinh, axit anhydrua dugc trdn, axit halegenua, hodc chit twong tu va
clio phan tng véi hop chét (4) hodc mvéi duge dung ca nd d8 tao ra hop chit (25) sau
d6 loai bd nhém béo vé P5 ctia hop chat (25) dd thu dugc. Déi v6i phan tng gitta hop
chét (4) va axit carboxylic (24) va phan tGng dé loai bo nhém bao vé PS, c4c cht phan
ung va diéu kién phan tng gidng nhwr duge mo ta trong phuong phap san xuit 2 c6 thé

dugc stir dung.
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Hop chét (10b) c6 thé duoc tao ra bang cach cho hop chét (26) vhan g véi axit
amin c6 nhém amin diu duge bao vé hoic oligopeptit (27) ¢6 nhém amin duge bao vé
d& tao ra hop chét (9b) va loai bé nhdm bao vé P7 ctia hop chat 9b) da thu duge. Nhém
béo vé cho nhém amin nhu duge bidu difn béng P7 khong bi gidi han cu thé vai didu
kién n6 thudong duoc st dung dé bao v& nhém amin. Vi du tiéu biéu ciia né bao gém
nhém béo vé cho nhém amin dwoc mé ta trong phwong phép sin xuit 2. Dé loai bo
nhém tao V8, chit phan Ung va didu kién duoc chon tly vao nhém bio vé. Pbi voi
phan tmg giita hop chit (26) va hop chét (27), chét phan tng va diéu kién phan tmg
thudng duge st dung dé tdng hop peptit c6 thé duoc sit dung. Hop chit (10b) dugc tao
ra biang phuong phap néu trén c6 thé dugc tao din xuat thanh hop chét (1) theo séng

ché theo phuong phép néu trén.
5. Phuong phép san xuét 5

Duéi ddy, phuong phép tao ra hop chét (2) cé n' = 1, n? = 1, L2 = O trong chét
trung gian san xuét (2) duge néu trong phuong phap san xut 2 duoc mo ta chi tiét.
Hop chit duogc biéu dién bing cong thirc (2), mudi hoic solvat ciia n ¢ thé duge tao

ra theo phuong phép sau ddy, vi du.

(Cong thuce 25)
LM-L2.0H
11 :
pt-z-0P® — 2 H-Z-OP? s | 1.4 2.7 0P — | "-2-2-0H
28 29 30 31

H-X-NH-CH,-0-CH,C(=0)-(NH-DX)
26

= | 2-(P-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-(NH-DX)
2b

Trong cdng thirc néu trén, LY, L2, L? nhu duge xéc dinh & trén, Z 1a oligopeptit
chira tir 1 dén 3 axit amin, P8 1a nhém bao vé cho nhém amin, va P° 1a nhém bao vé
cho nkém carboxy.

| Hop chéit (30) ¢6 .thé duoc tao ra b'img céach loai bd nhém bio vé P8 clia axit amin
hodc oligopeptit (28) c6 nhém amin dau dugc bao vé va nhém carboxy dé tao ra hop
chét (29) va cho dang amin thu dugc nay (29) phan ing v&i hop chét (11). Nhém bao

vé& cho nhém amin nhu dugc biéu difn bing P® khong bi gii han cu thé véi dicu kién
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noé 1a nhém thuong dugc str dung dé bao vé nhém amin. Vi du ti2u bidu bao g(‘“)m nhom
bao vé& cho nhém amin dugc md ta trong phuong phap san xuét 2. Ngodi ra, @2 loai bo
nhém bao vé P8, chit phan tmg va diéu kién c6 thé duoc chon tiy vao nhém bao vé.
Déi voi phan tmg giita hop chit (29) va axit carboxylic (11), chét phan tmg va didu
kién phéan Ung tuong tu nhu duge mé ta trong phuong phép san xﬁét 2 ¢6 thé duogc sir

dung.

Chét trung gian san xuét (2b) c6 thé duogc tao ra bang cach loai bo nh6m bao vé
P9 ciia hop chit (30) @ tao ra hop chét (31) va cho axit carboxylic thu dugc (31) phan
tmg v6i hop chit (26). Vi dy tiéu biéu ciia nhém bao 'vfs cho nhém carboxy nhu duoc
bidu din bing P? duoc md ta trong phuong phip san xudt 2. Dbi véi phan ting khir
héo vé& cliz n6, chit nkan Gng va diéu kidn phan Gng tweng 4 nhu duge md 2 trong
phuong phéap san xut 2 c6 thd duoc sir dung. Di véi phan tng gifta hop chét (26) va
axit carboxylic (31), chét phan tmg va diéu kién phan tng thudng duge st dung dé
téng hop pepﬁt cling c6 thé duoc st dung. Hop chét (2b) dligc téo ra bing phixong
phap néu trén co thé dwoc tao din xuit thanh hop chit (1) theo sang ché theo phucrig
phép néu trén.
6. Phuong phép san xuit 6

Dudi day, phuong phap tao ra hop chit (17b) c6 n' = 1, n? = 1, L* = O trong cht
trung gian san xut (17) dugc md ta trong phwong phap san xut 2 dwoc mo ta chi tiét.
Hop chét dwoc biéu difn bing cong thirc (17b), mudi hodc solvat ciia né cling c6 thé

dugc tao ra theo phuong phép sau ddy, vi du.

(Coéng thire 26)

P’-Y-OH
; , PP . 27
P5-X-NH-CH,-0-CH,-C{=0)-OP ————————»  HX-NH-CH,-0-CH,-C{(=0)-0P®  ____,
23 3z
L*-1%-0H
11

PT-1P-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-0P® ————— H-L-NH-CH-O-CH-C{=O}-OH

{11 2."-NH-CH,-O-CH,-C{=0)-OH
17b
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Trong cAng thitc nay LY, L2, L?, X, Y, P, P%, va P7 1a nhur dugc xdc dinh & trén.

Hop chét (33) c¢6 thé duge tao ra bing cach khir bao vé nhém bée vé P° cho
nhoém amin cua hop chét (23) c6 nhém amin va nhém carboxy dAu tAn dugc bao vé dé
tao ra hop chét (32) va cho din xuit amin thu dugc (32) phan tmg véi oligopeptit (27)
c6 nhém amin d4u tAn dugc bao vé hodc nhém amin dugc bao vé€. Nhom bao vé cho
nhém amin nhu duge bidu didn bing P° khéng bi gioi han cu thé véi diéu kién né 1a
nhém thuong dugce st dung dé bao vé& nhém amin. Vi du tiéu biéu bao gém nhom bao
vé cho nhém amin dugc md ta trong phuong phap san xuét 2. Ngoai ra, dé loai bd
nhém bao vé P5, chit phan tmg va didu kién c6 thd duoc chon tity vao nhém bao vé. O
day, mac du céc vi du tiéu biéu vé& nhém bao vé cho nhém carboxy nhu dugc biéu dién
bang P® va nhém bao vé cho nhém amin nhu dugce biéu dién bing P7 bao gdm nhém
bao vé cho nhém carboxy va nhém amin duge mé ta trong phwong phdp san xuft 2.
Dugc mong doi 13 trong hop chit (33), nhém béo vé P® cho nhdém carboxy va nhém
bao vé P’ cho hém amin 1 nhém bao vé ¢6 thé dugc loai bd bé:ig cung phuong phap
hodic cing didu kién. Vi du, vi du tiéu biéu bao gdém hdn hep trong d6 P 1a nhom

benZyl este va P7 1a nhdm benzyloxy cacbonyl.

Hop chét (34) ¢6 thé duge tao ra bing céch loai bo nhém bao vé P® cho nhém
carboxy cua hop chit (33) va nhém bao vé P7 cho nhém amin ciia hop chét (33). Hop
chét (37) cling c6 thé dugc tao ra bang cach loai bé 1an luot nhoém bao vé P cho nhém
carboxy va nhom bao vé P7 cho nhém amin, va hon nita, hop chét (34) ¢6 thé duge tao
ra mgt cach don gian bing céch loai bo dong thdi ca hai nhém bao vé P¢ va P” ma c6
th& duoc loai bd bing cuing phuong phap hojc ciing diéu kién. |

Hop ckét (17b) c6 thé duoc tao ra bang cach cho hop chét thu dugc (34) phan
{mg v6i hon chét (11). Dbi v6i phan tng gifta hop chét (34) va hop chét (11), chét
phan tmg va didu kién phan ung gidng nhu dugc mé ta treng phuong phap san xuét 2
¢6 thé duoc st dung.

Thé 1i3n hop khéng thé khang HER2-dugc chit *heo séng ché, khi né & lai trong
khong khi hodc dugc tai két tinh hogic duoc tinh sach, c6 thé hat 4m hodc c6 nuédec
thAm hat hodic chuyén lai thinh hydrat, va cc hop chét hoic mubi chira nudc ndy cling

dugc bao gdm trong sang ché.

Hop chét dwoc ddnh déu bing nhiéu chit ddng vi phéng xa hodc khong phong xa
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cling duoc bzo gdm trong sang ché. Mot hodc nhidu nguyén t tzo nén thé lién hop
khang thé-d-rgc chét theo sang ché c6 thé chira chit ddng vi nguvén tir & ty 1¢ khong tu
nhién. Vi du v& chit ddng vi nguyén tir bao gém doteri CH), triti $H), iot-125 (12°I),
va cacbon-14 (1C). Ngoai ra, hop chét theo sang ché c6 thé duge danh ddu phéng xa
bing chét ddng vi phong xa nhu triti (H), iodin-125 (1*°I), cacbon-14 (*C), ddng-64
(%*Cu), ziriconi-89 (¥Zr), iodin-124 (12*1), flo-18 (**F), indi-111 (*!'I), cacbon-11 (*'C)
va iot-131 (311). Hop chit duoc dénh déu bing chit ddng vi phéng xa hitu ich dé 12m
chat tri liéu hodc chét phong ngira, chit phan tmg d nghién ctru nhw chit phan tng
phén tich va chit & chin doan nhu chit chdn doan bang hinh anh in vivo. Khong bi
rang budc ¢ hoat tinh phéng xa, loai bién thé chit ddng vi bit ky cia thé lién heo

khéng thé-dugc chét theo sang ché ndm trong pham vi clia séng ché.
Thudc
Thé lién hop khéang thé khang HER2-dugc chét theo sang ché thé hién hoat tinh

gay doc t€ Hao khang lai té bao ung thu, va do d6, né cé thé duee str dung lam thuéc,

cu thd 12 1am chét didu tri va/hodc chit phong ngira d6i véi bénh ung thu.

Tirc 13, thé lién hop khang thé khang HER2-dugc chit theo sang ché ¢6-thé duge
stt dung chon Ioc 1am thudc cho phuong phép héa tri liéu, 13 phuong phép diéu tri ung
thu chinh, va do d6, ¢6 thé 1am chdm su phét trién cuia céc t& bao ung thu, Gc ché su
phét trién ciia né, va hon nita 1a tiéu diét té bao ung thu. Pidu nay cb thé cho phép
bénh nhén ung thu tranh dugc céc triéu ching do bénh ung thu giy ra hodc c6 dugc sy
cai thién QOL cua bénh nhén ung thu va dat duoc hiu qua Giéu tri bang cach duy tri
su séng cta bénh nhin ung thu. Ngay ca khi thé lién hop khéng thé khang HER2-dugc
chit theo séng ché khong tiéu diét duge t2 bao ung thu, né c6 thé dat dugc QOL cao
hon & bénh nhan ung thu trong khi c6 dugc kha ning sdng sét trong thoi gian 1au hon,
bang céch trc ché hoic kiém soét sy phét trién cia té bao ung thu.

Trong phuong phép diéu tri bing thudc ndy, c6 thé str dung mot minh thude ndy
va ngoai ra, co thé st dung thube két véi liéu phap bd cung trong lidu phap ta duge va
c6 thd két hop véi phiu thust, xa tri, diéu tri bang hormon, hoic phuong phép tuong
tu. Hon nﬁa, cling c6 thé str dung 1am thude cho liéu phap bing thude trong liéu phap
ta dugc moi.

Ngoai viéc str dung dé diéu tri nhu néu trér, tic dyng e ché su phat trién cia t€
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bao ung thu di cin nhd va hon nita 1a tiéu diét chung cling ¢6 thé ¢uge mong dei. Cu
thé, khi su bidu hién cia HER2 dugc x4c nhan trong té bao ung tau so cip, viée Ge ché
su di cin ung thu hodc tac dung phong ngira c6 thé duge mong doi béng cach st dung
thé lién hop khang thé khang HER2-dwgc chit theo sang ché. Vi dy, tac dung trc ché
va ti€u diét té bao ung thu trong dich co thé & giai doan di cir ho#ic tic dung, vi dy, tic
ché va tiéu <iét té bao ung thu nho ngay sau khi ciy ghép vao md bit ky c6 thé duoe
mong doi. Do d6, viéc tic ché su di can ung thu hodc tic dung phong ngira cé thé duoc

mong dgi, cu thé, sau khi phau thut loai bé ung thu.

Thé lién hop khang thé khang HER2-dugc chét theo sang ché c6 thé dugc mong
doi la dem lai tac dung diéu tri bénh bang cach st dung 1iéu phép theo dudng toan thén

cho bérh nnén, va ngoai ra, bang cach s dung khu tri1 d¢i véi rad ung thu.

Vi du v& loai ung thu dwoc sir dung thé 1ién hop khang thé khang HER2- dugc
chét theo séng ché c6 thé bao gdm ung thu phdi, ung thu biu mé € bao chuyén tiép,
ung thu dai truc trang, ung thu tuyén tién liét, ung thu budng trizng, ung thu tuyén tuy,
ung thu vu, ung thu bang quang, ung thu da day, u m6é dém dudng ti€u hda, ung thu cb
tir cung, ung th thuc quan, caxinom té bao vay, ung thu mang bung, ung thu gan, ung
thu t bao gan, ung thu rudt két, ung thu truc trang, ung thu dai tryc trang, ung thu noi
mac tr cung, ung thu tir cung, ung thu tuyén nuéc bot, ung thi thin, ung thu am ho,
ung thu tuyén gidp, hodc ung thu dwong vét. D6i tugng diéu tri ctia thé 1ién hop khang
thé khang HER2-dugc chét theo sang ché 13 té bao ung thu biéu hién, trong t& bao ung
thu ding 12m dbi tuong diéu tri, protein HER2 ma khang thé trong thé 1ién hop khang
thé-duge chit c6 thé nhan dién duoc. Thuit ‘ng‘Cr "ung thu biéu hién protein HER2"
nhu éuoc st dung trong ban mo ta 1a ung thu chira céc t& bao ¢ protein HER2 rén bé
mit t& bao cta ching. Protein HER2 duge biéu hién qua & nhiéu khéi u khc nhau cta
ngudi va cé thé duge dénh gia st dung phuong phéap thuong duge tién hanh trong linh
vuc ndy, nhu phuong phap nhudém héa mo mién dich (IHC) d2 danh gia sy biéu hién
qua protein HER2, hodc phuong phép lai in situ phét huynh quang {fluorescence in
situ hybridizatiori - FISH) dé dénh gi4 su khuéch dai ctia gen HER2.

Ngoai ra, thé lién hop khéng thé khang HER2-duqc chét theo séng ché thé hién
tac dung khéng u bing cich nhan biét, thong qua khang thé khéng HER2 cua no,
protein HER2 duoc biéu hién trén bé mit cla cac t€ bao ung thu .Vél nhép ndi vao té

bio ung thw. Do d6, dbi twong didu tri ctia thé lién hop khéng thé khang HER2-duoc
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chat theo séng ché khong bi gidi han ¢ "ung thwr bi€u hién pretcin HER2" va cling ¢6

thé 13, vi du, bénh bach cau, u lympho 4c tinh, u tuong bén, u tiy, hodc satom.

Thé lién hop khang thé khang HER2-dugc chét theo séng ché tot hon 14 ¢6 thé

ding duge cho dong vat c6 vi, con tot hon nita 1a dung duoc cho ngudi.

Céc chét duge st dung trong duoc phim chira thé lién hop khang thé khéng
HER2-duoc chét theo sang ché c6 thé dugc chon thich hop va duge ap dung tir cac
chét phu gia ché phém hodc tuong tu thuong duge st dung treng linh vuc nay, vé liéu

ding hodc ndng do st dung.

Thé 1i41 hop khang thé khang HER2-dugc chét theo sang ché c6 thé duge ding
lam dugc phim chira it nhat mot thinh phin thich hop trong Iinh vyc dugc pham. Vi
du, duoc phém noi frén thu&mg chtra {t nhat mot chit mang duos (vi cu, chét long v5
tring). O day, chit 16ng bao gbm, vi du, nuéc va dau (diu héa va dau cé ngudn gbe
dong vat, nguSn géc thuc vat, hodc nguén gbc téng hop. Dau nay co thé 13, vi dy, ddu
Jac, dau d&u nanh, dau khoéang, ho#c dAu mé. Nudce 1a chét mang dién hinh hon khi
duoc phém & trén duge st dung trong tinh mach. Dung dich aucc mubi, dung dich
dextroza chira nude, va dung dich glyxerol chira nudc cling cé thé duoc str dung lam
chit mang iéng, cu thé, cho dung dich tiém. Chét dan thudc dugc dung cé thé duogc
chon tir cac cht da biét trong linh vuc nay. Néu mudn, duoc vhdm trén cling cé thé
chira lugng vét clia chét tao ém, chit nhil hoa, hodc chit dém pH. Vi du vé chit mang
duge dung duge néu trong "Remington's Pharmaceutical Sciences" boi E. W. Martin.

Céc ché pbim nay twong ng véi cach thic st dung.

Nhidu hé théng phan phéi khac nhau la da biét va chiing c6 thé dugc str dung dé
dua th8 lién hop khang thé khang HER2-dugc chét theo séng ché vao. Vi cu Vé con
dudng st d‘,mg c6 thé bao gbém trong da, trong co, trong mang bung, trong tinh mach,
va cac con duong dudi da, nhung khong bi gidi han & cdc con dudng nay. Viée si
duné ¢6 thé dvoc thuc hién béng cach, vi du tiém hoac tiérri tinh mach nhanh (tiém 1
lidu 16n). Theo pauong 4n wu tién cu thé, viée sir durg thé lién hop khang thé-dugc
chit duoc thyuc hién bing cach tiém. St dung theo dudng ngoai duong tiéu héa 1a con

dudng st dung duge uu tién.

Theo phuong an dai dién, dugc phém duoc ké, du¢i dang dugc dung dé sir dung

qua dudng trong tinh mach cho ngudi, theo cac quy trinh chung. Ché phim dé ding
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qua dudng irong tinh mach thuong 13 dung dich trong dung dich 4ém chira mxde v
trung va dang trueng. Néu cin, thube c6 thé chia chét hoa tar: va chét gay té tai chd d2
lam diu con dau & vi tri tiém (vi dy, lignocain). Thong thudng, thanh phin néu trén
dugc cung cép riéng r€ & dang bét ky trong sb bC).t duoc lam kho lahh hodc chit cd
khan <6 trong vt chira thu dugc bang cach bit kin trong #mpun hodc trong géi nho c6
lwong chét hoat tinh hodc & dgng hdn hop & dang 1i8u don vi. Khi thube du(jc st dung
bing cach tiém, né c6 thé duoc st dung tir chai tiém chira nude hoge nuée mubdi & mirc
vo trung dugc ly. Khi thudc duoc st dung bing cach tiém, dmpun chita néc hodc
nuée mudi v6 ‘rung dé tiém c6 thé duoc cung cép sao cho céc thanh phin néu trén

duoc tron véi nhau trude khi str dung.

Duoc phim theo sang ché c6 thé 13 dugc phdm chi chira thé lién hop khang thé
khang HEP2-duoc chit theo sang ché hoic dugc phim chira thé lién hep khang thé
khéng HER2-dugc chit va it nhit mt chit diéu tri ung thu khng phai thé lién hop
nay. Thé Lién hop khang thé khang HER2-dugc chit theo sang ché <6 thé duge s
dung véi chat diéu tri ung thu khic. Tac dung chéng ung thu do d6 c6 thé duoc ting
cudng. Céc chit chéng ung thu khac dugce st dung cho fnuc dich nay c6 thé dudc dung
riéng r& ddng thdi véi, riéng biét voi, hogc lan lugt voi thé lién hop khéngthé-duoc
chat va co the dugc st dung trong khi lam thay d6i khoeng thoi gian nghi gitta mdi
lan st dung véi mdi chat Vi du v& chéit didu tri ung tt.ur bao gém 5-FU, pertuzumab,
paclitaxel, carboplatin, cisplatin, gemcitabine, capecitabine, irinotecan (CPT-1 1),
paclitaxel, docetaxel, pemetrexed, sorafenib, vinblastin, vinorelbine, everolims,
tanespirﬁyxin, bevacizumab, oxaliplatin, lapatinib, ado-trastuzumab emtansin (T-
DM1), hoic cac thubc duge md ta trong cong bd qudc t& s6 WO 2003/038043, cac thé
twong dong LH-RH (leuprorelin, goserelin, hodc chét tuong tu), estramustin phosphat,
cac chét dé: khang estrogen {tamoxifen, raloxifene, hoic chét trong tir), va cac chat e

ch? arcmat-za (anastrozol, letrozol, exemestan, hodc chi: twong tu), nhung khong bi

gidi han mién chung 1a thudc c6 hoat tinh I\hang u.

Duoc phém c6 thé duogc bao ché theo cong thirc thénh'ché ph§m khé lanh hodc
ché phdm long & dang ché phim c6 hop phin mong mudn va dé tinh sach dugc yéu
ciu. Khi duoc bao ché theo cong thirc & dang ché phim khé lanh, né c6 thé 1a ché
pham chiz chét phu gia ché phim thich hop dugc sir dung trong linh Vuc‘néy. Ciing

vay véi ché phim 1éng, n6 c6 the duge bao che theo cong thire ¢ dang ché rham long
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chira nhiéu chat phu gia ché pham khac nhau duoc st dung trong iIinh vyc nay.

Hop phin va ndng d6 duge phém c6 thé thay ddi thy vio phwong phép sur dung.
Tuy nhién, thé lién hop khang thé khang HERZ-dudc‘ chét c6 trong duogc phim theo
sang ché c6 thé thé hién tic dung duogc ly ngay ca & lidu nho khi thé lién hop khéng.
thé-duge chét c6 4i luc cao hon ddi véi khéng nguyén, tirc 13, i luc cao (= gia tri Kd
thip) v& mt hing sb phén ly (ttc 13, gia tri Kd) dbi véi khang nguyén. Do &6, dé xéac
dinh 1idu ding cta thé lién hop khing thé-duoc chat, 1iéu ding nay c6 thé duoc xic
dinh trong trudng hop lién quan dén 4i lyc gitta thé lién hop khéng thé-duge chét va
khang nguy3n. Khi thé lién hgp khéng thé-duogc chét theo sang ché duoc str dung cho
ngudi, vi dy, kheang 0,001 dén 100 mg/kg c6 thé duge st dung mot 18a hodc vai lan

v6i khoang nghi 13 tir 1 dén 180 ngay.
Vi du thuwe hién sang ché

Sang ché dugc mé ta cu thé bé'lng cac vi du dugc thé hién dudi day. Tuy nhién,
sang ché khong bi gi6i han & céc vi du ndy. Ngoai ra, sng ché khong nén duge hiéu
theo nghia gidi han. Ngoai ra, trir khi duwoc m6 ta khac mot cach cu thé, chat phan Ung,
dung moi, va vat liéu bt dau duge mo ta trong ban md ta cb th thu dugc dé dang tix

nha cung cip thuwong mai.
Vi du tham khao 1. Diéu ché trastuzumab

14 1o nhé chira 440 mg Herceptin /19 (Genentech, Inc.) dvoc hoa tan trong 2L
dém sic ky trao dbi cation A (dém xitrat 25SmM, NaCl 30mM, pH = 5,0) va dugc loc
qua bd loc 0,2 pm (Millipore Corp.: Stericup 0,22 pm, mang GVPVDF). Cac mAu
duogc dua lén cf)t 580 kky trao dbi cation (SP Sepharose HP 240 ml, cot XKSO), sau &6
rira giai trong didu kién gradien tuyén tinh ndng d6 NaCl tir 30mM dén 500 mM sir
dung dém sic ky trao dbi cation B (dém xitrat 25 mM, NaCl 500 mM, pH = 5,0) dé
tach cdc phin monome IgG. Céc miu monome c6 d9 tinh sach cao hon 98% bang
phan tich sic ky loai trir kich c¢& dugc két hop va duge cd bang UF2CK (Millipore
Corp.: PELLICON XL Filter, BIOMAX 30K, PXB03OA5>0), va dém duoc thay bang
dém CBS (xitrat 10 mM/NaCl 140 mM, pH = 6,0). MAu dugc thay bang dém CBS
dugc loc qua bd loc 0,2 um (Sartorius AG: Minisart-Plus 0,2um, 178Z3K).

Vi du tham khdo 2. San xudt trastuzumab emtansin T-DM1
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Tao dZn xudt SMCC cua khang thé: Bing cach sit dung quy trinh chung C-2
(PBS6.5/EDTA dugc st dung lam dung dich dém), quy trinh chung A, va quy trinh
chung B (khi hé s§ hép thy & budc séng 280 nm, 1,37 mLmg'em™ duoc sir dung)
dugc mo ti trong phuong phadp san xudt 1, viéc thay thé dém bing PBS6.5/EDTA
duoc thyc hién trén trastuzumab di duoc tao ra trong Vi du tham khao 1 dé diéu ché
dung dich chta trastuzumab (160,0 mg) da dugc hoa tan trong PBS6.5/EDTA (7,60
mL) trong dng polypropylen 15 mL. Sau d6, SMCC (1,84 mg) dung dich DMSO (0,40
mL; twong {mg v&i khoang 5,1 dwong lwong véi mdi phan tir khang thé) dugc bb sung
& rhiét d6 trong phong. Hdn hop phan tng dugc didu chinh dé c6 ndng d6 khang thé 13
20mg/mL, va phan tng dugc tién hanh & nhiét d6 trong phong bang cach str dung may
quay éng (MTR-103, duoc san xut bai AS ONE Corporation) trong 2 gid. Dung dich
phan tng ndy dugc dem di tinh sach theo quy trinh chung D-2 (PBS6.5/EDTA duogc st
dung 1am dung dich dém) dé tao ra 12 mL dung dich chira 154,9 mg khéng thé ducc
tao dan xuit SMCC.

Thé Usn hep gifta khdng thé va thanh phan litn két duwgc chdt: Bb sung
PBS6.5/EDTA (2,56 mL) va N2-deaxetyl-N2-(3-mercapto-1-oxopropyl)-maytansin
(4,67 mg; DM1, Journal of Medicinal Chemistry, 2006, Vol. 49, No. 14, p. 4392),
dung dich DMA (dimetylaxetamit) (0,93 mL; twong tng v6i kioang 5,8 duong luwong
v6i mBi phén i khéng thé dugc tzo din xudt SMCC) vao dung dich thu dwoc & trén
trong Sng polypropylen 50 mL & nhiét d6 trong phong, dung dich phan tmg duoc didu
chinh dén ndng d6 khang thé 1a 10 mg/mL, va phan tng dugc tién hanh & nhiét d5
trong phong bing cach sir dung may quay ng trong 16,5 gid.

Quy trinh tinh sach: Dung dich néu trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh
chung D-1 stt dung dung dich dém natri phosphat (10 mM, pH = 6,5) chita natri clorua
(137 mM) dé tao ra 35 mL dung dich chira hop chét ctia vi du tham khao dich.

Pic diém héa ly: Bang cach sir dung quy trinh chung E str dung d6 hép thu UV &
hai budc séng 252 nm va 280 nm, cac gia tri ddc trung sau dugc thu nhén.

Nong 46 khéng thé: 4,14 mg/mL, hiéu sut khang thé: 144,9 mg (91%), va sb
phan tir dug: chét 1ién hop trung binh (n) véi mbi phan tir khang thé: 3,0.

Vi du 1. Hop chét trung gian (1)

(Cong thirc 27)
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Quy trinh 1: tert-Butyl (4-{[(1S,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo0-
2,3,9,10,13,1 5-hexahydrd- 1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[ 1,2-

b]quinolin-1-yl]amino }-4-oxobutyl)cacbamat

Axit 4-(tert-butoxycacbonylamino)butanoic (0,237 g, 1,13 mmol) dugc hoa tan
trong diclometan (10 mL), N-hydrcxysuxinimit (0,120 g, 1,13 mmol) va 1- etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua (0,216 g, 1,13 mmol) dugc bd sung va
khudy trong 1 gid. Dung dich phan tmg dwgc bd: sung nhod giot vac dung dich N,N-
dimetylformamit (10 mL) d& dugc nap mudi axit metansulfonic ctia exatecan (0,500 g,
0,94 mmol) va trietylamin (0,157 mL, 1,13 mmol), va dugc khuéy & nhiét do trong
phong trong 1 ngiy. Dung méi duge loai bé dudi ap suat giam va cin thu duge dugce
tinh sach bang sic ky cot silicagel [cloroform - cloroform : metanol = 8 : 2 (thé
tich/thé tich)] dé tao ra hop chit néu trong tiéu d& (0,595 g, dinh luong).

TH-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,31 (9H, s), 1,58 (1H, t,
J=7,2 Hz), 1,66 (2H, t, J=7,2 Hz), 1,82-1,89 (2H, m), 2,12-2,2% (3H, m), 2,29 (3H,s),
2,92 (2H, t, J=6,5 Hz), 3,17 (2H, s), 5,16 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,24 (1H, d, J=18,8 Hz),
5,42 (2H, s), 5,59-5,55 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,78 (1H, t, J=6,5 Hz), 7,30 (1H, s), 7,79
(1H, d, J=11,0 Hz), 8,40 (1H, d, J=8,6 Hz).

MS (APCI) m/z: 621 (M+H)+

Quy trinh 2: 4-Amino-N-[(lS,9S)-9-ety1-5-ﬂo_-9-hydroxy-4-metyl—10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-yl]butanamit '

Hop chét (0,388 g, 0,61 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 néu trén dugc hoa tan
trong diclometan (9 mL). Axit trifloaxetic (9 mL) dugc bd sung va né dugc khudy
trong 4 gio. Dung m6i duoc loai bo dudi ap sudt giam va cin thu duge duoc tinh sach
bing shc ky cot silicagel [cloroform — 16p hitu co duoc chia phin cta cloroform:

metanol: nudc = 7: 3: 1 (thé tich/th& tich/thé tich)] d2 tao ra trifloaxetat cia hop chét
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néu trong tidu dé (0,343 g, dinh lugng).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,79-1,92 (4H, m), 2,10-
2,17 (2H, m), 2,27 (2H, t, J=7,0 Hz), 2,40 (3H, s), 2,80-2,86 (2H, m), 3,15-3,20 (2H,
m), 5,15 (14, d, J=18,8 Hz), 5,26 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,54-5,61 (1H, m),
6,55 (1H, s), 7,32 (11, s), 7,72 (3H, brs), 7,82 (1H, d, J=11,0 Hz), 8,54 (1H, d, J=8,6
Hz).

MS (APCI) m/z: 521 (M+H)+
Vi du 2. Thé lién hop khéng thé-dugc chit (2)

(Cong thirc 28)

HZN/\/\FO
Quy trinh 2

(o]
[o] H O H O
Trastuzumab ——q\/\/\)\ ’YN‘)L ﬁENJNWO
(o] .

Quy trinh’4

Quy irich 1: N-(tert-Butoxycacbonyl) glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-(4-{ [(1S,9S)- 9-
etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15 -hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-yl]Jamino}-4-
oxobutyl)glyxinamit

N-(tert-butoxycacbonyl)glyxylglyxyl-L-phenylalanylglyxin (0,081 g, 0,19 mmol)
duoc hoa tan trong diclometan (3 mL), bd sung N-hydroxysuxinimit (0,021 g, 0,19
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mmol) va I-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua (9,036 g, 0,19
mmol) va sau 46 khudy trong 3,5 gid. Dung dich phan ting dirge bd sung rhé giot vac
dung dich W,N-dimetylformamit (1,5 mL) d& duoc nap hop chét (0,080 g, 9,15 mmol)
thu duoc trong quy trinh 2 ctia Vi du 1, va duogc khudy & nhiét d6 trong phong trong 4
gio. Dung méi dugc loai bo dudi ap suét giam va cdn thu dugc dugc tinh sach bﬁng
séc ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol = 8 : 2 (thé tich/thé tich)) dé tao
ra hop chit néu trong tidu dé (0,106 g, 73%).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 8: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,36 (%94, s), 1,71 (2H, m),
1,86 (2H, t, J=7,8 Hz), 2,15-2,19 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,77 (1H, dd, J=12,7, 8,8 Hz),
3,02 (1H, d4, J=14,1, 4,7 Hz), 3,08-3,11 (2H, m), 3,16-3,19 (2H, m), 3,54 (2H, 4,
J=5,9 Hz), 3,57-3,77 (4H, m), 4,46-4,48 (1H, m), 5,16 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,25 (1H, d,
J=18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,55-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 7,00 (1H, t, J=6,3 Hz), 7,17-
7,26 (5H, m), 7,31 (14, s), 7,71 (1H, t, J=5,7 Hz), 7,80 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,92 (1H, t,
J=5,7 Hz), 8,15 (1H, d, J=8,2 Hz), 8,27 (1H, t, J=5,5 Hz), 8,46 (1H, d, J=8,2 Hz).

MS (APCI) m/z: 939 (M+H)+

Quy trinh 2: Glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-(4-{[(1S,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy- 4-
metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,1 2H-benzo[de]pyraro[3',4":6,7]
indolizino[1,2-b]quinolin-1-yl]amino}-4-oxobutyl)glyxinamit

Hop chit (1,97 g, 2,10 mmol) thu dugc tir quy trinh 1 & trén duge hoa tan trong

diclometan (7 mL). Sau khi bd sung axit trifloaxetic (7 mL), hdn hop duoc khuiy
trong 1 gi¢. Dung méi dugc loai bé dudi ap suét giam, va cin dugc nap toluen trong
qué trinh chung c4t déng phi. Cin thu dugc dugc tinh sach béng séc ky cot silicagel
(clorcform - 16p hitu co dd chia phan cta cloroform : metano! : nwgc =7:3 : 1 (thé
tich/thé tich/th tich)) d& tao ra trifloaxetat ctia hop chat néu trong tiéu & (1,97 g,
99%).
III-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,71-1,73 (2H, m), 1,8Z-
1,90 (2H, m), 2,12-2,20 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,75 (1H, dd, J=13,7, 9,4 Hz), 3,03-3,09
(3H, m), 3,18-3,19 (2H, m), 3,58-3,60 (2H, m), 3,64 (1H, d, J=5,9 Hz), 3,69 (1H, 4,
J=5,9 Hz), 3,72 (1H, d, J=5,5 Hz), 3,87 (1H, dd, J=16,8, 5,9 Hz), 4,50-4,56 (1H, m),
5,16 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,25 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,55-5,60 (1H, m),
7,17-7,27 (5H, m), 7,32 (1H, s), 7,78-7,81 (2H, m), 7,95-7,97 (3H, m), 8,33-8,35 (2H,
m), 8,48-8,51 (2H, m).
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MS (APCI) m/z: 839 (M+H)+

Quy trinh 3: N- [6-(2,5 -Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yDhexancyl]glyxylglyxyl- L-
phenylalanyl-N-(4-{[(1S,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,1 5-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-yl]amino}-4-oxobutyl)glyxinamit i

B4 sung dung dich chtia hop chét (337 mg, 0,353 mmol) thu dugc trong quy
trinh 2 & trén, trietylamin (44,3 mL, 0,318 mmol) va N-suxinimityl 6-maleimit
hexanoat (119,7 mg, 0,388 mmol) vao N,N-dimetylformamit (1,2 mL) va khudy &
nhiét d6 trong phong trong 1 gi¢. Dung méi dugc loai bd dudi 4p suit giam va cin thu
duge duge tinh sach bing séc ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol =5 : 1
(thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chit néu trong tidu d& & dang chét rin mau vang nhat
(278,0 mg, 76%). ’

IH-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,87 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,12-1,22 (2H, m), 1,40-
1,51 (4H, m), 1,66-1,76 (2H, m), 1,80-1,91 (2H, m), 2,05-2,21 (6H, m), 2,39 (3H, s),
2,79 (1H, dd, J=14,0, 9,8 Hz), 2,98-3,21 (5H, m), 3,55-3,77 (8H, m), 4,41-4,48 (1H,
m), 5,15 (1H, d, J=18,9 Hz), 5,24 (1H, d, J=18,9 Hz), 5,40 (1H, d, J=17,! Hz), 5,44
(1H, d, J=17,1 Hz), 5,54-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,20-7,27 (54, m),
7,30 (1H, s), 7,70 (1H, t, J=5,5 Hz), 7,80 (1H, d, J=11,0 Hz), 8,03 (1H, t, J=5,8 Hz),
3,08 (1H, t, J=5,5 Hz), 8,14 (1H, d, J=7,9 Hz), 8,25 (1H, t, J=6,1 Hz), 8,46 (1H, d,
1=8,5 Hz).

MS (APCI) m/z: 1032 (M+H)+
Quy trinh 4: Thé lién hop khang thé-dugc chit (2)

Khtr khéng thé: trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 duoc diu ché
dé c6 ndng d6 khang thé 13 10 mg/mL béng PBS6.0/EDTA si dung quy trinh éhuﬁg
C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hip thu & budc séng 280 nm, 1,37 mLmglem’!
duoc st dung) drge mé ta trong phuong phap san xuét 1. Durg dich (3,0 mL) duoc
dat vao trong 6ng polypropylen 15 mL va duoc nap dung dich nudc chtra tris(2-
carboxyetyl)phosphin hydroclorua 10mM (TCEP, To.<yo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0,0934 mL; 4,6 duong luong véi mdi phén tr khang thé) va dung dich nuéc chua
dikali hydro phosphat 1M (NacaIai Tesque, Inc.; 0,150 mL). Sau khi x4c nhén ring
dung dich c6 pH = 7,4 £0,1, lién két disulfua & phin ban 1& trorg khang th? duoc khir
béng cach 1 & 37°C trong 1 gid.
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Lién hop khéang thé v6i thanh phén lién két dugc chat: Sau khi 1 dung dich trén &
22°C trong 10 phut, dung dich DMSO (0,187 mL; 9,2 duong luong véi mdi phén t
khang thé) chira 10 mM hop chét thu duoc trong quy trinh 3 duoc bd sung vio d6 va
@& cho thanh phan lién két dugc chat lién hop véi khang thé & 22°C trong 40 phit.
Tiép theo, dung dich nude (0,0374 mL; 18,4 duong lrgng véi mdi phéan tir khéng thé)
chita N-axetylxystein (NAC, Sigma-Aldrich Co. LLC) duqd bd sungv vao d6 va u &
22°C @8 két thic phan tmg ctia thanh phan lién két dugc chit trong 20 phit nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach sir dung quy trinh chung D-1
(PBS6.0 dugc st dung lam dung dich dém) duoc mé ta trong phwong phap san xuét 1
d3 tao ra 6 mL dung dich chira thé lién hop khang thé-dugc chat néu trong tiéu dé. Sau
d6, dung dich duge ¢b bang quy trinh chung A.

Dic diém hoa 1y: Bing cach sir dung quy trinh chung E duge m6 ta trong phuong
phép sén xuét 1, thu dugc cic gié tri dic trung sau ddy.

Néng d6 khang thé: 3,21 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 22,5 mg (75%), va s6 phan
tur dixc;c chit lién hop trung binh (n) véi mbi phén tir khang thé: 2,6.

Vi du 3. Thé lién hop khang thé-dugc chét (3)

(Cong thirc 29)
9
T R M AL MR
SN Ny N i
x H/\g N N /\&’H Quy trinh 1
o bo i
F N ™)
)\ﬁ\éﬁo
e Y~
o] ¢}
¢O (o] H O
Trastuzumab —f— N\/\/\)LN’\(N\)L
0 H O

73
Quy trinh 1: Thé lién hop khéng thé-duoc chét (3)

Khtr khang thé: trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 dugc diéu ché
8 c6 ndng @o khang thé 13 10 mg/mL bing cich thay moi trudng bing PBS6.0/EDTA
stt dung auy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hio thy & budc séng 280

nm, 1,487 mLmg'cm? dwgc sit dung). Dung dich (1,25 mL) dugc ddt vao bng
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polypropylen 1,5 mL va dugc nap dung dich nuéc chira TCEP 10 mM (0,039 mL; 4,6
duorg luerg v6i mdi phén tir khang thé) va dung dich nuéc chira dikali hydro
phosphat 1M (0,6625 mL). Sau khi x4c nhén réng dung dich ¢6 o= 7,4 £0,1, lién Két \
disulfua & piién ban 18 trong khang thé dugc khir bing céch it & 27°C trong 1 gid.

Lién hop khang thé véi thanh phén lién két dugc chit: Sau khi b sung DMSO
(0,072 mL) va dung dich DMSO chta 10 mM hop chét clia quy itrinh 3t vidu?2
(0,078 mL; 9,2 dwong lwong v6i mdi phan tir khéng thé) vao dung dich trén & nhiét do
trong phong, hén hop dugc khudy bing cach str dung may quay ong dé cho thanh phan
lién két duogc chét lién hop voi khang thé & nhiét d6 trong phong trong 40 phut. Tiép
theo, dung dich nudc (0,0155 mL; 18,4 duong lwgng v6i mdi phén tir khang thé) chua
NAC 100 mM duoc bd sung vao d6 va duge khudy & nhiét d6 trong phong dé két thic
phan Ung cia thanh phan lign két duogc chét trong 20 phtt nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh chung D
(ABS duoc st dung 1am dung dich dém) dugc mé ta trong phueng phap san xut 1 dé
tao ra 6 mL dung dich chira hop chét quan tAm. Dung dich ndy duoc c¢6 thém bang quy
trinh chung A. Sau do, bang cach st dung quy trinh chung E, thu dugc céc gia tri déc

trung sau day.

Néng d6 khéng thé: 9,85 mg/mL, hiéu suit khang thé: 6,9 mg (55%), va sb phan tir
dugc chit lién hop trung binh (n) véi mbi phan tir khang thé: 7,3.

Vi du 4. Thé lién hop khéng thé-duoc chat (4)

(Cong thire 30)

f}t}

/\)L OD o} (o} ( o

0o o] H H

o) < p ~N N N (o}
N/\/\F 0 N /\g ﬁ ﬁ/\/\"

TFA H (¢}
- N
HoN \r { H o NH
(o]
S Quy trmhl : YOS
~ \N FONH \ / .
“““ “oib

. (o}
1 [o) H O H O
. Trastuzumab — N~ NN ,( N\)L 0
Quy trinh 2 ‘d; g N HW

-05-



30016

Quy trinh 1: N-[3-(2,5-Diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)propanoyljgiyxylglyxyl- L-
phenylalanyl-N-(4-{[(18S,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-yl]amino}-4-oxobutyl)glyxinamit

Hop chat (80 mg, 0,084 mmol) ctia vi du 1 duge cho phan ung theo cung céch
thitc nhu & quy trinh 3 cua Vi dy 2 bang cach st dung N-suxinimityl 3-maleimit
propioat (24,6 mg, 0,0924 mmol) thay cho N-suxinimityl 6-maleimit hexanoat dé tao

ra hop chét néu trong tiéu dé & dang chét rin mau vang nhat (60,0 mg, 73%).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) §: 0,89 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,70-1,78 (2H, m), 1,81-
1,94 (2H, m), 2,12-2,23 (4H, m), 2,42 (3H, s), 2,81 (1H, dd, I=13,7, 9,8 Hz), 3,01-3,15
(3H, m), 3,16-3,23 (2H, m), 3,30-3,35 (1H, m), 3,58-3,71 (6H, m), 3,71-3,79 (1H, m),
4,44-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, J=19,0 Hz), 5,27 (1H, d, J=19,0 Hz), 5,43 (1H, d,
J=17,6 Hz), 5,47 (1H, d, J=17,6 Hz), 5,57-5,63 (1H, m), 6,56 (1H, s), 7,02 (2H, s),
7,17-7,22 (1H, m), 7,22-7,30 (SH, m), 7,34 (1H, s), 7,73 (1H, t, }=5,6 Hz), 7,83 (iH, d,
J=10,7 Hz), 8,08 (1H, t, J=5,6 Hz), 8,15 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,30 (2H, dt, J=18,7, 5,7
Hz), 8,49 (11, d, J=8,8 Hz).

MS (APCI) m/z: $90 (M+H)+
Quy trinh 2: Thé lién hop khéng thé-dugc chat (4)

Khir khang thé: trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khao 1 duoc diéu ché
dé c6 ndng d6 khing thé 13 10 mg/mL bing cach thay thé mdi trudng bing
PBS6.0/EDTA str dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hip thy &
budc séng 280 nm, 1,48 mLmg'em™ dugce sit dung). Dung dich (1 mL) dugc dit vao
bng polypropylen 1,5 mL va dugc nap dung dich nudc chira TCEP 10mM (0,0155
mL; 2,3 duong lwong v6i mdi phan tir khéng thé) va dung dich nwée chiza dikali hydro
ohosphat 1M (9,050 mL). Sau khi x4c nhén ring dung dich ¢6 pH = 7,4 + 0,1, lién két
disulfua & phan ban 18 in khang thé dwoc khir bing cach u & 37°C trong 1 gio.

Lién hon khang thé v6i thanh phin lién két dugc chit: Sau khi bd sung DMSO
(0,072 mL) va dung dich DMSO chira 10mM hop chit ctia guy trinh 3 tr Vi du 2
(0,031 mL; 4,6 duong lugng voi mdi phan tir khing fhé) vao dung dich trén & nhiét 46
trong phong, hén hop duge khudy bang cach sir dung may quay bng dé che thanh phin
1ién két duoc chét lién hop v6i khang thé & nhiét d6 trong phong trong 40 phut. Tiép
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theo, dung dich nudc (0,0078 mL; 9,2 duong lugng véi mdi phan tir khdng thé) chira
NAC 100 mM duoc bd sung vio d6 va dugc khudy & nhiét d6 trong phong dé két thic
phan tmg cta thinh phan lién két dugc chét trong 20 phiit nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh chung D
(ABS duogc st dung 1am dung dich dém) dé tao ra 6 mL dung dich chira hop chét quan
tdm. Bing cach st dung quy trinh chung E, thu dugc cac gia tri dic truﬁg sau.
Ndng d6 khang thé: 1,32 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 7,9 mg (79%), va sb phan tir
duge chét lién hop trung binh (n) véi mbi phan tir khang thé: 3,1.

Vi du 5. Thé lién hop khang thé-duoc chat (5)

(Cong thirc 31)
o »
o i O H O
QN’\)LN,\(N\)LN N\)LN/\/\[’O
(e} H O o H NH S

N’ Quy trinh 1

o
Trastuzumab ———Adf(N -\/ILN,\",N\)LN N\)LN,\/\(,O
H
o} .

Quy trinh :: Th# lién hop khéng thé-dugc chét (5)

Luong dung dich nude chira TCEP 10 mM dugc diéu chinh sao cho ty 18 mol cia
TCEP véi lriléng thé & bude khir khang thé 13 4,6. Va lugng dung dich thanh phén lién
két duge chit 10 mM duoc bd sung duoc diéu chinh sao cho ty 18 mol cta hop chét
cta quy trina 1 t& vi du 4 véi khang thé & bude lién hop thanh pkan lién két dugc chat
13 9,2. Sau @6, luong dung dich nude chira NAC 100 mM duge bd sung duoc didu
chinh sao cho ty 1€ mol ciia NAC véi khaiﬁg thé khi két thac phan tmg 13 18,4. Bing
cling quy trinh nhu quy trinh 2 tir vi du 4, thu duge 6 mL dung dich chira thé lién hop
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khéng thé-duoc chit néu trong tidu dé, va thu dugc céc gia tri dic trung sau day.

Nong ¢6 khang thé: 1,23 mg/mL, hiév suit khing thé: 7,4 mg (74%), Vi 56 phan
duge chét lién hop trung binh (n) v6i mdi phan tir khang thé: 6,1.

Vi du 6: Thé lién hop khang thé-duoc chét (6)

(Cong thirc 32)
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Quy ' trinh 1:  N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-Diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-
yl)propanoyl]amino}etoxy)etoxy]propanoyl} glyxylglyxyl-L-ph=nylalanyl-N-(4-
{[(18,98)-S-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-
1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4":6,71indolizino[1,2-b]quinolin-1-yl]Jamino}-4-
oxobutyl)glyxinamit |

Hop chét (100 mg, 0,119 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 tir vi du 2 dugc cho
phan tng theo cing cach thirc nhu & quy trinh 3 tr vi du 2 bing cach sir dung
diisopropyletylamin (20,8 pL, 0,119 mmol) thay cho trietylamin va N-suxinimityl 3-
(2-(2-(3-maleinimitepropanamit)etoxy)etoxy)propanoat (50,7 Ihg, 0,119 mmol) thay
cho N-suxinimityl 6-maleimit hexanoat dé tao ra hop chit néu trong tiéu dé & dang

chét rin mau vang nhat (66,5 mg, 48%).
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,85 (3H, t, I=7,4 Hz), 1,65-1,74 (2H, m), 1,77-
1,90 (2H, m), 2,07-2,19 (4H, m), 2,30 (2H, t, J=7,2 Hz), 2,33-2,36 (2H, m), 2,38 (31,
s), 2,76 (1H, dd, J=13,7, 9,8 Hz), 2,96-3,18 (9H, m), 3,42-3,44 (41, m), 3,53-3,76
(10H, m), 4,43 (1H, td, ]=8,6, 4,7 Hz), 5,14 (1H, d, ]=18,8 Hz), 5,23 (1H, d, ]=18,8
Hz), 5,38 (1H, d, J=17,2 Hz), 5,42 (1H, d, ]=17,2 Hz), 5,52-5,58 (1H, m), 6,52 (1H, s),
6,98 (2H, s), 7,12-7,17 (1H, m), 7,18-7,25 (4H, m), 7,29 (1H, s), 7,69 (1H, t, J=5,5
Hz), 7,78 (1H, d, J=11,3 Hz), 7,98-8,03 (2H, m), 8,11 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,16 (1H, 1,
J=5,7 Hz), 8,23 (1H, t, I=5,9 Hz), 8,44 (1H, d, J=9,0 Hz).

MS (APCI) m/z: 1149 (M+H)+
Quy trinh 2: Thé lién hop khéng thé-dugc chat (6)

Khir khang thé: trastuzumab dugc tao ra trong vi dy tham khao 1 dugc diéu ché
dé c6 ndng do6 khang th 13 10 mg/mL bing cich thay thé moéi truong bing
PBS6.0/EDTA sit dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé sb hép thu &
budc séng 280 nm, 1,48 mLmg'em™! duge st dung). Dung dich (1,25 mL) duoc dat
trong dng polypropylen 1,5 mL va dugc nap dung dich nuéc chita TCEP 10 mM
(0,019 mL; 2,3 duong luong véi mdi phan tr khang thé) va dung dich nuéc chira
dikali hydro phosphat 1M (0,0625 mL). Sau khi x4c nhén rang dung dich c6 pH = 7,4
+0,1, lién két disulfua & phin ban 18 trong khing thé duoc khur bing cach u & 37°C
trong 1 gid.

Lién hop khang thé véi thanh phdn lién két duge chit: Sau khi bd sung DMSO
(Sigma-Aldrich Co. LLC; 0,109 mL) va dung dich DMSO chta 10 mM hop chét cta
quy trinh 1 (0,039 mL; 4,6 duong lugng véi mdi phén tir khang thé) vio dung dich
trén & nhiét do trong phong, né duogc khudy bing cach st dung mdy quay bng dé cho
thanh phan lién két dugc chét lién hop véi khang thé & nhiét do trong phong trong 40
phit. Tiép *heo, dung dich nudc (0,008 mL) chita NAC 100mM Guge bo sung vao do
va duoc khudy nhiét d6 trong phong dé két thic phan g cla thanh phan lién két
durge chét trong 20 phit nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh chung D
(ABS duge st dung lam dung dich dém) dugc md ta trong phuong phap san xuét 1 dé

tao ra 6 mL dung dich chira hop chét quan tam.

Dic diém hoa ly: Biing cach sir dung quy trinh chung E, thu dugc céc gia tri dac
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trung sau day.

Nong d6 khang thé: 1,76 mg/mL, hiéu sut khang thé: 10,6 mg (85%), va s6 phan tir
duoc chat lién hop trung binh (n) véi m&i phan tir khéng thé: 3,6.

Vi du 7. Thé 1ién hop khang thé-dugc chit (7)

(Cong thure 33)
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-duge chat (7)

Khir khang thé: trastuzumab duge tao ra trong vi du tham khao 1 duoc didu ché
d8 c6 ndng d6 khang thé bang 10 mg/mL bing cach thay thé médi truong béng
PBS6.0/EDTA st dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé sd hap thu &
budc soéng 280 nm, 1,48 mLmg'em™! duge sit dung). Dung dich (1,25 mL) dugc dat
trong 6ng polypropylen 1,5 mL va dugc nap dung dich nuéc chita TCEP 10 mM
(0,039 mL; 4,6 duong lugng voi mdi phan tir khang thé) va dung dich nudc chira
dikali hydro phosphat 1M (0,0625 mL). Sau khi xdc nhén rang dung dich c6 pH = 7,4
+0,1, lién két disulfua & phdn ban 12 trong khang thé dugc khir bang cach u & 37°C
trong 1 gio.

Lién hop khang thé véi thanh phin lién két duoc chit: Sau khi bo sung DMSO
(0,072 mL) va dung dich DMSO chita 10 mM hop chit ctia quy trinh 1 tr vi du 6
(0,078 mL; 9,2 duong luong véi mdi phén tir khang thé) vao dung dich trén & nhiét d6
trong phong, n6é dugc khudy bing céch st dung may quay bng dé cho thanh phén lién
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két duoc chét lién hop véi khang thé & nhiét d6 trong phong trong 40 phut. Tiép theo,
dung dich nuéc (0,0155 mL) NAC 100 mM duoc bd sung vao d6 va duge khudy &
nhiét do trong phong dé két thiic phan ing cua thanh phn lién két dugc chit trong 20
phut nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh chung D
(ABS duoc st dung Iam dung dich dém) dé tao ra 6 mL dung dich chira hop chat quan
tam.

Dic diém hoa Iy: Bing cach st dung quy trinh chung E, thu dugc céc gié tri dic
trung sau day.

Néng d6 khang thé: 1,93 mg/mL, hidu suit khang thé: 11,6 mg (93%), va s phan tit
duoc chét lién hop trung binh (n) véi mbi phan tir khang thé: 6,9.

Vi du 8. Thé lién hop khang thé-dugc chit (8)

(Cong thuc 34)
()
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-duoc chét (8)

Khir khang thé: trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khao 1 duoc didu ché
d8 c6 ndng d6 khang thé bing 10 mg/mL bdng cach thay thé méi truong bing
PBS6.0/EDTA st dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hip thu &
bude séng 280 nm, 1,48 mLmg'em™ duoe st dung). Dung dich (1,25 mL) dugc dat
trong dng polypropylen 1,5 mL va dugc nap dung dich nu6c chira TCEP 10 mM
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(0,039 mL; 4,6 duong luong véi mdi phan tir khang thé) va dung dich nuéc chia
dikali hydro phosphat 1M (0,0625 mL). Sau khi x4c nhan rang dung dich c¢6 pH = 7,4
+0,1, lién kbt disulfua & phin ban 12 trong khang thé duge khir bing cach i & 37°C
trong 1 gio.

Lién hop khang thé v6i thanh phin lién két dugc chat: Sau khi b6 sung DMSO
(0,072 mL) va DMSO dung dich chira 10 mM hop chét cta quy trinh 1 tir vi du 6
(0,078 mL; 9,2 duong lugng voi mdi phén tir khang thé) vao dung dich trén & nhiét d6
trong phong, hdn hop dugc khudy bing cach sir dung may quay ong dé cho thanh phin
lidn k&t duoc chét lién hop véi khéng thé & nhiét d6 trong phong trong 40 phut. Tiép
theo, dung dich nuéc (0,0155 mL) chira NAC 100 mM dugc bd sung vao d6 va duge
khudy nhiét do trong phong & két thic phan tmg ciia thanh phan lién két dugc chét
trong 20 phut nira.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach sir dung quy trinh chung D-1
(ABS dugc sit dung lam dung dich dém) dé tao ra 5,7 mL dung dich chtra hop chét
quan tam.

Dic didm hoa ly: Bang cach st dung quy trinh chung E, thu dugc cac gia tri dac
trung sau day.

Nodng d6 khang thé: 1,50 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 8,55 mg (86%), va s6 phén tir
dugc chit lién hop trung binh (n) véi m3i phan tir khang thé: 6,2.
Vidu 9. Thé lién hop khang thé-dugc chit (9)

(Cong thurc 35)
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Quy trinh I: N—[l9-(2,5-Dioxo-2,5-dihydr0-lH-pyrol-l-yl)-l7-oxo-4,7,10,13-
tetraoxo-16-azanonadecan-1-oyl)glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-(4-{[(1S,95)-9-etyl-
5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo0-2,3,9,10,13,15 -hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ylJamino}-4-
oxobutyl)glyxinamit

Hop chét (90 mg, 0,107 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 cta vi du 2 dugce cho
phan tmg theo cing cach thic nhu quy trinh 3 cua vi du 2 bing cach sir dung
diisopropyletylamin (18,7 pL, 0,107 mmol) thay cho trietylamin va N-suxinimityl 1-
maleinimit-3-oxo-7,10,13,16-tetraoxa-4-azanonadecan-19-oat (55,1 mg, 0,107 mmol)
thay cho N-suxinimityl 6-maleimit hexanoat dé tao ra‘hqp chit néu trong tiéu dé& &
dang chét rin mau vang nhat (50 mg, 37%).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,85 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,64-1,74 (2H, m), 1,77-
1,90 (2H, m), 2,06-2,19 (4H, m), 2,27-2,32 (2H, m), 2,33-2,37 (2H, m), 2,38 (3H, s),
2,72-2,80 (3H, m), 2,96-3,19 (6H, m), 3,39-3,48 (10H, m), 3,52-3,75 (10H, m), 4,39-
4,48 (1H, m), 5,14 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,23 (1H, d, =18,8 Hz), 5,38 (1H, d, J=17,0
Hz), 5,42 (1H, d, J=17,0 Hz), 5,52-5,58 (1H, m), 6,52 (1H, s), 6,98 (1H, s), 7,13-7,24
(5H, m), 7,29 (1H, s), 7,69 (1H, t, J=5,5 Hz), 7,78 (1H, d, J=10,9 Hz), 7,98-8,03 (2H,
m), 8,10 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,16 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,23 (1H, , J=5,7 Hz), 8,44 (1H, d,
J=8,6 Hz).
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MS (APCI) m/z: 1237 (M+H)+
Quy trinh 2: Thé lién hop khéng thé-duoc chét (9)

Bang céch st dung trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chit
thu duoc trong quy trinh 1, thé lién hop khang thé-dugc chét néu trong tiéu dé thu
dugc theo cuing céch thirc nhu quy trinh 2 cua vi dy 6.

Néng d6 khang thé: 1,75 mg/mL, hiéu sut khang thé: 10,5 mg (84%), v s6 phén
tir dugc chét lién hop trung binh (n) véi m&i phan tir khang thé: 3,4.

Vi du 10 Thé lién hop khang thé-dugc chit (10)

(Cong thirc 36)
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chét (10)

Bang céch sir dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chét
thu dugc trong quy trinh 1 cuia vi du 9, thé lién hop khéang thé-dugc chit néu trong tiéu
d2 thu duoc theo ciing cach thic nhu quy trinh 1 ctia vi du 7.

Néng @ khéng hé: 1,79 mg mL hidu suit khang thé: 10,7 mg (86%), va s6 phan it
dugc chét lién hop trung binh (n) voi mdi phén tr khang thé: 6,0.

Vi du 11. Hop chét trung gian (11)

(Céong thirc 37)

-104-



30016

NH,
I%Q a et
Quy trmh 1

MsOH

Quy trinh 1: tert-Butyl [2-(2-{[(18,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13- dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[ 1,2-

b]quinolin-1-ylJamino} -2-oxoetoxy)etyl]cacbamat

Mudi metansulfonic cia exatecan (3,10 g, 5,47 mol) dugc cho phan ung theo
cing cach thitc nhu quy trinh 1 cta vi du 1 bing cach st dyng axit {2-[(tert-
butoxycacbonyl)amino]etoxy }axetic (J. Med. Chem., 1992, vol. 35, pp. 292; 1,55 g,
6,01 mmol) thay cho axit 4-(tert-butoxycacbonylamino)butanoic d8 tao ra hop chét

néu trong ti€u dé & dang chét rin mau vang nhat (2,56 g, 73%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,26 (9H, s), 1,81-1,91 (2H,
m), 2,13-2,22 (2H, m), 2,40 (3H, s), 3,08-3,26 (4H, m), 3,43-3,53 (2H, m), 4,00 (1H,
d, J=15,1 Hz), 4,05 (1H, d, J=15,1 Hz), 5,14 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,22 (1H, d, J=18,7
Hz), 5,40 (1H, d, J=16,6 Hz), 5,44 (1H, d, J=16,6 Hz), 5,59-5,66 (1H, m), 6,53 (1H, s),
6,86 (1H, t, I=5,4 Hz), 7,31 (1H, s), 7,79 (1H, d, J=10,9 Hz), 8,49 (1H, d, J=9,1 Hz).
MS (APCI) m/z: 637 M+H)+
Quy trinh 2: 2-(2-Aminoetoxy)-N-[(18S,98)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-
diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4' :6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-yl]axetamit

Hop chit (1,50 g, 2,36 mol) thu duoc trong quy trinh 1 & trén duoc cho phan ng
theo cling cach thitc nhu quy trinh 2 cta vi du 1 d8 tao ra mudi axit trifioaxetic cla
hop chét néu trong tidu d& & dang chit r&n mau vang nhat (1,50 g, dinh lugng).
IH-NMR (400 MHz, DMSO-d) &: 0,87 (3H, t, J=7,5 Hz), 1,81-1,92 (2H, m), 2,15-
2,23 (2H, m), 2,41 (3H, s), 3,05 (2H, t, J=5,1 Hz), 3,15-3,23 (2H, m), 3,71 (2H, t,
J=5,1 Hz), 4,10 (2H, s), 5,19 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,24 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,43 (2H, s),
5,58-5,66 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,33 (1H, s), 7,73-7,84 (4H, m), 8,55 (1H, d, J=9,1
Hz).

MS (APCI) m/z: 537 M+H)+
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Vi du 12. Thé lién hop khéng thé-dugc chét (12)

(Cong thirc 38)
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Quy trinh 1: N-(tert-Butoxycacbonyl) glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-[2-(2-{[(1S,95)-
9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13 -diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-ylJamino}-2-
oxoetoxy)etyl]glyxinamit

Hop chit (554 mg, 0,85 mmol) ctia quy trinh 2 ctia vi du 11 duoc cho phan tng
theo cling cach thirc nhu quy trinh 1 ctia vi du 2 d8 tao ra hop chét néu trong tiéu Gé

(775 mg, 95%).

II-NMR (400 MHz, DMSO-de) : 0,85 (3H, t, =7,3 Hz), 1,36 (9H, s), 1,78-1,89 (2H,
m), 2,13-2,22 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,71 (1H, dd, J=13,4, 9,8 Hz), 2,95 (1H, dd,
=134, 43 Hz), 3,09-3,23 (1H, m), 3,23-3,32 (2H, m), 3,40-3,62 (8H, m), 3,73 (1H,
dd, 1=16,5, 5,5 Hz), 4,03 (2H, s), 4,39-4,47 (1H, m), 5,17 (1H, d, J=18,9 Hz), 525
(1H, d, J=18,9 Hz), 5,41 (1H, d, I=16,8 Hz), 5,45 (1H, d, ]=16,8 Hz), 5,57-5,64 (1H,
m), 6,54 (1H, s), 6,99 (1H, t, J=5,8 Hz), 7,13-7,26 (SH, m), 7,31 (1H, s), 7,76-7,82
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(2H, m), 7,90 (1H, t, J=5,2 Hz), 8,13 (1H, d, J=7,9 Hz), 8,27 (1H, 1, J=5,8 Hz), 8,49
(1H, d, J=8,5 Hz).

MS (APCI) m/z: 955 (M+H)+

Quy trinh 2: Glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-[2-(2-{ [(1S,95)-9-etyl-5-flo-9- hydroxy-
4-metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H, 12H-
benzo[de]pyrano([3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-yl]Jamino}-2-
oxoetoxy)etyl]glyxinamit

Hop chét (630 mg, 0,659 mmol) thu dugc trong quy trich 1 & trén duoc cho
phan tmg theo cling cach thitc nhu quy trinh 2 ca vi du 2 d& tao ra mudi axit

trifloaxetic cua hop chét néu trong tiéu dé (588 mg, 92%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,86 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,79-1,90 (2H, m), 2,13-
2,22 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,71 (1H, dd, J=13,4, 10,1 Hz), 2,59 (1H, dd, J=13,4, 4,5
Hz), 3,09-3,23 (1H, m), 3,24-3,32 (3H, m), 3,41-3,71 (7H, m), 3,86 (1H, dd, J=16,8,
5.8 Hz), 4,04 (2H, s), 4,52 (1H, td, J=9,0, 4,1 Hz), 5,17 (1H, d, ]=18,9 Hz), 5,25 (1H,
d, 1=18,9 Hz), 5,41 (1H, d, J=16,5 Hz), 5,45 (1H, d, J=16,5 Hz), 5,56-5,65 (1H, m),
6,55 (1H, s), 7,13-7,26 (5H, m), 7,32 (1H, s), 7,80 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,87-8,01 (4H,
m), 8,29-8,36 (2H, m), 8,46-8,55 (2H, m).

MS (APCI) m/z: 855 (M+H)+

Quy trinh 3: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1 -yl)hexanoyl)glyxylglyxyl- L-
phenylalanyl-N-(2-(2-{[(185,95)-9-etyl-5 -flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo([de]pyrano([3',4": 6,7}indolizino[1,2-
b]guinolin-1-ylJamino}-2-oxoetoxy)etyl]glyxinamit

Hop chét (240 mg, 0,247 mmol) thu duge trong quy trinh 2 ¢ trén dugc cho phan
mg theo cling cach thirc nhu quy trinh 3 cuia vi du 2 d tao ra hop chit ndu trong tidu

dé (162 mg, 62%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,86 (3H, t, J=7,6 Hz), 1,13-1,22 (2H, m), 1,40-
1,51 (414, m), 1,78-1,90 (2H, m), 2,09 (2H, t, J=7,6 Hz), 2,14-2,21 (2H, m), 2,39 H,
5), 2,74 (1H, dd, 1=13,6, 9,7 Hz), 2,96 (1H, dd, J=13,6, 4,5 Hz), 3,08-3,24 (1H, m),
3,04-3,30 (1H, m), 3,33-3,40 (4H, m), 3,47-3,68 (7H, m), 3,72 (1H, dd, J=16,6, 5,7
Hz), 4,03 (2H, s), 4,42 (1H, td, J=8,6, 4,2 Hz), 5,17 (1H, d, J=18,7 Hz), 5,25 (1H, d,

-107-



30016

=18,7 Hz), 5,40 (1H, d, ]=17,2 Hz), 5,44 (1H, d, ]=17,2 Hz), 5,57-5,64 (1H, m), 6,52
(1H, s), 6,99 (2H, s), 7,13-7,25 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,81 (2H, m), 7,99 (1H, t,
J=5,7 H7),8,03-8,11 (2H, m), 8,22 (1H, t,J=5,7 Hz), 8,47 (1H, d, ]=9,1 Hz).

MS (APCI) m/z: 1048 (M+H)+
Quy trinh 4: Thé lién hop khang thé-dugc chét (12)

Béng c4ch st dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chét
thu duoc trong quy trinh 3, thé lién hop khang thé-duoc chét néu trong tiéu dé thu
duoc theo cling cach thirc nhu quy trinh 2 ctia vi du 6. Dung dich dugc c¢6 thém bing
quy trinh chung A. Sau d6, bang cach st dung quy trinh chung E, thu dugc céc gia tri
dic trung sau day.

Ndng d6 khang thé: 10,77 mg/mL, hi¢u sudt khang thé: 7,5 mg (60%), va s6 phén tir
dugc chét lién hop trung binh (n) voi mdi phan tir khang thé: 3,7.

Vi du 13. Thé lién hop khang thé-dugc chat (13)

(Cong thirc 39)
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Quy trinh 1: Thé lién hgp khang thé-duge chét (13)

' Bé‘tng cach str dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chit
thu dugc trong quy trinh 3 cta vi du 12, thé lién hop khéng thé-dugc chét néu trong
tiéu dé thu dugc theo cing cach thirc nhu quy trinh 1 cta vi du 7. Dung dich dugc c6
thém béng quy trinh chung A. Sau dd, béng cach st dung quy trinh chung E, thu dugc
céc gia tri dac trung sau day.

Néng d6 khang thé: 10,69 mg/mL, hiéu suit khéng thé: 7,5 mg (60%), va s6 phan tir

-108-



30016

duoc cht lién hgp trung binh (n) véi mdi phén tir khang thé: 6,9.

Vi du 14. Hop chét trung gian (14)

(Céng thuc 40)
MsOH
Lo ne I
\ &0 Quy trinh 1
OoHO

Quy ftrinh 1: tért-Butyl (3-{[(18,98)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexakydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4":6,7)]indolizino[ 1,2-

b]quinolin-1-yllamino}-3-oxopropyl)cacbamat

Mudi axit metansulfonic cta exatecan (500 mg, 0,941 mmol) dugc cho phan
ting theo cing cach thirc nhu quy trinh 1 cua vi du 1 bang cach st dung N-(tert-
butoxycacbonyl)-B-alanin thay cho axit 4-(tert-butoxycacbonylamino)butanoic dé tao

ra hop chit néu trong tiéu dé & dang chét rin mau vang niu (616 mg, dinh luong).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,29 (9H, s), 1,86 (2H, dt,
J=15,1, 7,3 Hz), 2,04-2,22 (2H, m), 2,31 (2H, t, J=6,8 Hz), 2,40 (3H, s), 3,10-3,26
(4H, m), 5,15 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,26 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,42 (2H, dd, J=18,8, 16,4
Hz), 5,57 (1H, dt, J=8,5, 4,2 Hz), 6,53 (1H, s), 6,78 (1H, t, J=5,5 Hz), 7,30 (1H,s), 7,80
(1H, d, J=11,0 Hz), 8,46 (1H, d, J=8,6 Hz).
MS (ESI) m/z: 607 (M+H)+
Quy trinh 2: N-[(18,98)-9-Etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo- 2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4:6,7] indolizino[1,2-b] qﬁinolin— 1-y1]-B-
alaninamit

Hop chét thu duge trong quy trinh 1 & trén dugc cho phén tng theo cling cach
thirc nhu quy trinh 2 cta vi du 1 dé tao ra mudi axit trifloaxetic ctia hop chét néu trong

tidu dé & dang chét rin mau vang (499 mg, 86%).

IF-NMR (400 MHz, DMSO-de) 8: 0,87 (3H, t, I=7,2 Hz), 1,86 (2H, dquin, =146,
72,72, 7,2, 7,2 Hz), 2,06-2,27 (1H, m), 2,41 (3H, 5), 2,46-2,57 (2H, m), 3,08 (2H, t,
J=6,8 Hz), 3,14-3,24 (2H, m), 5,22 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,29 (1H, d, I=18,8 Hz), 543
(2H, s), 5,58 (1H, dt, I=8,5, 4,5 Hz), 6,55 (1H, 5), 7,32 (1H, 5), 7,74 (3, brs), 7,82
(1H, d, J=11,C Hz), 8,67 (1H, d, ]=8,6 Hz).
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MS (ESI) m/z: 507 (M+H)+
Vi dy 15. Thé lién hop khéng thé-dugc chat (15)

(Cong thirc 41)
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Quy trinh 1: N-(tert-Butoxycacbonyl)glyxylglyxyl-L-phenylalanylglyxyl-N- [(1 S,98)-
9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,1 3-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1 -yl]-p-alaninamit

Hop chét (484 mg, 0,780 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 cua vi du 14 dugc
cho phan vmg theo cling cach thirc nhu quy trinh 1 cia vi du 2 d8 tao ra hop chat néu

trong tiéu ¢2 & dang chét rdn mau vang nhat (626 mg, 87%).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,27-1,42 (9H, m), 1,77-
1,53 (2H, m), 2,06-2,22 (2H, m), 2,36 (2H, t, J=7,2 Hz), 2,40 (34H, d, J=1,6 Hz), 2,44-
2,54 (2H, m), 2,76 (1K, dd, J=14,5, 10,2 Hz), 3,02 (1H, dd, J=13,9, 4,5 Hz), 3,12-3,22
(2H, m), 3,52 (6H, d, J=6,3 Hz), 4,42-4,54 (1H, m), 5,19 (1H, d, I=19,2 Hz), 5,26 (1H,
d, 1=18,4 Hz), 5,42 (1H, dd, ]=18,4, 16,4 Hz), 5,57 (1H, dt, J=8,7, 4,4 Hz), 6,53 (1H,
s), 6,98 (1H, t, J=5,9 Hz), 7,14-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,77-7,84 (1H, m), 7,91
(1H, t, J=5,5 Hz), 8,16 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,27 (1H, t, J=5,1 Hz), 8,52 (1H, d, J=9,0
Hz).

Quy trinh 2: Glyxylglyxyl-L-phenylalanylglyxyl-N-[(1 S,98)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-
metyl-10,13-diox0-2,3,9, 10,13,15-hexahydro-1H,12H-
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venzo[de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-i-yll-B-alzninamit trifloaxetat

Hop chit (624 mg, 0,675 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 & trén dugc cho phin
ing theo cimg céach thitc nhu quy trinh 2 cua vi du 2 d8 tao ra hop chat néu trong tidu

dé& & dang chét rdn mau vang (626 mg, 92%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,86 (2H, tt, J=14,5, 7,2
Hz), 2,07-2,22 (2H, m), 2,36 (2H, t, J=7,2 Hz), 2,40 (3H, s), 2,44-2,54 (2H, m), 2,75
(1H, dd, J=13,7, 9,8 Hz), 3,04 (1H, dd, J=13,7, 4,3 Hz), 3,12-3,22 (2H, m), 3,58 (2H,
d, J=4,7 Hz), 3,69 (3H, td, J=11,2, 5,7 Hz), 3,87 (1H, dd, J=17,0, 5,7 Hz), 4,54 (1H, m,
1=17.8, 4,5 Hz), 5,19 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,51-
5,60 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,14-7,29 (5H, m), 7,32 (1H, s), 7,81 (1H, d, J=10,9 Hz),
7,88 (1H, t, J=5,7 Hz), 7,97 (3H, brs), 8,29-8,38 (2H, m), 8,50 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,55
(1H, d, J=8,6 Hz).
MS (ESI) nv/z: 825 (M+H)+
Quy trinh 3: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yhhexanoyllglyxylglyxyl-L-
phenylalanylglyxyl-N-[(18,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo- '
2,2,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3 ',4':6,7]indolizino[1,2- '
b]quinolin-1-yl]-B-alaninamit

Hop chét (60,0 mg, 0,0646 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 & trén duge cho
phan g theo cung cach thirc nhur quy trinh 3 cta vi du 2 d& tao ra hop chat néu trong
tidu d& & dang chét rin (14,0 mg, 21%).
IH-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,86 (3H, t, I=7,2 Hz), 1,12-1,22 (2H, m), 1,39-
1,51 (4H, m), 1,79-1,91 (2H, m), 2,02-2,20 (2H, m), 2,07 (2H, t, ]=7,4 Hz), 2,30-2,42
(4H1, m), 2,40 (3H, s), 2,78 (1H, dd, J=14,1, 9,4 Hz), 3,02 (1H, dd, J=14,7, 4,9 Hz),
3,12-3,21 (2H, m), 3,26-3,42 (2H, m), 3,50-3,80 (6H, m), 4,40-4,51 (1H, m), 5,19 (1H,
d, J=19,6 Ez), 5,26 (1H, d, I=19,2 Hz), 5,42 (2H, brs), 5,51-5,62 (1H, m), 6,53 (1H, s),
6,99 (2H, s), 7,13-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,84 (24, m), 8,01 (1H, t, J=5,3
Hz), 8,06 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,14 (1H, d, ]=8,2 Hz), 8,25 (1H, t, ]=5,7 Hz), 8,53 (H, d,
J=8,6 Hz).

MS (ESI) nv/z: 1018 (M+H)+
Quy trinh 4: Thé lién hop khéng thé-dugc chét (15)

Khtr khang thé: Trastuzﬁmab duoc tao ra trong vi du tham khao 1 duogc diéu
ché @& co ndng do khang thé béng 10 mg/mL bing PBS6.0/EDTA sit dung quy trinh
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chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hép thu & buée séng 280 nm, 1,37 mLmg’
lem™ dwoc st dung). Dung dich (1,0 mL) dugc gom vao éng 2 mL va dugc nap dung
dich nuéc chira TCEP 10 mM (0,0155 mL; 2,3 duong lugng véi mdi phan tir khéng
th8) va dung dich nuéc chira dikali hydro phosphat 1M (0,050 mL). Sau khi x4c nhan
ring dung dich ¢6 pH = 7,4 0,1, lién két disulfua & phin ban 18 tréng khéng thé dugc
khir bng cach it & 37°C trong 1 gio.

Lién hop khéng thé véi thanh phan lién két duoc chat: Sau khi & dung dich &
22°C trong 10 phit, dung dich DMSO (0,0311 mL; 4,6 duong lxong voi mdi phén i
khang thé) chira 10 mM hop chéit thu duoc trong quy trinh 3 dugc bd sung vao d6 va
duge 1 d cho thanh phan lién két dugc chét lién hop véi khang thé & 22°C trong 40
phut. Tiép theo, dung dich nuée (0,00622 mL; 9,2 duong luong voi mdi phén tir khang
thé) chira NAC 100mM dugc bd sung vio d6 va duge & & 22°C & két thic phan g
ctia thanh phan lién két duoc chat trong 20 phit nita.

Tinh sech: Dung dich trén dugc dem di tinh sach sir dung quy trinh chung D-1
(PBS6.0 dugc st dung 1am dung dich dém) dé tao ra 6 mL dung dich chira thé lién hop
khang thé-duoc chét néu trong tidu d&.

Pic diém hoéa ly: Bing cach st dung quy trinh chung E, thu duge cac gia tri dic trung
sau day. ‘

Nong d6 khang thé: 1,18 mg/mL, hiéu suit khang thé: 7,08 mg (71%), va s6 phan tit
dugc chit lién hop frung binh (n) v6i m3i phan tir khang thé: 2,0. '

Vi du 16. Tk lién hop khang thé-dugc chét (16)

(Cong thuc 42)

Trastuzumab —

—_——

Quy trinh 1
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-duoc chit (16)

Khir khang thé: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khdo 1 duoc didu
ché d c6 ndng d6 khang thé biang 10 mg/mL bing PBS6.0/EDTA bang cich st dung
quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hép thu & budc séng 280 nm,
1,37 mLmg'em™ duoc st dung). Dung dich (1,0 mL) duge gom vao bng 2 mL va
duoc nap dung dich nuéc chira TCEP 10 mM (0,0311 mL; 4,6 duong luong v6i mdi
phan tir khang thé) va dung dich nudc chira dikali hydro phosphat 1M (0,050 mL). Sau
khi x4c nhan ring dung dich ¢6 pH = 7,4 £0,1, lién két disulfua & phn ban 1& trong
khéng thé dugc kit bing céch i & 37°C trong 1 gid. |

Lién hop khéng thé véi thanh phdn lién két duge cht: Sau khi u dung dich &
22°C trong 10 phut, dung dich DMSO (0,0622 mL; 9,2 duong luong véi mbi phan tir
khéng thé) chita 10mM hop chét thu dugc trong quy trinh 3 ctia vi du 15 duge b5 sung
vio d6 va dugc 0 dé cho thanh phan lién két dugc chit lién hop véi khang thé & 22°C
trong 40 phut. Tiép theo, dung dich nude (0,0124 mL; 18,4 duong lugng véi mdi phan
t0r khéng thé) chira NAC 100mM duoc bd sung vao dé va duoc u & 22°C dé két thuc
phan mg cta thanh phén lién két duoc chét trong 20 phut nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach sit dung quy trinh chung D-1
(PBS6.0 dugc st dung lam dung dich dém) d8 tao ra 6 mL dung dich chia thé lién hop
khang thé-dugc chét néu trong tiéu dé.

Pic didm hoéa ly: Bing cach st dung quy trinh chung E, thu dugc céc gia tri ddc trung
sau day.

Ndng d6 khang thé: 1,03 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 6,18 mg (62%), va s6 phén tir
duoc chit lién hop trung binh (n) v&i m3i phén tir khéng thé: 3,8.

Vi dn 17. Thé lién hop khang thé-dugc chét (17)

(Cong thuc 43)
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Quy trinh 1: N-[3-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)prepanoyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalanylglyxyl-N-[(1S,98)-9-etyl-5-flo-9-nydroxy-4-metyl-10,1 3-dioxo-
2.3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo [de]pyrano[3',4":6,7]indolizinc[1,2-
b]quinolin-1-yl]-p-alaninamit |

Hop chit (60,0 mg, 0,0646 mmol) thu duge trong quy trinh 2 cua vi du 15 dugce
cho phan tmg theo cung cach thirc nhu quy trinh 3 cta vi du 2 béng céach st dyng N-
suxinimityl 3-maleimit propionat thay cho N-suxinimityl 6-maleimit hexanoat dé tao

ra hop chét néu trong tiéu dé & dang chét rin mau vang nhat (36,0 mg, 57%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d) 8: 0,86 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,85 H, dt, J=14,4, 7,5
Hz), 2,05-2,22 (2H, m), 2,40 (3H, s), 2,30-2,44 (SH, m), 2,73-2,84 (1H, m), 3,02 (1H,
dd, 7=13,9, 4,5 Hz), 3,17 (3H, d, J=5,1 Hz), 3,26-3,40 (2H, m), 3,41-3,81 (6H, m),
4.40-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, I=19,2 Hz), 5,26 (1H, d, J=18,8 Hz), 5,42 (2H, brs),
5.52-5,61 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,13-7,28 (SH, m), 7,31 (1H, ), 7,80
(2H, d, J=10,2 Hz), 8,03 (1H; t, J=5,5 Hz), 8,12 (1H, d, J=8,2 Hz), 8,20-8,31 (2H, m),
8,52 (1H, d, J=8,6 Hz).

MS (ESI) m/z: 976 (M+H)+
Quy trinh 2: Thé lién hop khang thé-dugc cht (17)

Béng céch st dung trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chét
thu dwoc trong quy trinh 1 & trén, thé lién hop khéng thé-dugc ~hit néu trong tiu dé
thu duge theo cling cach thirc nhu quy trinh 2 ctia vi dy 6.

Nong d6 khang thé: 1,74 mg/mL, hiéu suét khang thé: 10,4 mg (83%), va s6 phén tir
duge chét lién hop trung binh (n) v6i mbi phén tir khéng thé: 3,7.
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Vi du 18. Thé lién hop khéng thé-dugc chat (18)

(Coéng thuc 44)

Trastuzumab ——

—————

Quy trinh 1

Quy trinh 1: Thé lién hop khang th8-duoc chat (18)

Bing cach st dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chét
thu dugc trong quy trinh 1 cta vi du 17, thd lién hop khang thé-dugc chét néu trong

tiéu d8 thu dugc theo cliing céch thirc nhu quy trinh 1 cua vidu 7.

Ndng d6 khang thé: 1,98 mg/mL, hiéu suit khang thé: 11,9 mg (95%), va s6 phan ti
duoc chit 1ién hop trung binh (n) véi mdi phén tr khéng thé: 6,6.

Vi du 19. Thé lién hop khang thé-dugc chat (19)

(Cong thic 45)
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Quy trinh 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5 -Diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)propanoyl]
amino} )etoxy]propanoyl} glyxylglyxyl-L-phenylalanylglyxyl-N-[(1 S,98)-9-etyl-5-flo-

9-hydroxy-4-metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15 -hexahydro- 1H,12H-benzo[de]pyrano
[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-y1]-B-alaninamit

Hop chit (60,0 mg, 0,0646 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 cia vidu 15 duoc
cho phan {mg theo cling c4ch thirc nhur quy trinh 3 cta vi du 2 béng cach sir dung N-
suxinimityl 3-(2-(2-(3-maleinimitpropanamit)etoxy)etoxy)propanoat thay cho N-
suxinimityl 6-maleimit hexanoat d8 tao ra hop chét néu trong tiéu d & dang chit rén

(23,0 mg, 31%).

IFI-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 0,86 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,77-1,92 (2H, m), 2,07-
221 (2H, m), 2,27-2,42 (6H, m), 2,40 (3H, ), 2,74-2,84 (1H, m), 2,97-3,06 (1H, m),
3,09-3,21 (4H, m), 3,25-3,39 (6H, m), 3,45 (4H, s), 3,50-3,80 (8H, m), 4,41-4,51 (1H,
m), 5,19 (1H, d, J=18,4 Hz), 5,26 (1H, m, J=18,4 Hz), 5,42 (2H, brs), 5,51-5,61 (1H,
m), 6,54 (1H, 5), 7,00 (2H, 5), 7,13-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, 5),7,74-7,87 (2H, m), 7,93
8,07 (2H, m), 8,09-8,21 (2H, m), 8,26 (1H, brs), 8,54 (1H, d, J=8,6 Hz).

MS (EST) m/z: 1135 (M+H)+
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Quy trinh 2: Thé lién hop khang thé-duoc chét (19)

Béng cach sir dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chat
thu dugc trong quy trinh 1 & trén, thé lién hop khang thé-dwoc chét néu trong tiéu dé
thu duge theo cing céach thitc nhu quy trinh 2 ctia vi dy 6.

Nong d6 khéng thé: 1,60 mg/mL, higu sudt khang thé: 9,6 mg (77%), va s6 phan tir
dugc chét lién hop trung binh (n) v6i m3i phan tir khéng thé: 1,9,

Vi du 20. Thé lién hop khéng thé-duge chat (20)

(Coéng thirc 46)

Trastuzumab —

Quy trinh 1: Thé lién hop khéng thé-dugc chét (20)

Biing cach st dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chét
thu dugc trong quy trinh 1 ctia vi du 19, thé lién hop khéng thé-ducc chét néu trong

tiéu d thu duoc theo cling cach thirc nhu quy trinh 1 cta vi du 7.

Néng d6 khang thé: 1,69 mg/mL, hiéu sudt khéng thé: 10,1 mg (81%), va s6 phan tir
dwoc chét lisn hop trung binh (n) v6i m3i phén tir khang thé: 3,0.

Vi du 21. Thé lién hop khang thé-duge chét (21)

(Céng thirc 47)
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Quy trinh 1: N-1 9-(2, 5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)-17-0x0-4,7,10,13-
tetraoxa-16-azanonadecan-1-oyl)glyxylglyxyl-L-phenylalanylglyxyl-N-[(18S,95)-9-
etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,1 3-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1 -y1]-B-alaninamit

Hop chét (60,0 mg, 0,0646 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 clia vidu 15 dugc
cho phén tmg theo ciing cach thitc nhu quy trinh 3 cta vi du 2 béang cach st dung N-
suxinimityi 1-maleinimit-3-ox0-7,10,13,16-tetraoxa-4-azanonadecanoat thay cho N-
suxinimityl 6-maleimit hexanoat dé tao ra hop chét néu trong tiéu d & dang chat ran

23,0 g, 29%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,86 (3H, t, J=7,0 Hz), 1,85 (2H, tt, I=14,6, 7,1
Tz), 2,06-2,22 (2H, m), 2,40 (3H, 5), 2,28-2,43 (6H, m), 2,78 (1H, dd, J=13,7, 9,4 Hz),
3,02 (1H, dd, J=14,1, 3,9 Hz), 3,09-3,22 (4H, m), 3,27-3,41 (4H, m), 3,47 (12H, d,
1=8.6 Hz), 3,53-3,81 (10H, m), 4,41-4,51 (1H, m), 5,19 (1H, d, ]=19,2 Hz), 5,26 (1H,
d, 1=18,8 Hz), 5,42 (2H, brs), 5,53-5,61 (1H, m), 6,54 (1H, s), 7,00 (2H, 5), 7,12-7,29
(SH, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,85 (2H, m), 8,03 (2H, d, J=6,6 Hz), 8,11-8,21 (2H, m),
8,27 (1H, t, 1=5,9 Hz), 8,54 (1H, d, ]=8,6 Hz).

MS (EST) m/z: 1224 (M+H)+
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Quy trinh 2: Thé 1ién hop khang thé-duoc chat (21)

Bing céch str dung trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khdo 1 va hop chét
thu duogc trong quy trinh 1, thé lién hop khéng thé-duoc chit néu trong tiéu @& thu
duogc theo ciing cach thitc nhu quy trinh 2 ctia vi du 6.

Ndng d6 khéng thé: 1,77 mg/mL, hiéu suét khang thé: 10,6 mg (85%), va s6 phén tir
duoc chét lidn hop trung binh (n) véi m&i phan tir khéng thé: 3,2.

Vi dy 22. Thé lién hop khang thé-dugc chét (22)

(Cong thtrc 48)
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chat (22)

Béng céch sir dung trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chit
thu duogc trong quy trinh 1 cta vi du 21, thé lién hop khang th8-dwoc chét néu trong
tiéu d& thu duoc theo ciing cach thitc nhu quy trinh 1 ctia vi du 7.

Nong do khang thé: 1,89 mg/mL, hiéu suét khang thé: 11,3 mg (90%), va s6 phan tir

duge chét 42n hop trung binh (n) véi mbi phén tir khang thé: 6,2.

Vi du 23 Hop chit trung gian (23)

(Céng thirc 49)
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Quy trinh 1: tert-Butyl (6-{[(18,95)-9-ety!-5 -flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyranol[3 '4':6,7]indolizino[1,2-

b]quinolin-1-ylJamino}-6-oxohexyl)cacbamat

Mubi axit metansulfonic cia exatecan (0,500 g, 0,882 mmol) dugc cho phin Umg
theo ciing cach thac nhu quy trinh 1 cua vi du 1 bing cach st dung axit 6-(tert-
butoxycacbonylamino)hexanoic thay cho axit 4-(tert- butoxycacbonylamino)butanoic
dé tao ra hop chéit néu trong tiéu dé (0,620 g, dinh luong).

IH-NMR (DMSO-ds) 8: 0,83 (3H, t, J=7,8 Hz), 1,14-1,28 (2H, m), 1,31 (9H, s), 1,47-
1,61 (2H, m), 1,75-1,89 (2H, m), 2,04-2,17 (4H, m), 2,35 (3H, s), 2,81-2,88 (2H, m),
3,09-3,16 (2H, m), 5,10 (1H, d, J=19,4 Hz), 5,16 (1H, d, J=19,4 Hz), 5,39 (2H, s),
5,48-5,55 (1H, m), 6,50 (1H, s), 6,73-6,78 (1H, m), 7,26 (1H, ), 7,74 (1H, d, J=10,9
Hz), 8,39 (1H, d, J=9,0 Hz).

Quy trinh 2: 6-Amino-N-[(18,98)-9-etyl-5-flo-9-nydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2.3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3 ',4':6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-yl)hexanamit

Hop chét (0,397 g, 0,611 mfnol) thu duoc trong quy trinh 1 & trén dugc cho phan
tng theo ciing céch thirc nhur quy trinh 2 coa vi du 1 d8 tao ra mudi axit trifloaxetic
cta hop chét néu trong tiéu d& (0,342 g, 84%).

'H-NMR (DMSO-ds) 8: 0,88 (3H, t, J=7,2 Hz), 1,31-1,41 (2H, m), 1,52-1,70 (4H, m),
1,80-1,94 (2H, m), 2,05-2,18 (2H, m), 2,21 (2H, t, ]=7,4 Hz), 2,40 (3H, s), 2,81 (2H, t,
J=7,4 Hz), 3,10-3,25 (2H, m), 3,33 (2H, brs), 5,18 (1H, d, J=19,8 Hz), 5,22 (1H, d,
J=19,8 Hz), 5,41 (2H, d, J=16,6 Hz), 5,45 (2H, d, J=16,6 Hz), 5,53-5,60 (1H, m), 6,55
(1H, s), 7,32 (1H, s), 7,80 (1H, d, ]=10,9 Hz), 8,49 (1H, d, ]=9,2 Hz).

Vi du 24. Thé lién hop khéng thé-dugc chét (24)

(Coéng thirc 50)
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Trastuzumab —

Quy trinh 1: N-(tert-Butoxycacbonyl)glyxylglyxyl—L-phenylalanyl-N—(6-{ [(1S,98)- 9-
etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,1 3-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12E-
benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-y1] amino }-6-

oxohexyl)glyxinamit

Hop chét (0,170 g, 0,516 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 cla vi du 23 duogc
cho phén ting theo cing céch thirc nhu quy trinh 1 ctia vi du 2 8 tao ra hop chit néu
trong tiéu d& (0,225 g, 91%).

I{-NMR (DMSO-ds) 5: 0,88 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,43-1,70 (6H, m), 1,87 (2H, td,
J=15,0, 7.4 Hz), 2,10-2,22 (3H, m), 2,28-2,37 (1H, m), 2,42 (3K, s), 2,78-2,35 (1H,
m), 3,01-3,10 (3H, m), 3,15-3,22 (2H, m), 3,54-3,61 (5H, m), 3,62-3,69 (1H, m), 4,44-
4,53 (1H, m), 5,17 (1H, d, J=19,2 Hz), 5,25 (1H, d, ]=19,2 Hz), 5,45 (2H, 5), 5,54-5,61
(1H, m), 6,55 (1H, s), 7,02 (1H, t, J=6,1 Hz), 7,11-7,28 (5H, m), 7,33 (1H, s), 7,63-
7,69 (1H, m), 7,82 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,90-7,96 (1H, m), 8,17 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,28
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(1H, t, J=5,5 Hz), 8,46 (1H, d, J=9,0 Hz).

Quy trinh 2: Glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-(6-{[(1S ,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-
10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo [de]pyrano[3',4':6,7]
indolizino[1,2-b]quinolin-1-yl]Jamino} -6-oxohexyl)glyxinamit

Hop chit (0,105 g, 0,108 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 & trén dugc cho
phan mg theo cung cach thirc nhu quy trinh 2 cta vi du 2 d& tao ra hop chat néu trong
tiéu d& (0,068 mg, 65%).

IH-NMR (DMSO-ds) 5: 0,89 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,15-1,67 (6H, m), 1,79-1,97 (2H, m),
2,08-2.24 (4H, m), 2,42 (3H, s), 2,76-2,82 (1H, m), 3,00-3,10 (SH, m), 3,19 (1H, s),
3.50-3,63 (2H, m), 3,64-3,76 (3H, m), 3,84-3,92 (1H, m); 4,51-4,59 (1H, m), 5,17 (1H,
d, 1=19.4 Hz), 5,24 (1H, d, I=19,4 Hz), 5,44 (2H, 5), 5,52-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, brs),
7.15-7.29 (5H, m), 7,33 (1H, s, 7,72-7,78 (1H, m), 7,82 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,96-8,08
(2H, m), 8,30-8,38 (2H, m), 8,46-8,56 (2H, m).

Quy trinh 3: N-[6-(2,5-Diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1 -yDhexanoyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalanyl-N-(6-{[(18,95)-9-etyl-5 -flo-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano(3',4":6,7] indolizino[1,2-b]quinolin-1-yl]amino}-
6-oxohexyl)glyxinamit

Hop chét (58 mg, 0,060 mmol) thu duoc trong quy trinh 2 & trén duge cho phan
ting theo cling cach thirc nhu quy trinh 3 cua vi du 2 @& tao ra hop chét néu trong tiéu

dé (39 mg, 62%).

I'H-NMR (CD;OD) &: 0,99 (31, t, I=7,4 Hz), 1,27 (2H, td, J=11,6, 6,1 Hz), 1,38-1,44
(2H, m), 1,50-1,63 (6H, m), 1,65-1,80 (2H, m), 1,89-1,98 (2H, m), 2,17-2,25 (3H, m),
2.26-2.36 (3H, m), 2.40 (3H, s), 2,95 (1H, dd, J=14,3, 9,2 Hz), 3,12 (1H, dd, J=13,7,
5.7 Hz), 3,15-3,25 (4H, m), 3,44 (2H, t, J=7,2 Hz), 3,65 (1H, d, J=17,2 Hz), 3,76 (1H,
d, J=17.2 Hz), 3,79-3,86 (4H, m), 4,43 (1H, dd, J=8,9, 6,0 Hz), 5,10 (1H, d, J=18,9
Hz), 5,25 (1H, d, I=18,9 Hz), 5,35 (1H, d, J=16,6 Hz), 5,56 (1K, d, ]=16,0 Hz), 5,60-
5.64 (1H, m), 6,76 (2H, s), 7,12-7,24 (6H, m), 7,58 (1H, s), 7,60 (1E, d, J=10,9 Hz),
7,68 (1H, t, I=5,7 Hz).

MS (ESI) m/z: 1060 (M+H)+

Quy trinh 4: Thé lién hop khang thé-dugc chét (24)
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Khir khang thd: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 dugc didu
ché dé ¢6 ndng dd khang thé bing 10 mg/mL bing PB56.0/EDTA skt dung quy trinh
chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s& hdp thu & budc song 280 am, 1,37 mLmg’
lem! duge st dung). Dung dich (9,0 mL) duge gom vao dng 50 mL va dugc nap dung
dich nuéc chira TCEP 10 mM (0,140 mL; 2,3 duong lugng vdi mdi phan tir khéng thé)
va dung dich nuéc chira dikali hydro phosphat 1M (0,450 mL). Sau khi x4c nhén ring
dung dich ¢6 pH = 7,4 £0,1, lién két disulfua & phan ban I¢ trong khéng thé duoc khir
bang cach 1 & 37°C trong 1 gio.

Lién hop khéng thé v6i thanh phan lién két dugc chit: Sau khi 0 dung dich &
22°C trong 10 phit, dung dich DMSO (0,28C mL; 4,6 duong luong voi mdi phén tir
khang thé) chita 10 mM hop chét & quy trinh 3 duge bd sung vao dd va duge dé cho
thanh phan lién két duoc chét 1ién hop véi khang thé & 22°C trong 40 phut. Tiép theo,
aung dlcn rude (0,0559 mL; 9,2 duong lugng va&i mdi phan tir khang thé) chira NAC
100 mM dutoc bd sung vao do6 va duge u ¢ 22°C dé ket thuc phan tng cuia thanh phén
lién k&t duge chét trong 20 phit nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugce dem di tinh sach st dung quy trinh chung D-1
(PBS7.4 dugc sit dung lam dung dich dém) dé tao ra dung dich chira thé lién hop
khang thé-dugc cht ndu trong tidu de.

Dic didm hoa ly: Bing cach st dung quy trinh chung E, thu dugc cac gia tri dédc trung

sau day.

Néng d6 khang thé: 3,30 mg/mL, hiéu suit khang thé: 53,5 mg (59%), va s6 phan tir
dugc chét lién hgp trung binh (n) véi mdi phan tir khang thé: 1,7.

Vi du 25. Th lién hop khang thé-duoc chit (25)

(Cc“mg thie 51)
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chat (25)

Khir khang thé: Trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khdo 1 duoc didu
ché d c6 ndng d6 khing thé bing 10 mg/mL bang PBS6.0/EDTA sir dung quy trinh
chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hép thu & budc song 280 nm, 1,37 mLmg’
lem™! duoc st dung). Dung dich (9,0 mL) dugc gom vao bng 50 mL va dugc nap dung
dich nu6c chita TCEP 10 mM (0,280 mL; 4,6 duong luong v6i mdi phan it khang thé)
va dung dich nuéc chira dikali hydro phosphat 1 M (0,450 mL). Sau khi x4c nhén ring
dung dich c6 pH = 7,4 £0,1, lién két disulfua & phin ban 18 trong khéng thé dugc khir
bang cach & & 37°C trong 1 gio.

Lién hop khang thé véi thanh phin lién két dugc chét: Sau khi 0 dung dich &
22°C trong 10 phut, dung dich DMSO (0,559 mL; 9,2 duong lugng véi mdi phan tlr
khang thé) chiza 10 mM hop chét trong quy trinh 3 cta vi du 24 duoc bd sung vao d6
va duoc & & cho thanh phan lién két duge chét lién hop véi khéng thé & 22°C trong 40
phut. Tiép theo, dung dich nudc (0,112 mL; 18,4 duong luong v6i mdi phén tir khéng
thé) chira NA’“ 100 mM dugc bd sung vao d6 va duoc U & 22°C dé két thic phén ung
cua thénh phan lién k&t duoc chat trong 20 phut nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh chung D-1
(PBS6.0 duce str dung lam dung dich dém) dé tao ra dung dich chira thé lién hop
khéng thé-dugc chét néu trong tiéu dé.

Pic diém nda ly: Bing cach sir dung quy trinh chung E, thu dugc cac gia tri dic trung

sau day.
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Nbng 6 kbang thi: 10,65 mg/mL, hiéu suét khéng thé: 55,1 mg (61%), va s6 phén tir
duoc chét li3n hop trung binh (n) véi mbi phan tir khéng thé: 2,5.

Vi du 26. Th lién hop khang thé-dugc chit (26)
(Céng thuc 52)
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Quy trinh 1: ({N-[(9H-Floren-9-ylmetoxy)cacbonyl] glyxyl}amino)metyl axetat.

B4 sung pyridin (1,16 ml, 14,7 mmol) va chi tetraaxetat (6,84 g, 14,7 mmol)
- vao hdn hop chia N-9-ﬂorcnylmetoxycacbonylglyxylglyxin (4,33 g, 12,2 mmol),
tetrahydrofuran (THF; 120 ml) va toluen (40,0 ml) va gia nhit hdi luu trong 5 gio.
Sau khi dung dich phan Gng duoc lam mat xubng nhiét d6 trong phong, chét khdng tan
duoc loai bo bing cach loc qua xe-lit, va duge cd dusi ép sudt gidm. Can thu dugc
duoc hoa tan trong etyl axetat va rira bing nuéc va nudc mudi bo hoa, va sau d6 16p
hitu co duoc 1am kho trén magie sulfat khan. Sau khi dung méi duoc loai b6 dudi ap

suét giam, cdn thu duge duge tinh sach b?ing séc ky cdt silicagel (hexan : etyl axetat =
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9 : 1 (thd tich/thd tich) - etyl axetat) d tao ra hop chat néu trong tiéu d& & dang chét
rin khong mau (3,00 g, 67%).

IH-NMR (400 MHz, CDCL) 8: 2,07 (3H, s), 3,90 (2H, d, J=5,1 Hz), 4,23 (1H, t, J=7,0
Hz), 4,46 (2H, d, I=6,6 Hz), 5,26 (2H, d, =7,0 Hz), 5,32 (1H, brs), 6,96 (1H, brs),
7,32 (2H, t, 1=7,3 Hz), 7,41 (2H, t, J=7,3 Hz), 7,59 (2H, d, I=7,3 Hz), 7,77 (2H, 4,
=73 Hz).

Quy triph 2: Benzyl [({N-[(9H-floren-9-ylmetoxy)cacbonyl]
glyxyl}amino)metoxyJaxetat - ‘

B4 sung kali tert-butoxit (2,24 g, 20,0 mmol) vao dung dich THF (40,0 mL)
chira hop cht (3,68 g, 10,0 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 & trén va benzyl glycolat
(4,99 g, 30,0 mmol) & 0°C va khqu & nhiét d6 trong phong trong 15 phit. Dung dich
phan tmg dwoc nap etyl axetat va nuéc & 0°C va dugc chiét bang etyl axetat va
cloroform. Lép hitu co thu duge duge duge lam khd trén natri sulfat va dugce loc.
Dung méi duge loai bd dudi ap suét giam. Cin thu dugc duge dugc hoa tan trong
dioxan (40,0 mL) va nuéc (10,0 mL), dwoc nap natri hydro cacbonat (1,01 g, 12,0
mmol) va 9-florenylmetyl cloroformat (2,59 g, 10,0 mmol), va khudy & nhiét do trong
phong trong 2 gid. Dung dich phan ung dugc nap nuéc va duge chiét bang etyl axetat.
Lép hitu co thu dugc duoc 1am khb trén natri sulfat va duogc loc. Dung méi dugc loai
b6 dudi ap sudt giam va can thu duge duge tinh sach bang séc ky cot silicagel (hexan :
etyl axetat =100 : 0 (thé tich/thé tich) - 0 : 100) d2 tao ra hop chit néu trong tidu dé &
dang chét diu khong mau (1,88 g, 40%).

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) 8: 3,84 (2H, d, J=5,5 Hz), 4,24 .(3H, t, J=6,5 Hz), 4,49
(2H, d, ]=6,7 Hz), 4,88 (2H, d, J=6,7 Hz), 5,15-5,27 (1H, m), 5,19 (2H, s), 6,74 (1H,
brs), 7,31-7,39 (7H, m), 7,43 (2H, t, J=7,4 Hz), 7,61 (2H, d, I=7,4 Hz), 7,79 (2H, d,
J=7,4 Hz).
Quy trinh 3: axit [({N-[(9H-Floren-9-ylmetoxy)cacbonyl] glyxyl}amino)metoxy]axetic
Hop chét (1,83 g, 3,96 mmo!) thu duge trong quy trinh 2 & trén dugc hoa tan
trong etanol (40,0 mL) va etyl axetat (20,0 ml). Sau khi bd sung chit xuc tac paladi
cacbon (376 mg), n6 duoc khudy trong méi trudng hydro & nhit d6 trong phong trong
2 gidr. Chat khéng tan dugc loai bé bing cach loc qua xelit, va dung mdi duoc loai bo

dudi ap sudt giam d8 tao ra hop chit néu trong tiéu dé & dang chat ran khong mau
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(1,52 g, din’: lugng).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 3,62 (2H, d, J=6,3 Hz), 3,97 (2E, s), 4,18-4,32 (3H,
m), 4,60 (2H, d, J=6,7 Hz), 7,29-7,46 (4H, m), 7,58 (1H, t, J=5,9 Hz), 7,72 (2H, 4,
J=7,4 Hz), 7,90 (2H, d, ]=7,4 Hz), 8,71 (1H, t, J=6,5 Hz).

Quy trinh 4: 9H-Floren-9-ylmetyl(2-{[(2-{[(1S ,99)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-
10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,1 2H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]

indolizino[1,2-b]quinolin-1-ylJamino}-2-oxoetoxy)mety!] amino} -2-oxoetyl)cacbamat

Trong diéu kién lam lanh bing d4, bd sung N,N-diisopropyletylamin (92,9 uL,
0,533 mmol) va N,N'-dixyclohexylcarbodiimit (0,143 g, 0,693 mmol) vao dung dich
N,N-dimetylformamit (10,0 mL) chira mudi axit metansulfonic cta exatecan (0,283 g,
0,533 mmol), N-hydroxysuxinimit (61,4 mg, 0,533 mmol), va hop chét (0,205 g, 0,533
mmol) thu dugc trong quy trinh 3 & trén, va khudy & nhiét d6 trong phong trong 3
ngay. Dung'mdi duge loai bé dudi dp suét giam va can thu duge dugc tinh sach béng
séc ky cot silicagel (cloroform - 16p hitu co chia phﬁn chira cloroform : metanol : nuéc
=7:3: 1 (thd tich/thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chét néu trong tiéu d& & dang chét
rAn mau nau nhat (0,352 g, 82%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,81 (3H, t, J=7,4 Hz), 1,73-1,87 (2H, m), 2,06-
2,20 (2H, m), 2,34 (3H, s), 3,01-3,23 (2H, m), 3,58 (2H, d, I=6,7 Hz), 3,98 (2H, s),
4,13-4,25 (3H, m), 4,60 (2H, d, J=6,7 Hz), 5,09-5,22 (2H, m), 5,32-5,42 (2H, m), 5,50-
5,59 (1H, m), 6,49 (1H, s), 7,24-7,30 (3H, m), 7,36 (2H, t, J=1,4 Hz), 7,53 (14, t,
J=6,3 Hz), 7,66 (2H, d, J=7,4 Hz), 7,75 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,84 (2H, d, J=7,4 Hz),
8,47 (14, d, J=8,6 Hz), 8,77 (1H, t, J=6,7 Hz).
MS (ESI) m/z: 802 (M+H)+
Quy trinh 5: N-[(2-{[(1 S,98)-9-Etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,1 2H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-yl]amino}-2-oxoetoxy)metyl]glyxinamit

B4 sung piperidin (1,1 mL) vao dung dich N,N-dimetylformamit (11,0 mL) chira
hop chit (0,881 g, 1,10 mmo!) thu dugc trong quy trinh 4 & trén va khqu & nhiét d6
trong phong trong 2 gid. Dung m6i dugc loai bo duéi &p suat giam dé tao ra hén hop

chira hop chét néu trong tiéu dé. Hon hop duogc st dung cho phan Gng tiép theo khong
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cAn tinh sach thém.

Quy trinh 6: N-[(9H-Floren-9-ylmetoxy)cacbonyl] glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-M-
[(2-{[(18S,95)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15 -hexahydro-
1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[ 1,2-b] quinolin-1-yl)amino}-2-
oxoetoxy)metyl]glyxinamit

Trong diéu kién lam lanh bing da, b6 sung N,N'-dixyclohexylcarbediimit (0,181
g, 0,878 mmol) vao dung dich N,N-dimetylformamit (50,0 mL) chira hdn hop (0,439
mmol) thu dugc trong quy trinh 5 & trén, N-hydroxysuxinimit (0,101 g, 0,878 mmol),
va N-[(9H-floren-9-ylmetoxy)cacbonyl]glyxylglyxyl-L-phenylalanin (hop chét dugc
mb ta trong don séng ché Nhat s6 2002-60351; 0,440 g, 0,878 mmol) va khudy & rhiét
d6 trong phong trong 4 ngdy. Dung mdi duge loai bo dudi ap: sudt giam va cin thu
duge duoc tinh sach bang séc ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol =9 : 1
(thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chit néu trong tidu dé ¢ dang chét rén mau cam nhat
(0,269 g, 58%).
MS (ESI) m/z: 1063 (M+H)+
Quy trinh 7: Glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-[(2-{[(18,98)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-
metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13,1 5-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano{3',4":6,7]

indolizino[1,2-b]quinolin-1-yljamino}-2-oxoetoxy)metyl] glyxinamit .

Bd sung piperidin (0,251 mL, 2,53 mmol) vao dung dich N,N-dimetylformamit
(4,00 mL) chira hop chit (0,269 g, 0,253 mmol) thu dugc trong quy trinh 6 ¢ trén va
khudy & nhiét d6 trong phong trong 2 gid. Dung méi duge loai bé dudi ap suét giam dé
tao ra hdn hgp chira hop chét néu trong tiéu dé. Hon hop dugc st dung cho phan tng

tiép theo kkidng cén tinh sach thém.

Quy trinh 8: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1 -yl)hexanoyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalanyl-N— [(2-{[(18,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-1C,13 -dioxo-
2,3,9,-1 0,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3 ',4'.6,7]indolizino[1,2-

b]quinolin-1-ylJamino}-2-oxoetoxy)metyl] glyxinamit

B sung N-suxinimityl 6-maleimit hexanoat (0,156 g, 0,506 mmol) vao dung
dich N,N-dimetylformamit (10,0 mL) chira hop chét (0,253 mmcl) thu dugc trong quy

trinh 7 & trén, va khudy & nhiét &6 trong phong trong 3 ngay. Dung moi dugce loai bod
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dudi ap sué* giam va cin thu duge duge tinh sach bang cdc ky cdt slicagel (cloroform
- cloroform : metanol = 9 : 1 (thé tich/thé tich)) d& tao ra hop chit néu trong tiéu dé o
dang chét rfn mau vang nhat (0,100 g, 38%).

IFI-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,83 3H, t, J=7,2 Hz), 1,09-1,21 (2H, m), 1,33-
1,47 (4H, m), 1,75-1,90 (2H, m), 2,00-2,23 (4H, m), 2,36 (3H, s), 2,69-2,81 (1H, m),
2,94-3,03 (1H, m), 3,06-3,22 (2H, m), 3,23-3,74 (6H, m), 3,98 (2H, s), 4,39-4,50 (11,
m), 4,60 (2H, d, J=6,7 Hz), 5,17 (2H, 5), 5,39 (2H, 5), 5,53-5,61 (1H, m), 6,50 (1H, ),
6,96 (2H, s), 7,11-7,24 (5H, m), 7,28 (1H, s), 7,75 (1H, d, J=11,0 Hz), 7,97 (1K, t,
1=5,7 Hz), 8,03 (1H, t, J=5,9 Hz), 8,09 (1H, d, J=7,8 Hz), 8,27 (1H, t, J=6,5 Hz), 8,48
(1H, d, J=9,0 Hz), 8,60 (1H, t, J=6,5 Hz).

MS (ESI) m/z: 1034 (M+H)+
Quy trinh 9: Thé lién hop khéng thé-dugc chat (26)
Bing cach st dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chét

thu duoc trong quy trinh 8 & trén, thé lién hop khang thé-dugc chit néu trong tiéu e
thu dugc theo cﬁng céch thirc nhu quy trinh 2 ctia vi du 6.

Nong d6 khang thé: 1,61 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 9,7 mg (77%), va sO phén tir
duoc chit lién hop trung binh (n) v6i m3i phan tir khang thé: 2,9.
Vi du 27. Thé lién hop khéang thé-duge chat (27)

(Cong thic 53)

[A LN"o’\p

NHH NH
q \/Oj N o]
j\ HN/\[(NH F/\‘/\N ﬂ—/ \

(
Ql-b

Quy trinh 1

_.,. Trastuzumab --

Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chét (27)

Bing céach s dung trastuzumab duoc tao ra trong vi dy tham khdo 1 va hop chét
thu dugc trong Quy trinh 8 cta vi du 26, thu duoc thé lién hop khang thé- duoc chit
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néu trong tiéu d8 theo ciing cach thirc nhu quy trinh 1 ctia vi dy 7.

Nong dd khéng thé: 1,58 mg/mL, hiéu sult khang thé: 9,5 mg (76%), v& s6 phan tir
dugc chét lién hgp trung binh (n) voi mdi phan tir khang thé: 5,6.

Vi du 28. Thé lién hop khang thé-dugc chét (28)

(Céng thuc 54)

o o (\L“ NH
Quy trinh 1 HNY
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dwoc chét (28)

Khir khang thd: Trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khdo 1 duoc diéu
ché d& c6 ndng do khang thé bing 10 mg/mL bing cach thay thé mdi trudng bing
PBS6.0/ECTA st dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hap thu &
budc séng 280 nm, 1,48 mngflcnl'i dugc st dung). Dung dich (1,25 mL) duoc dat
trong hai éng polypropylen 1,5 hlL va duogc nap dung dich nuéc chira TCEP 10 mM
(0,039 mL; 4,6 duong luong voi mbi phan tr khéng thé) va dung dich nugc chira
dikali hydro phosphat 1M (0,0625 mL). Sau khi xac nhén rang dung dich c6 pH = 7,4
10,1, lién két disulfua & phin ban 1& trong khang thé dugc khir bing cach u & 37°C
trong 1 gio.

Lién hop khang thé véi thanh phin lién két duoc chét: Sau khi bb sung DMSO
(0,072 mL) va dung dich DMSO chita 10 mM hop chit & quy trinh 8 cua vi du 26
(9,078 mL; 9,2 duong lugng v6i mdi phan tt khang thé) vao dung dich trén & nhiét do ‘
trong phong, hdn hop duge khuay béng cach st dung may quay bng dé cho thanh phén
lién Kkét dugc chit lién hop véi khang thé & nhlet d6 trong phong trong 40 phut Tiép
theo, dung dich nu6c chia NAC 100 mM (0,0155 mL) dugc bd sung vao dé \(a duoc
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khudy & rhiét 6 trong phong dé két thuc phan tng ctia thanh phin lign két duoc chat
trong 20 phut nita.

Tinh sach: Dung dich trén duge dem di tinh sach st dung quy trinh chung D-1
(ABS dugc sir dung lam dung dich dém) dé tao ra 11,7 mL trong dung dich tbng chira
hop chét quan tAm. |
Pic diém hoa ly: Bing céch str dung quy trinh chung E, thu duoc céc gia tri déc trung
sau day.
Ndng d6 khang thé: 1,60 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 18,7 mg (94%), va s6 phan tir
duoc chét litn hop trung binh (n) v6i m3i phéan ti khéng thé: 5,2.

Vi du 29. T:28 lign hop khéng thé-dugc chét (29)

(Cong thirc 55)
e
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Quy trinh 1: Th lién hop khang thé-duoc chit (29)

Khir khéng thé: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 duoc diéu
ché 46 c6 ndng d6 khang thé bing 10 mg/mL bing céch thay thé méi trudng bang
PBS6.0/EDTA sir dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hip thu &
budce song 280 nm, 1,48 mLmg em™ dugc str dung). Dung dich (6 mL) duoc dét trong
ng polypropylen va duoc nap dung dich nuéc chira TCEP 10 mM (0,108 mL; 2,5
duong luong v6i mdi phén tir khéng th8) va dung dich nuéc chira dikali hydro
phosphat 1M (0,091 mL). Sau khi xac nhén ring dung dich ¢6 pH = 7,0 +0,1, lién két
disulfua & phan ban 12 trong khéng thé duoc khir bang cach 1 & 37°C trong 1 gid.
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Lién hop khang thé v&i thanh phan lién k cét dugc chét: Sau khi bd sung DMSO
(0,146 mL) va dung dich DMSO chtta 10 mM hop chit & quy trinh 8 cta vi du 26
(0,163 mL; 4,5 duong lugng v6i mdi phan tir khéng thé) vio dung dich trén & nhiét do
trong phong, hén hop duge o @ cho thanh phan lién két dugc chét lién hop v6i khang
thé & 15°C trong 1 gio. Tiép theo, dung dich nudc (0,029 mL) chita NAC 100 mM
duoc bd sung vao dé va duge khudy & nhiét do trong phong d& két thuc phan tng cta
thanh phin lién két dugc chit trong 20 phut nita.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dém di tinh sach st dung quy trinh chung D
(ABS duoc st dung 1am dung dich dém) d tao ra 24 mL dung dich chira hop chit
quan tam.

Pic diém héa 1y: Bing céch sir dung céc quy trinh chung E va F (ep2so = 5 178 (gia tri
do dugc), va eparo = 20217 (gia tri do duge) dugce su dung), thu dugc céc gia tri didc
trung sau day. a

Nbng d6 khang thé: 1,77 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 42 mg (85%), s6 phan tir dwgc
chét 1ién hop trung binh (n) véi mi phan tir khing thé dugc do bang quy trinh chung
E: 3,0, v& s& phén tir duoc chét lién hop trung binh (n) v6i m&i phan tir khéng thé duoc
do bang quy trinh chung F: 3,4.

Vi du 30. Thé lién hop khéng thé-dugce chat (30)

(Céng thitc 56)
= ]
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Quy trinh 1: Thé lién hop khéng thé-dwoc chat (30)

Khir khang thd: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khdo 1 duge diéu
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ché d& c6 ndng @ khang thé bing 10 mg/mL bing cach thay th méi trudong béng
PBS6.0/EDTA st dyng quy trinh chung C-1 v& quy trina chung B {khi h¢ s6 hép thu &
budce séng 280 nm, 1,48 mLmg 'em™! duoe st dung). Dung dich {6 mL) dugc dit trong
bng polypropylen va duogc nap dimg dich nuéc chia TCEP 19 mM (0,215 mL; 5
duong luong véi mdi phén tir khéng thé) va dung dich nudc chira dikali hydro
phosphat 1M (0,094 mL). Sau khi x4c nhén rang dung dich c6 pH = 7,0 £0,1, lién két
disulfua & phan ban 18 trong khang thé duoc khir bang cach 1 & 37°C trong 1 gio.

Lién hop khang thé véi thanh phan lién két duge chét: Sau khi bd sung dung
dich DMSO chita 10 mM hop chét & quy trinh 8 cua vi du 26 (0,370 mL; 8,6 duong
luong v6i mdi phén tir khang thé) vao dung dich trén ¢ nhiét do trong phong, hdn hep
duwoc @ dé cho thanh phin lién két duge chét lién hop véi khing thé & 15°C trong 1
gidy. Tiép theo, dung dich nuéc (0,056 mL) chira NAC 100 mM dugc bd sung vao @6
va duge kkudy & nhiét do trong phong dé két thiic phan Ung cta thanh phin lién két
duge chit trong 20 phl'lf nita. | }.

4 Tinh sach: Dung dich trén duoc dem di tinh sach s dung quy trinh chung D
(ABS dugc st dung lam dung dich dém) dé tao ra 24 mL dung dich chtra hop chét
quan tam.

Dic diém héa ly: Bang cach sir dung cac quy trinh chung E va F (epas0 = 5178 (gia tri
do dugc), va epao = 20217 (gia tri do dugc) duge str dung), thu duoc cic gia tri dac
trung sau day.

Noéng d6 khang thé: 1,92 mg/mL, hiéu sut khang thé: 46 mg (92%), s6 phan tir dugc
chit lién hop trung binh (n) v6i mbi phan tir khang thé duge do béng quy trinh chung
E: 6,2, va s6 phan tir dugc chét lién hop trung binh (n) v6i mbi phén tir khéng thé dugc
do bing quy trinh chung F: 7,1.

Vi du 31. Thé lién hop khang thé-dugc chét (31)

(Cong thiic 57)
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chét (31)

Khir khéng thé: Trastuzumeb duoc tao ra trong vi du tham khao 1 duogc didu
ché d& c6 ndng d6 khang thé bing 10 mg/mL bing céch thay thé méi truong bang
PBS6.0/EDTA st dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hip thu &
bude séng 280 nm, 1,48 mLmglem™ duge siz dung). Dung dich (50,00 mL) dugc dat
trong vét chira polypropylen va dugc nap dung dich nuéc chira dikali hydro phosphat
1M (0,745 mL) & nhiét d6 trong phong c6 khudy va sau d6 1a dung dich nuéc chira
TCEP 10 mM (1,868 mL; 5,4 duong luong véi mdi phan tir khéng thé). Sau khi x4c
nhan ring dung dich ¢6 pH = 7,0 % 0,1, dimg khudy, va lién két disulfua & phin ban 18
trong khang thé duoc khir bang cach & 37°C trong 1 gio.

Lién hop khéng thé véi thanh phan lién két duge chét: Sau khi lam maét dung
dich trén dén 15°C, dung dich DMSO chira 10 mM hop chit & quy trinh 8 cta vi du 26
(2,958 mL; 8,6 duong luong véi mbi phan tir khéng thé) duoc bd sung nho giot dén
vao d6 cing v&i khudy. Trong khi nhiét d6 dugc gitt & 15°C, dung dich phan Gng duoc
khudy trong 36 phut dAu tién va duoc i khong khudy G2 cho thanh phdn lién két dugc
chét lién hop voi khang thé trong 1 gid tiép theo. Tiép theo, dung dich nudc (0,444
mL) chira NAC 100 mM duoc bd sung vao d6 cung véi khudy va duoc khudy & nhiét
d6 trong phong dé két thic phan tng ctia thanh phan lién két duoc chét trong 20 phut
nita.

Tinh sach: Bang cach bd sung dén 20% dung dich nudc axit axetic (khoang
0,25 mL) va ABS (50 mL) Véo dung dich trén cung véi khudy, nH ctia dung dich duoc
didu chinh &én 5,5 £ 0,1. Dung dich néiy‘ dugce dem di loc vi ¢& (Millipore Corp., bd loc
Millex-HV, 0,45 pm, mang PVDF) dé loai b chat mau hoi trang. Dung dich ndy dugc
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dem di tinh sach bang siéu loc st dung thiét bi siéu loc co marg siéu loc (Merck
Japan, Pellicon XL Cassette, Biomax 50 KDa), bom 6£1g (Cole- Parmer International,
MasterFlex Pump model 77521-40, Pump ‘Head model 7518- 00), va bng (Cole-
Parmer International, dng MasterFlex L/S16). Cu thé, trong khi ABS duge bd sung
nhé giot (tdng 12 800 mL) 1am dung dich dém dé tinh sach vae dung dich phan tng,
bude tinh sach sidu loc duge thuc hién d loai bé thanh phan lién két duge chat chua
lién hop va cac chit phan tmg phén tir lugng thip khéc, cling thay dung dich dém bing
ABS, va cd dic thém dung dich. Dung dich duoc tinh sach thu duge duoc dem di loc
vi ¢& (0,22 pm (Millipore Corp., b loc Millex-GV, mang PVDF) va 0,10 pm
(Millipore Corp., b6 loc Millex-VV, mang (PVDF)) dé tao ra dung cich chira thé lién
hop khéng thé-dugc chét néu trong tidu é.

Dic diém héa ly: Bing cach st dung céc quy trinh chung E va F (ep2s0 = 5178 (gid tri
do duoc), va epzro = 20217 (gia tri do dugc) dugce su dung), thu dugc cac gia tri dic
trung sau déy. | ' .

Néng d6 khang thé: 11,28 mg/mL, hiéu suit khang thé: 451 mg (50%), s6 phan tir
dwoc chit lién hop trung binh (n) v6i m&i phén tir khang thé dugc do bing quy trinh
chung E: 6,6, va s6 phan tit duoc chit lién hop trung binh (r) v6i mbi phéan tir khing
thé duge do bang quy trinh chung F: 7,7.

Vi du 32. (Phuong phap thay thé @& tdng hop hop chit cla quy trinh 8 ctia vi dy 26)
(Céng thiic 58)
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Quy trinh 1: tert-Butyl N-[6-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-

yl)hexanoyl]glyxylglyxyl-L-phenyl alaninat
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Trong ¢iéu kién 1am lanh bing d4, bd sung 1,5-"iazabixyclo[£.4.0]-7-undecen
(0,400 ml) vao dung dich THF (12,0 ml) chia tert-outyl N-[(9H-floren-9-
ylmetoxy)cacbonyl]glyxylglyxyl-L-phenyl alaninat (J. Pept. Res., 1999, vol. 53, pp.
393; 0,400 g, 0,717 mmol) va khudy & nhiét d6 trong phong trong 4 ngay, va sau d6 N-
suxinimityl 6-maleimit hexanoat (0,221 g, 0,717 mmot) dugc bd sung thém va khudy
trong 3 gid. Dung dich phan Uimg dugc pha lodng bang etyl axetat va dugc rira bang
dung dich néc chia axit xitric 10%, dung dich nudc béo :da chira natri hydro
cacbonat, va nuéc mudi bio hoa, va sau d6 16p hitu co dugc lam kho trén magie sulfat
khan. Sau khi dung mbi duoc loai b dudi ap sult giam, cin thu duge duge tinh sach
béng séc ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metenoi =9 : 1 (thé _tich/thé tich)) dé

tao ra hop cht néu trong tiéu dé & dang chét rin mau vang nhat (0,295 g, 78%).

IFI-NMR (400 MHz, CDCls) &: 1,28-1,36 (2H, m), 1,41 (9H, s), 1,57-1,71 (4H, m),
2,23 (2H, t, J=7,6 Hz), 3,09 (2H, d, J=6,0 Hz), 3,51 (2H, t, J=7,6 Hz), 3,85-4,02 (4K,
m), 4,69-4,78 (1H, m), 6,15 (1H, t, T=4,6 Hz), 6,33 (iH, 4, 1=7.3 Hz), 6,60 (1H, 1,
1=5,0 Hz), 6,68 (2H, s), 7,10-7,16 (2H, m), 7,22-7,31 (3H, m).

MS (ESI) m/z: 529 (M+H)+

Quy trinh 2: N-[6-(2,5-Diox6-2,5-dihydro-1H—pyrol-l-yl)hexanoyl]glyxylglyxyl- L-

phenylalanin

' BS sung axit trifloaxetic (4,00 mL) vao dung dich diclometan (8,00 ml) chira
hop chét (0,295 g, 0,558 mmol) thu dugc trong qily trinh 1 & trén va khuéy & nhiét do
trong phong trong 18 gid. Dung méi dugc loai bé dudi ap snit giam dé tao ra hop chét

néu trong tiéu @& & dang chét rdn mau vang nhat (0,240 g, 91%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 8: 1,15-1,23 (2H, m), 1,40-1,53 (4H, m) 2,10 2H, t,
J=7.6 Hz), 2,88 (1H, dd, J=13,7, 8,9 Hz), 3,04 (1H, dd, >=13,7, 5,0 Hz), 3,35-3,43 (2H,
m), 3,58-3,77 (4H, m), 4,41 (1H, td, J=7.8, 5,0 Hz), 7,00 2H, s), 7,16-7,31 (5H, m),
8,00 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,06 (1H, t, J=5,7 Hz), 8,13 (1H, d, J=7,8 Hz).

Quy trinh 3: N-[6-(2,5-Diox0-2,5-dihydro-lH-pyrol-l-yl)hexanoyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalany1-N-[(2-{[(18,9S)-9-etyl-5 -flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2.3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo [de]pyrano[3',4':6,7}indolizino[1,2-

b]quirolin-1-ylJamino} -2-oxoetoxy)metyl]glyxinamit
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Hop chét (0,572 g, 1,21 mmol) thu duoc trong quy trink 2 & trén duge hoa tan

trong diclometan (12,0 mL), dugc nap N -hydroxysuxinimit (0,152 g, 1,32 mmol) va 1-

(3-dimetylaminopropyl)-3-etylcarbodiimit hydroclorua (0,253 g, 1,32 mmol), va dugc

khudy trong 1 gio. Cho dung dich phén ng nay vao dung dich N,N-dimetylformamit

(22,0 mL) chira hén hop (1,10 mmol) thu dugc trong quy trinh 5 cia vi du 26, va

khudy & nhiét d6 trong phong trong 3 gio. Dung dich phan Gng duoc nap dung dich

nuée chira axit xitric 10% va dugc chiét bang cloroform. Lép hitu co thu duge dugc

1am kh6 trén natri sulfat va duoc loc. Dung méi dugc loai bd dudi dp suat giam va can

thu duogc duoc tinh sach béng séc ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol = 8

. 2 (thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chit néu trong tidu dé & dang chit rén mau vang

nhat (0,351 g, 31%). S5 liéu cong cu cita hop chét ny 1a gidng v6i ctia hop chét & quy

trinh 8 ctia vi du 26.

Vi du 33. (Phuong phap thay thé dé tdng hop hop chit & quy trinh 8 c%a vi du 26)

A

(Cong thirc 59)

0 Q o o™ °
Qs 0G0
o o OVL'O .
Quy trinh 1 Quy trinh 2

%WWV@ : o K & W\»LJQ

oy Quy trinh 3 HzN’\O(NH Quy trinh 4

~NHy  MsOH o)
o ("‘”/‘o’\fo
¢ HN MH B Q“.NH
]

Quy trinh 5 Ho ©

Quy trinh 1: Benzyl [({N-((9H-floren-9-ylmetoxy) cacbonyl]
glyxyl}emino)metoxy]axetat
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B sung benzyi glycolat (6,65 g, 40,0 mmol) va monohydrat ciia axit p-toluen
sulfonic (0,381 g, 2,00 mmol) vao dung dich THF (200 ml) chta hop chét (7,37 g,
20,0 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 cia vi dy 26 ¢ 0°C va khudy & nhiét & trong
phong trong 2 gid' va 30 phut. Dung dich phan g dugc nap dung dich nude béo hoa

" chtra natri hydro cacbonat va duoc chiét bing etyl axetat. Lop hitu co thu duge duge”
1am khé trén natri sulfat va duge loc. Dung mdi dugc loai bo dudi ap sult giam va cin
thu duoc duoc tinh sach bing sic ky cot silicagel (hexan : etyl axetat = 100 : 0 (thé
tich/thé tich) - 0 : 100) d& tao ra hop chit néu trong tiéu dé & dang chét rin khdng mau
(6,75 g, 71%). S6 liéu cong cu ciia hop chat nay 13 gidng voi ciia hop chét & quy trinh

2 cua vi du 26.

Quy  trinh  2: N-[(Benzyloxy)cécbonyl] glyxylglyxyl-L-rhenylalanin-N-{[(2-
(benzyloxy)-2-oxoetoxy]metyl} glyxinamit

B4 sung 1,8-diazabixyclo[5.4.0Jundec-7-en (2,22 g, 14,6 mmol) vao dung dich
N,N-dimetylformamit (140 mL) chira hop chét (6,60 g, 13,9 mmol) thu dugc trong quy
trinh 1 & trén & 6°C va khudy o nhiét @9 trong phong trong 15 phit. Dung dich phan
tmg duwoc nap dung dich N,N-dimetylformamit (140 mL) chta N-
[(benzyloxy)cacbonyl] glyxylglyxyl-L-phenylalanin (6,33 g, 15,3 mmol), N-
hydroxysux‘nimit (1,92 g 16,7 mmol), va . 1-(3-dimetylaminopropyl)-3-
etylcarbodiimit hydroclorua (3,20 g, 16,7 mmol) dugc khudy trudc & nhiét do trong
phong trong 1 gio, va dugc khudy & nhiét do trong phong trong 4 gi¢. Dung dich phan
tmg dugc nap axit clohydric 0,IN va chiét bang cloroform. L&p hitu co thu duge duge
1am khé trén natri sulfat va dugc loc. Dung méi duoc loai bo dudi ap sult giam va cin
thu duge duoc tinh sach bing séc ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol = 8
. 2 (thé tich/th8 tich)) dé tao ra horp chét néu trong tiéu d& & dang chit rin khdng mau
(7,10 g, 79%).

'H-NMR (DMso-dg) 5: 2,78 (1H, dd, 1=13,9, 9,6 Hz), 3,05 (1H, dd, J=13,9, 4,5 Hz),
3,56-2,80 (6H, m), 4,15 (2H, s), 4,47-4,55 (1H, m), 4,63 (2H, d, J=6,6 Hz), 5,03 (2H,
$), 5,15 (2L, 5), 7,16-7,38 (15H, m), 7,52 (1T, t, J=5,9 Hz), 8,63 (1K, t, J=5,5 Hz),
$,17 (1H, d, 1=8,2 Hz), 8,36 (1H, t, ]=5,7 Hz), 8,61 (1H, t, J=6,6 Hz).

Quy trinh 3: Glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N—[(carboxymetoxy)metyl] glyxinamit

B sung chét xuc téc paladi cacbon (7,00 g) vao dung dich N,N-dimetylformamit
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(216 mL) chtra hop chit (7,’00 g, 10,8 mmol) thu dwgc *-ong quy trinh 2 & trén, va
khudy trong méi trudng khi hydro & nhi¢t d6 trong phong trong 24 gid. Chét khéng tan
duoc loai bo bing cach loc qua xe-lit, va dung mdi dwge loai bo dudi ap suét giam.
Can thu duoc duge hoa tan trong nude, chét khong tan duoc loai bo bang cach loc qua
xe-lit, va dung mbdi duge loai bo dudi 4p suat giam. Quy trinh nay dugc Idp lai hai lan

dé tao ra hop chit ndu trong tiéu dé & dang chét rin khéng mau (3,77 g, 82%).

IH-NMR (DMSO-ds) 8: 2,84 (1H, dd, J=13,7, 9,8 Hz), 3,08 (11, dd, J=13,7, 4,7 Hz),
3,50-3,72 (4H, m), 3,77-3,86 (2H, m), 3,87 (2H, s), 4,52-4,43 (1H, m), 4,61 (2H, d,
J=6,6 Hz), 7,12-7,30 (5H, m), 8,43 (1H, t, ]=5,9 Hz), 8,54 (1H, d, I=7,8 Hz), 8,70 (1H,
t, 1=6.3 Hz), 8,79 (1H, t, =5,5 Hz).

Quy trinh 4: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1 H-pyrol-1-yl)hexanoyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalanyl-N-[(carboxymetoxy)metyl]glyxinamit

Bb sung N-suxinimityl 6-maleimit hexanoat (2,88 g, 9,33 mmol) va trietylamin
(0,858 g, 8,48 mmol) vao dung dich N N-dimetylformamit (85,0 mL) chira hop chit
(3,59 g, 8,48 mmol) thu du’qé trong quy trinh 3 & trén, va khqu & nhiét 3o trong
phong trong 1 gid. Dung dich phan Umg dugc na.p axit clohydric 0,1N va duoc chiét
bing clorofcrm va dung moi hdn hop cua cloroform va metanol (cloroform : metanol
=4 : 1 (th tich/thd tich)). Lép hitu co thu dwoc dugce lam khd trén natri sulfat va ducc
loc. Dung r:6i dugc loai bo dudi ap suét giam va cir. thu duge dugc tinh sach bang séc
ky c6t silicagel (cloroform - 16p hitu co chia phin ctia cloroform : metanol : nuéc =7 :
3: 1 (thé tich/thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chét néu trong tidu dé & dang chét rén
khong mau (3,70 g, 71%).

'H-NMR (DMSO-de) &: 1,13-1,24 (2H, m), 1,42-1,53 (4H, m), 2,11 (2H, i, J=7,4 Hz),
2,80 (1H, dd, J=13,7, 9,8 Hz), 3,06 (1H, dd, J=13,9, 4,5 Hz), 3,37 (2H, t, J=7,2 Hz),
3,56-3,78 (6H, m), 3,97 (2H, s), 4,46-4,53 (1H, m), 4,61 (2H, d, J=6,3 Hz), 7,00 (2H,
s), 7,15-7,29 (5H, m), 8,03-8,20 (3H, m), 8,32 (1H, t,‘J=5.9 Hz), 2,60 (1H, t, J=6,7
Hz). | |
Quy trinh 5: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-lH-pyrol-l-yl)hexanoyl]glyxylglyxyl- L-
phenylalanyl-N-((2-{I(1S ,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2.,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,1 2H-benzo[de]pyrano[3',4":6,7]indolizin>{1,2-

b]quinolin-1-yl]amino}-2-oxo etoxy)metyl]glyxinamit
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B4 sung trietylamin (0,202 g, 2,00 mmol), hop chi: (1.48 g, 2,40 mmol) thu dugce
trong quy trinh 4 & trén, va 4-(4,6-dimetoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4- metylmorpholinium
clorua (0,993 g, 3,00 mmol) chira 16,4% nﬁéc vao dung dich N,N-dimetylformémit
(40,0 mL) chira mudi axit metansulfonic ctia exatecan (1,14 g, 2,00 mmol), & 0°C va
khudy & nhiét d6 trong phong trong 1 git. Dung mdi dugc loai bé dudi 4p sut giam va
cin thu duge dugc tinh sach béng sic ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol
= 8 : 2 (thé tich/thé tich)) d& tao ra hop chit néu trong tidu dé & dang chat rin mau
vang nhat (1,69 g, 82%). S4 liéu phd ctia hgp chat nély 14 gibng nhu ctia hop chét trong
quy trinh 8 ctia vi du 26.

Vi du 34. Hop chét trung gian (34)
(Cong thirc 60)

MsOH
HO ,\?O

)LQ’Y
N NH
oQuytrmhl :é_: Quy trinh 2 F %—;
-<(

Quy trinh 1: 2-{[(1S,9S)-9-Etyl-5 -ﬂ0.-9-hydroxy-4-mety1-1 0,13-diox0-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4":6,7] indolizino(1,2-b)quinolin-1-yl]Jamino} -

2-oxoetylaxetat

Trong diéu kién 1am lanh bing d4, bd sung N,N-diisopropyletylamin (0,492 mL,
2,82 mmol) va acetoxyaxetyl clorua (0,121 ml, 1,13 mmol) vao huyén phi N,N-
dimetylformamit (20,0 mL) chia mudi axit metansuifonic cua exatecan (0,500 g,
0,941 mmol), va khudy & nhiét do trong phong trong 1 gio. Cung méi duge logi bo
dudi ap suét giam va can thu duoc duoc tinh sach b?mg séc ky cot silicagel (cloroform
- 16p hitu co ciia phén ciia cloroform : metanol : nuéc =7 : 3: 1 (thé tich/thé tich/thé
tich)) dé tao ra hop chit néu trong tiéu dé & dang chét rén mAu vang nhat (0,505 g,
dinh lugng).
IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,87 3H, t, J=7,4 Hz), 1,31-1,92 (2H, m), 2,08
(3H, s), 2,08-2,22 (2H, m), 2,41 (3H, s), 3,14-3,21 (2H, m), 4,51 (2H, dd, J=19,4, 14,7
Hz), 5,22 (2H, dd, J=40,1, 19,0 Hz), 5,43 (2H, s), 5,56-5,61 (1H, m), 6,53 (1H, s), 7,31
(1H, s), 7,81 (1H, d, J=11,0 Hz), 8,67 (1H, d, J=8,6 Hz)..
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MS (ESI) m/z: 536 (M+H)+

Quy trinh 2: N-[(1S,9S)-9-Etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,1 3-disx0-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1 ,2-b]quinolin-'1 -yl]-2-

hydroxyaxetamit

B4 sung THF (20,0 ml) va dung dich nuéc chira natri hydroxit 1N (4,00 ml, 4,00
mmol) vio huyén phii metanol (50,0 mL) chita hop chat (0,504 g, 0,941 mmol) thu
duogc trong quy trinh 1 & trén,.va khudy & nhiét d6 trong phong trdng 1 gio. Phan Umg
duge két thiic bang cach cho vao axit clohydric 1N (5,00 ml, 5,00 mmol), va dung moi
duoc loai bo dudi ap suét giam. Cin thu duge dugce tinh sach béing séc ky cot silicagel
(cloroform - 15p htu co chia phin ctia cloroform : metanol : nudc =7 : 3: 1 (thé
tich/thé ticl/thd tich)) dé tao ra hop chit néu trong tifu d& & dang chét rAn mau vang
nhat (0,412 g, 89%). Hop chét nay dugc xac nhén trong khéi u cia chudt nhan thé lién
hop khang thé-dugc chét (45) hoic (46).

IFI-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,87 (3H, t, J=7,3 Hz), 1,78-1,95 (2H, m), 2,09-
2,28 (2H, m), 2,39 (3H, s), 3,07-3,27 (2H, m), 3,96 (2H, d, J=6,0 Hz), 5,11-5,26 (21,
m), 5,42 (2H, 5), 5,46-5,54 (1H, m), 5,55-5,63 (1H, m), 6,52 (1H, 5), 7,30 (1 H, 5), 7,78
(1H, d, ]=10,9 Hz), 8,41 (1H, d, ]=9,1 Hz).

MS (ESI) m/z: 494 (M+H)+
Vi du 35. (Phuong phép thay thé dé tong hop hop chét cta vi du 34)

(Cong thirc 51)

Quy trinh 1: N-[(lS,9S)—9-Ety1—5-ﬂo49-hydroxy'-4-metyl-1O,134diox0—2,3,9,10,13,15-
hexahydro-H,12H-benzo [de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[1,2-D] quinolin-1-yl}-2-
hydroxyaxetamit '

Axit glycolic (0,0201 g, 0,27 mmol) dugc hoa tan trong N,N-dimetylformamit
(1,0 mL), dwoc nap N-hydroxysuxinimit (0,0302 g, 0,27 mmol) va 1-(3-
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dimetylaminopropyl)-3-etylcarbodiimit hydroclerua (C,0508 g, 0,27 mmol), va khudy
trong 1 gid. BS sung dung dich phén tmg vao kuyén phv M,N-dimetylformamit (1,0 mL)
duoc nap mubi axit metansulfonic ciia exatecan 0,1 g, 0,176 mmol) va trietylamin
(0,025 mL, 0,18 mmol) va duge khudy nhiét d¢ trong phong trong 24 gi¢. Dung mdi
dugc loai bo dudi ap sult giam va can thu duge duge tinh sach bing sic ky cot
silicagel [cloroform - cloroform : metanol = 10 : 1 (thé tich/thé tich)] dé tao ra hop
chét trong tiéu d& dudi dang chit rdn mau vang nhat (0,080 g, 92%). Dt liéu phd clia
hop chét nay 1a gidng v6i cua hop chit thu duogc trong quy trinh 2 cta vi du 34.

Vi du 36. Thé lién hop khéng thé-duge chit (36)

(Cong thuc 62)

H
ZN\/LN/\,N\)LN/\{N\/\FO

d“o NH

Trastuzumab — ——&

Quy trinh 2

Quy trinh 1: N-[4-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1 H-pyrol-1-yl)butanoyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalanylglyxyl-N-[(18,95)-9-etyl-5 -flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3.9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo [de]pyrano[3',4":6,7]indolizino[1,2-

b]quinolin-1-y1]-p-alaninamit

Hop chét (60,0 mg, 0,0646 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 cua vi du 15 duogc
cho phén tng theo cing céch thirc nhu quy trinh 3 ctia vi du 2 bang cach st dyung N-
suxinimityl 4-maleimit butyrat thay cho N-suxinimityl 6-maleimit hexanoat dé tao ra
hop chat né1 trong tiéu d& duéi dang chit rin mau tring nhat (24,0 mg, 38%).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,86 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1,68 (2H, quin, J = 7,4
Hz), 1,78-1,92 (2H, m), 2,06-2,22 (2H, m), 2,10 (2H, t, J = 7,8 Hz), 2,31-2,43 (2H, m),
2,40 (3H, s), 2,78 (1H, dd, J = 13,7, 9,4 Hz), 3,01 (1H, dd, = 13,7, 4,7 Hz), 3,17 (4H,
d, J = 5,1 Kz), 3,29-3,40 (2H, m), 3,52-3,80 (6H, m), 4,40-4,51 (14, m), 5,19 {1H, d,J
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= 18,4 Hz), 5,26 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,42 (2H, s), 5,52-5,61 (1H, m), 6,53 (1H, s),
6,99 (2H, s), 7,12-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,74-7,84 (2H, m), 8,02 (1H, t, J=59
Hz), 8,08-8,16 (2H, m), 8,25 (1H, t, J = 5,9 Hz), 8,52 (1H, d, J = 8,2 Hz).

MS (ESI) m/z: 90 (M+H)+

Quy trinh 2: Thé lién hop khéng thé-dwoc chat (33)

Bing cach sir dung trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khao 1 va hop chét
thu duoc trong quy trinh 1 & trén, thé lién hop khang thé-dugce chit néu trong tidu dé
thu dugc theo cling cach thirc nhu quy trinh 2 ctia vi du 6.

Néng d6 khang thé: 1,75 mg/mL, hiéu_suét- khang thé: 10,5 mg (84%), va s6 phén tiz
duoc chit liéa hop trung binh (n) v6i m8i phan tir khang thé: 4,7.

Vi du 37. Thé lién hop khéng thé-duge chat (37)

(Céng thirc 63)
o} H O H O H
NWN\)LN,\[rN\:)LN,\(NWo ,
\ o fo} H o/, HO NH
F7 N \
7o
N~
OHo
. -
o] H O H O - H
] NWN\)LN/YN\E/LN/\H,N\/YO
Trastuzumab ) o Ho : HO NH
Quy trinh 1 o) 7 -
— - \: N_O
‘ F N"™
o
0:D

Quy trinh 1: Thé lién hop khéng thé-duoc chét (37)

Bing cach st dung trastuzumab dugc tao ra trong vi dy tham khao 1 va hop chit
thu dugc trong quy trinh 1 éﬁa vi du 36, thé lién hop khang thé-dugc chét néu trong
tidu d thu duoc theo cliing cach thire nhu quy trinh 1 cta vi du7.

‘Nong d6 khang thé: 1,89 mg/mL, hiéu suAt khang thé: 11,3 mg (90%), va sb phan tit

duge chét lién hgp trung binh (n) véi mdi phén tir khang thé: 8,5.
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Vi du 38. Hop chét trung gian (38)

(Céng thuc 64)
N 0
o . %og Q7 HZN\/\/\SS«
“NH, >(oTN\/\/\?o ] TFA .
Y h- 0 OH D0 Y . SO0 Y
NN - . - PP
FY"N"™SN ¢, Quytrinh1l FOS N/'\Q\_N%%?Quy trinh 2 F7>N \é?
N N N
0 ) )

Quy trinh 1: tert-Butyl (5-{[(1S ,95)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
' 2.3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3 '.4":6,7]indolizino[ 1,2-

b]quinolin--yl]Jamino} -5-oxopentyl)cacbamat

Mubi axit metansulfonic cia exatecan (500 mg, 0,941 mraol) duge cho phén
img theo cting cach thiic nhu quy trinh 1 cta vi dy 1 béng cach st dung axit 5-(tert-
butoxycacbonylamino)valeric thay cho axit 4-(tert-butoxycacbonylaminc)butanoic dé
tao ra hop chét néu trong tiéu d8 & dang chét rin mau vang ndu (571 mg, 96%). Hop
chit duoc s dung cho phan Gng tiép theo khong can tinh sach thém.
MS(ESDm/z:635(M+H)+
Quy trinh 2: 5-Amino-N-[(1S,9S)_-9-ety1—5-ﬂo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-di0xo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3 ',4":6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-yl]pentanamit
‘ Hop chit (558 mg, 0,879 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 ¢ trén duoc cho
rhan g theo ctmg cach thirc nhu quy trinh 2 ctia vi du 1 d& tao ra trifloaxetat ciia hop

chét néu trong tiéu d & dang cht rén mau vang (363 mg, 64%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 0,88 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,52-1,71 (4H, m), 1,87
QH, tt, T = 14,4, 6,9 Hz), 2,07-2,18 (2H, m), 2,22 (2H, t, J = 7,0 Hz), 2,40 (3H, ),
276288 (2H, m), 3,13-3,22 (2H, m), 5,18 (1H, d, ] = 18,8 Hz), 5,34 (1H, d, T = 18,8
Hz), 543 (2, s), 5,53-5,61 (1H, m), 6,55 (1H, 5), 7,33 (1H, 5), 7,65 G3H, brs,), 7,81
(1H, d,J = 11,3 Hz), 8,49 (1H, d, J = 8,6 Hz). | |

MS (ESI) m/z: 535 (M+H)+
Vi du 39. Thé lién hop khéng thé-duoc chét (39)

(Cong thirc 65)
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Quy trinh 1: N-(tert-Butoxycacbonyl) glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-(5-{[(15,95)- 9-
etyl-5-flo-9-nydroxy-4-metyl-1 0,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3',4':6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1 -yl]Jamino}-5-
oxopentyl)glyxinamit

Hop chét (348 mg, 0,537 mmol) thu dugc trong quy trinh 2 cta vi du 38 dugc
cho phén tmg theo clng cach thirc nhu quy trinh 1 cia vi du 2 dé tao ra hop chit néu
trong tiéu dé & dang chit rin mau vang nhat (429 mg, 84%). Hop chit duogc sir dung
cho phan ting tip theo khong cén tinh sach thém.

Quy trinh 2: Glyxylglyxyl-L-phenylalanyI-N-(5-{[(1S,9S)-9-etyl—5-ﬂo-9-hydroxy-
10,13-diox0-2,3,9,10,13,15 -hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano [3',4":6,7]
indolizino[1,2-b]quinolin-1-ylJamino}-5-oxopentyl)glyxinamit

Hop chét (427 mg, 0,448 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 & trén dugc cho phan
fmg theo cung cach thirc nhu quy trinh 2 ctia vi du 2 d8 tao ra trifloaxetat hop chét néu
trong tidu ¢ & dang chét rén mau vang (430 mg, 99%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 0,87 3H, t, J = 7,2 Hz), 1,38-1,49 (2H, m), 1,54-
1,66 (2H, m), 1,86 (2H, tt, I = 14,5, 7,0 Hz), 2,08-2,16 (2H, m), 2,19 2H, t,J = 7,2
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Hz), 2,40 (3H, s), 2,76 (1H, dd, T = 13,9, 10,0 Hz), 3,00-3,12 (3H, m), 3,14-3,21 2,
m), 3,57 24, d, J = 4,7 Hz), 3,60-3,75 (3H, m), 3,87 (i, dd, J = 16.8, 5,9 Hz), 4,55
(1H, td, T = 9,0, 4,7 Hz), 5,16 (1H, d, ] = 18,8 Hz), 5,23 (1H, d, T = 18,4 Hz), 5,44 (2H,
), 5,53-5,60 (1H, m), 6,55 (1H, s), 7,14-7,29 (5H, m), 7,32 (1H, 5), 7,74 (1H, 1, ] = 5,5
Hz), 7,81 (1H, d, J = 10,9 Hz), 7,96 (3H, br,s,), 8,30- 8,37 (1H, m), 8,44-8,53 (2H, m).

MS (EST) m/z: 853 (M+H)+

Quy trinh 3: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1 H-pyrol-1-yl)hexanoyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalanyl-N-(5-{[(1S,98)-9-etyl-5 -flo-9-hydroxy-10,13 -diox0-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4:6,7] indolizino[1,2-b]quinolin-1-yljamino} -
5-oxcpentyl)glyxinamit

Hop chat (60,0 mg, 0,0621 mmol) thu duge trong quy trinh 2 ¢ trén dugc cho
phan tmg theo ciing cach thitc nhw quy trinh 3 cta vi du 2 d8 tao ra hop chit néu trong
tiéu d& & dang chét rin (16,0 mg, 25%).

IH{-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 8: 0,87 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,13—1,21 (2H, fﬁ), 1,36-
1,52 (6H, m), 1,53-1,65 (2H, m), 1,79-1,92 (2H, m), 2,05-2,15 (4H, m), 2,19 (2H, s),
2,40 (3H, s), 2,79 (1H, dd, J = 13,7, 10,2 Hz), 2,98-3,10 (3H, m), 3,12-3,21 (2H, m),
3,29-3,37 (24, m), 3,53-3,79 (6H, m), 4,41-4,50 (1H, m), 5,16 (1H, d, J = 18,8 Hz),
523 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,43 (2H, s), 5,52-5,60 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s),
7,12-7,28 (5H, m), 7,31 (1H, s), 7,63 (1H, t, J = 5,7 Hz), 7,80(1H, d, J=10,6 Hz), 8,02
(1H, t, J = 5,9 Hz), 8,08 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,12 (1H, d,J=7,8Hz), 824 (1H, t,J =
5,7 Hz), 8,45 (1H, d, J = 8,6 Hz).

MS (ESI) m/z: 1046 (M+H)+

Quy trinh 4: Thé lién hop khang thé-duoc chit (39)

Khir khéng thé: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 duoc didu
ché d8 c6 ndng do khang thé bing 10 mg/mL bang PBS6.0/ECTA st dung quy trinh
chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé sb hép thu & budc séng 280 nm, 1,37 mLmg’
lem™ duge st dung). Dung dich (1,0 mL) duge gom vao bng 2 mL va dugc nap dung
dich nu6c chira TCEP 10 mM (0,0155 mL; 2,3 duong lugng véi mdi phan tir khang
th8) va dung dich nudc chira dikali hydro phosphat 1M (0,050 mL). Sau khi x4c nhén
rang dung dich ¢6 pH = 7,4+ 0,1, lién két disulfua & phin béan 1& trong khéng thé duoc
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khtt bang céch 0 & 37°C trong 1 gid.

Lién hop khang thé véi thanh phén lién két dugc chit: Sau khi G dung dich
trong 10 phiit & 22°C, dung dich DMSO (0,0311 mL; 4,6 duorg lwong v6i mdi phén tix
khAng th) chita 10 mM hop cht thu dugc trong quy trinh 3 dugc bd sung vao d6 va
dwoc & @ cho thanh phan lién két dugc chét lién hop véi khéng the & 22°C trong 40
phut. Tiép theo, dung dich nude (0,00622 mL; 9,2 duong lugng v6i mdi phan tir khang
th8) chira NAC 100 mM dugc bd sung vao d6 va duge G ¢ 22°C d8 két thic phan tng
ctia thanh phin lién két duge chét trong 20 phtit ni¥a.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh chung D-1
(PBS6.0 duge st dung lam dung dich dém) dé tao ra 6 mL dung dich chira thé lién hop
khéng thé-dugc chit néu trong tiéu dé.

Pac diém hoéa ly: Bing céach str dung quy trinh chung E, thu dugc cac gia tri dédc trung
sau day.

Néng do khang thé: 1,12 mg/mL, hiéu sudt khéng thé: 6,72 mg (67%), va s6 phan tit
dwoc chét lién hop trung binh (n) v6i mdi phan tir khang thé: 1,8.

Vi du 40. Tha lién hop khang thé-dugc chit (40)

(Céng thitc 66)
(o] H O
%NMN\)\N/\!(;N \/LLn
Trastuzumab —
Quy trinh 1

Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chét (40)

Khtr khang thé: Trastuzumab duoc tao ra trong vi du tham khdo 1 dugc diéu
ché dé c6 ndng d6 khéng thé bang 10 mg/mL bing PBS6.9/EDTA sir dung quy trinh
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chung C-1 - quy trinh chung B (khi hé ¢6 hép thu & buéc séng 280 nm, 1,37 mLmg’
lem! duge st dung). Dung dich (1,0 mL) duge gom vao éng 2 mL va duge nap dung
dich nuéc chira TCEP 10 mM (0,0311 mL; 4,6 duong luong véi mbi phan tir khang
thd) va dung dich nuéc chira dikali hydro phosphat 1M (0,050 mL). Sau khi xac nhan
ring dung dich ¢6 pH="7,4 £ 0,1, lién két disulfua & phén ban 1é trong khéng thé dugc
khit bing cach 1 & 37°C trong 1 gid.

Lién hop khéng thé v6i thanh phén lién két dugc chat: Sau khi 0 dung dich &
22°C trong 10 phut, dung dich DMSO (0,0622 mL; 9,2 duong lwong véi mdi phén tir
khang thé) chira 10 mM hop chét thu dugc trong quy trinh 3 cta vi du 39 duge bd
sung vao d6 va duoc & dé cho thanh phan lién két dugc chat lién hop véi khing thé &
22°C trong 40 phut. Tiép theo, dung dich nuéc (0,0124 mL; 18,4 duong luong v6i mdi
phén tir khang th8) chita NAC 100 mM dugc bd sung vio dé va duge u ¢ 22°C a8 Kkét
thiic phan ung ctia thanh phan lién két dugc chat trong 20 phiit nta.

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sack st dung quy trinh chung D-1
(PBS6.0 dugc sir dung 1am dung dich dém) dé tao ra 6 mL dung dich chira thé lién hop
khang thé-dugc chit néu trong tidu dé.-

Pic diém hoa ly: Béng céch stt dung quy trinh chung E, thu dugc céc gia tri déc trung
san day.

Nong db khang thé: 0,98 mg/mL, hiéu sudt khéng thé: 5,88 mg (59%), va s6 phan tir
duoc chét lién hop trung binh (n) véi mi phén tir khang thé: 3,4.

Vi du 41. Thé lién hop khéng thé-dugc chat (41)

(Céng thirc 67)
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Quy trinh 1: tert-Butyl {2-[(2-hydroxyetyl)amino]-2-oxcetyl} cacbamat

N-(tert-Butoxycacbonyl)glyxin (4,2 g, 24 mmol) ¢wge hoée tan trong
dimetylformamit (40 mL). Sau khi bd sung aminoetanol (2,9 g, 48 mmol) va 1-
hydroxybenzotriazol ~ (3,7 g 24 mmol) va bd sung  1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua (6,9 g, 36 mmol), hdn hop duge khudy &
nhiét 46 trong phong trong 12 git. Dung mdi dugc loai bo dudi 4p suét giam, va cin
dugc nap toluen dé chung cat déng phi. Cén thu dugce dugc tinh sach bang séc ky cot
silicagel (etyl axetat - etyl axetat : metanol = 10 : 1 (thé tich/thé tich)) dé tao ra hop
chéit néu trong ti€u dé & dang chat dau khong mau (3,8 g, 72%).

I'H-NMR (400 MHz, CDCL) 8: 1,44 (9H, s), 1,69 (1H, brs), 3,43 (2H, td, ] = 5,9, 5,1
Hz), 3,71 2H, t, 1 = 5,1 Hz), 3,79 (2H, d, T = 5,9 Hz), 5,22 (1H, brs), 6,62 (1H, brs).
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Quy trinh 2: 2-{[N-(tert-Butoxycacbonyl)glyxylJamino} etyl4-nitrophenylcacbonat

B sung diisopropyletylamin (0,80 mL, 4,59 mmol) va bis(4-nitrophenyl) cacbonat
(1,32 g, 6,88 mmol) vio THF (23 mL) dung dich chira hop chét (1,0 g, 4,59 mmoi) thu
dﬁqc trong quy trinh 1 & trén, va khudy & nhiét d6 trong phong trong 12 gi¢. Dung moi
duoc loai bd duéi 4p sudt giam, va can thu duge dugc tinh sach bang sic ky cot
silicagel (hexan - hexan : etyl axetat = 1 : 3 (thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chit néu
rong tiéu d& & dang chét rin mau vang nhat (1,13 g, 64%).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) 8: 1,44 (1H, s), 3,66 (2H, td, J = 5,1, 5,9 Hz), 3,81 (2H,
d, =59 Hz), 4,36 (2H, t, T = 5,1 Hz), 5,07 (1H, 5), 6,48-6,53 (1H, m), 7,38 (2H, dt,J
=9.9,2,7Hz), 8,27 (2H, dt, ] = 9,9, 2,7 Hz).

Quy trinh 3: 2-({ [(tert-Butoxycacbonyl)amino]axetyl}amino)etyi[ (1S ,95)-9-etyl-5-
flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13, 15-hexahydro-1H,12H-

benzo[de]pvrano [3°,4°:6,7]indolizino[1,2-b] quinoliﬁ- 1-yl]jcacbamat

B sung dimetylformamit (23 mL) vao mudi axit metansulfonic ciia exatecan
(0,70 g, 1,2 mmol), hop chét (0,57 g, 1,5 mmol) thu dugc trong quy trinh 2, va 1-
hydroxybenzotriazol (3,7 g, 24 mmol), va bd sung diisopropyletylamin (0,43 mL, 2,5
mmol) va khudy & nhiét do trong phong trong 12 gid. Dung méi duoc loai bo dudi ap
suét giam, va cin dugc nap toluen dé chung cAt ddng phi. Cin thu dugc duoc tinh sach
bing séc ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol = 10 : 1 (thé tich/thé tich))
dé tao ra hop chét néu trong tiéu dé (0,86 g, dinh luong) & dang chit rin mau vang
nhat.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 0,87 3H, t, J = 7,4 Hz), 1,35 (9H, s), 1,78-1,94
(1H, m), 2,07-2,17 (1H, m), 2,17-2,27 (1H, m), 2,37 GH, s), 3,05-3,16 (1H, m), 3,19-
3,26 (1H, m), 3,34-3,39 (2H, m), 3,50-3,56 (2H, m), 4,00-4,07 (1H, m), 4,13-4,21 (1H,
m), 5,15-5,34 (3H, m), 5,44 (2H, s), 6,54 (1H, ), 6,90-6,96 (1H, m), 7,32 (1H, s), 7,78
(1H, d,J= 11,0 Hz), 7,93-8,07 (2H, m).

Quy trinh 4: 2-(Glyxylamino)etyl[(1S,9S)-9-etyl-5-ﬂo-9-hydr0xy-4-metyl-10,13-
diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H, 12H-benzo[de]pyrano[3°,4°:6,7]indoliziro[1,2-

b]quinolin-1-yl]cacbamat

Hop chat (0,86 g, 2,1 mmol) thu dugc trong quy trinh 3 & trén dugc hoa tan
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trong dicloraetan (15 mL). Sau khi bd sung axit trifloaxetic (15 mL), n6 dugc khudy
trong 1 gi¢. Dung mdi duoc loai bé dudi ép sudt giam, va cin dugc nap toluen daé
chung cAt dang phi. Cin thu duge dugce tinh sach bang sic ky cdt silicagel (cloroform -
16p hitu co chia phan cta cloroform : metanol: nuéc =7 : 3 : 1 (thé tich/thé tich/thé
tich)) dé tao ra hgp ch4t néu trong tiéu d8 & dang chit rin mAu vang nhat (0,86 g,

99%).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d) 8: 0,87 (3H, t, ] = 7,2 Hz), 1,79-1,95 (2H, m), 2,06-
2,18 (1H, m), 2,18-2,29 (1H, m), 2,38 (3H, s), 3,07-3,17 (1H, m), 3,20-3,29 (1H, m),
3,36-3,50 (2H, m), 3,51-3,62 (2H, m), 3,99-4,08 (1H, m), 4,22-4,31 (1H, m), 5,16-5,35
(3H, m), 5,42 (1H, d, J = 18,8 Hz), 5,46 (1H, d, J = 18,8 Hz), 6,56 (1H, s), 7,34 (1H,
s), 7,65 (2H, brs), 7,79 (1H, d, J = 10,6 Hz), 7,99-8,06 (1H, m), 8,51 (1H, t, J = 5,5
Hz).

MS (APCI) m/z: 939 (M+H)+

Quy trinh 5: N-[(9H-Floren-9-ylmetoxy)cacbonyl] glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-[2-
({[(18,95)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-diox0-2,3 ,9,10,13,15-hexahydro-
1H,12H-benze[de]pyrano[3°,4°:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-
yl]carbamoyl}oxy)etyl]glyxinamit

N-[(9H-floren-9-ylmetoxy)cacbonyi)glyxylglyxyl-L-phenylalanin (don sang ché
Nhat s6 2002-60351; 0,21 g, 0,41 mmol) dugc hoa tan trong N,N- dimetylformamit (3
mL). Sau khi bd sung N-hydroxysuxinimit (0,052 g, 0,45 mmol) va 1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua (0,086 g, 0,45 mmol), n6 dugc khudy
trong 1 gi¥. Dung dich phan ung du’qé b sung nho giot vao dung dich N,N-
dimetylformamit (2 mL) dugc nap hop chét (0,24 g, 0,35 mmol) thu dugc trong quy
trinh 4 va trietylamin (0,078 mL, 0,45 mmol), va khudy & nhiét d6 trong phong trong 1
gi. Dung mo6i duge loai bo dudi ap suét giam, va cin thu dugce dugc tinh sach bﬁng
séc ky cot silicage! (cloroform - cloroform : metanol = 8 : 2 (thé tich/thé tich)) dé tao
ra hop chét néu trong tiéu d8 & dang chét rin mau Véng nhat (0,24 g, 65%). -
IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,86 (3H, t, ] = 7,3 Hz), 1,79-1,90 (2H, m), 2,05-
2,27 (2H, m), 2,36 (3H, s), 2,73-2,81 (1H, m), 2,98-3,12 (2H, m), 3,17-3,26 (1H, m),
3,35-3,42 (2H, m), 3,55-3,79 (6H, m), 4,00-4,10 (1H, m), 4,12-4,23 (2H, m), 4,23-4,29
(2H, m), 4,45-4,55 (1H, m), 5,13-5,33 (3H, m), 5,40 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,44 (1H, d,
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T =172 Hz), 6,53 (14, 5), 7,11-7,26 (5H, m), 7,26-7,33 (35, m), 7,38 2H, t, ] = 7,6
Hz), 7,57 (1H, t, J = 5,9 Hz), 7,63 K, d, T = 7,4 Hz), 7,77 (1H, d, T = 11,0 Hz), 7,85
(2H, d, T = 9,0 Hz), 7,91-7,97 (1H, m), 7,98-8,05 (2H, m), 8,14 (1K, d, J = 7,8 Hz),
8,31-8,26 (1H, m).

MS (APCI) m/z: 1063 (M+H)+

Quy trinh 6: Glyxylglyxyl-L-phenylalanyl-N-[2-({[(1 S,95)-9-etyl-5-flo-9- hydroxy-4-
metyl-10,13-diox0-2,3,9,10,13,1 5-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3°,4°:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-1-
yl]carbamoyl}oxy)etyl]glyxinamit

Hop chét (0,24 g, 0,35 mmol) thu dugc trong quy trinh 5 & trén duge cho phan
tmg theo cting céch thirc nhu quy trinh 7 cua vi du 26 d8 tao ra hop chit néu trong tiéu
dé & dang chét rin mau vang nhat (0,12 g, 65%).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq) 3: 0,86 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,78-1,94 (2K, m), 2,06-
2,27 (2H, m), 2,37 GH, s), 2,72-2,81 (1H, m), 2,98-3,07 (1H, m), 3,12-3,17 (2H, m),
3,57-3,81 (6H, m), 4,00-4,21 (3H, m), 4,45-4,54 (1H, m), 5,15-5,35 (3H, m), 5,41 (11,
d, T=172 Hz), 5,45 (1H, d, T = 17,2 Hz), 6,54 (1H, 5), 7,11-7,26 (6H, m), 7,32 (1H,
), 7,78 (1H, d, J = 11,0 Hz), 7,93-8,00 (1H, m), 8,03 (1H, d, J = 9,4 Hz), 8,06-8,13
(1H, m), 8,21-8,27 (2H, m), 8,30-8,36 (1H, m). MS (APCI) m/z: 841 (M+H)+

Quy trinh 7: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1 H-pyrol-1-yDhexaroyl]glyxylglyxyl-L-
phenylalanyl-N-[2-({[(18,9S)-9-etyl-5 -flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H, 12H-benzo [de]pyrano[3°,4°:6,7]indolizino[ 1,2~
b]quinolin-1-yljcarbamoyl}oxy)etyl] glyxinamit

Hop chét (42,0 mg, 0,0499 mmol) thu dugc trong quy trinh 6 dugc cho phan ung
theo cung céch thirc nhu quy trinh 3 cta vi du 2 d& tao ra hop chét néu trong tiéu dé ¢

dang chét r&n mau vang nhat (38,3 mg, 74%).

I'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0,87 3H, t, J = 7,4 Hz), 1,12-1,23 (2H, m), 1,40-
1,51 (4H, m), 1,80-1,95 (2H, m), 2,05-2,27 (4H, m), 2,38 (3, 5), 3,43-2,40 (8H, m),
3,53-3,78 (6H, m), 4,00-4,21 (2H, m), 4,44-4,55 (1H, m), 5,17-5,36 (3H, m), 5,43 (2H,
), 6,54 (1H, 5), 6,99 (2H, 5), 7,19 (H, d, ] = 23,9 Hz), 7,33 (1H, 5), 7,78 (1H, 4, J =
10,6 Hz), 7,91-8,16 (5H, m), 8,24-8,31 (1H, m).
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MS (ESI) ri/z: 1034 M+H)+
Quy trinh 8: Thé lién hop khang thé-dugc chét (41)

Béng cach sir dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du them khao 1 va hop chit
thu dugc trong quy trinh 7 & trén, thé lién hop khang thé-dugc chit néu trong tidu dé
thu duge theo cling cach thire nhu quy trinh 2 ctia vi du 6.

Nong d6 khang thé: 1,54 mg/mL, hiéu suét khang thé: 9,2 mg (74%), va s6 phan tir
dugc chét lién hop trung binh (n) véi mdi phén tir khéng thé: 3,7.

Vi du 42. Thé lién hop khang thé-dugc chét (42)
~ (Céng thic 58)

o @)
Nv g(“ )LN’\’O 0 Quy trinh 1
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Trastuzumab _<fN\/\/\/"LN’\n/N\)L
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Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chét (42)

Biing cach sit dung trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 v2 hop chét
thu dugc trong quy trinh 7 cta vi du 41, thé lién hop khang th8-dwgc chét néu trong
tiéu dé thu duoc theo cing cach thirc nhu quy trinh 1 cua vidu 7.

Nong d6 khang thé: 1,47 mg/mL, hiéu sult khang thé: 8,8 mg (71%), va s6 phan tit
ducs chit 1i3n hop trung binh (n) véi mdi phan tir khéng thé: 7,0.

Vi du 43. Tk lién hop khang thé-duge chat (43)

(Céng thic 69)
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Quy trinh 1: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-Diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-

yl)propanoy!Jamiro} etoxy)etoxy]propanoyl} glyxylglyx1-L-phenylalanyl-N-[(2-
{1(18,98)-5-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13 -diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-
1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4°:6,7]indolizino[1,2-b] quinolin-1-yljamiro}-2-
oxoetoxy)metyl]glyxinamit

Hop chit (53,7 mg, 50,5 pmol) thu dugc trong quy trinh 6 cia vi du 26 duoc
hdoa tan trong N,N-dimetylformamit (1,50 mL). Sau khi bd sung 1,8-
diazebixyclo[5.4.0]-7-undecen (7,5 pL, 50,5 pmol), hdr: hop duge khuldy & nhiét 46
trong phong trong 30 phut. Dung dich phan g dugc nap pyridini p-toluensulfonat
(14,0 mg, 5,56 pmol), sau d6 duoc nap N-suxinimityl  3-(2-(2-(3-
maleinimitopropanamido)etoxy)etoxy)propanoat (32,3 mg, 75,8 pmol), va dugce khuly
& nhiét d6 trong phong trong 2,25 gid. Dung mdi dugc loai b dudi ap sudt giam, va
cin thu duge duge tinh sach bang sic ky cdt silicagel ((cloroform - 16p hitu co chia
phén ctia cloroform : metanol : nuéc =7:3 : 1 (thé tich/thé tich/thé tick)) d8 tao ra

hop chat néu trong tiéu dé & dang chit rin mau vang nhat (27,1 mg, 47%).

I-NMR (DMSO-ds) 8: 0,87 3H, t, J = 7,0 Hz), 1,79-1,91 (2H, m), 2,18 CH, t, T =
15,1 Hz), 2,29-2,33 (4H, m), 2,39 3H, s), 2,76 (11, dd, T = 13,9, 9,2 Hz), 3,02 (1H,
dd, 7= 13,7, 3,9 Hz), 3,13-3,15 (2H, m), 3,44-3,46 (6H, m), 3,57-3,59 (6H, m), 3,69-
375 (6H, m), 4,01 (2H, s), 4,46-4,48 (1H, m), 4,63 2H, ¢, T = 6,3 Hz), 5,21 (2H, ),
542 (2H, s), 5,60 (1H, dd, T = 13,5, 5,7 Hz), 6,54 (1H, 5), 7,00 (2H, 5), 7,17-7,24 (6H,
m), 7,31 (14, ), 7,79 (1H, d, T = 11,0 Hz), 8,00-8,02 (2H, m), &,13 (1H, d, ] = 7.8
Hz), 8,17 (1K, t, ] = 6,3 Hz), 8,52 (1H, d, = 9,0 Hz), 8,65 (1H, 1, ] = 6,5 Hz).
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MS (ESI) m/z = 1151 (M+H)+
Quy trinh 2: Thé lién hop khang thé-dugc chét (43)

Béng cach st dung trastuzumab dugc tao ra trong vi dy tham khdo 1 va hop chét
thu dugc trong quy trinh 1, thé lién hop khing th8-duge chit néu trong ti€u dé thu
duoc theo cling cach thic nhu quy trinh 1 cua vidu 7.

Nong d6 khéng thé: 1,96 mg/mL, hidu suit khéng thé: 17,6 mg (88%), va s6 phan tix
duoc chit lién hop trung binh (n) v6i m3i phan tir khang thé: 5,6.

Vi du 44. Thé lién hop khang thé-dugc chét (44)

(Cong thitc 70)
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Quy trinh 1: tert-Butyl N-[(benzyloxy)cacbonyl]glyxylglyxyl-D-phenylalaninat

N-[(Benzyloxy)cacbonyl]glyxylglyxin (3,00 g, 11,3 mmol) dugc hoa tan trong
N,N-dimetylformamit (20,0 mL). Sau khi bd sung N-hydroxysuxinimit (1,43 g, 12,4
mmol) va l-etyl-3-(3 -dimetylaminopropyl)carbbdiimit hydroclorua (2,37 g, 12,4
mmol), hdn hop dugc khudy trong 1 gid. Dung dich N,N-dimetylformamit (10 mL)
dugc nap D-phenylalanin tert-butyl (2,74 g, 12,38 mmol) va trietylamin (1,73 mL,
12,4 mmol) duoc bd sung nhé giot vao dung dich phan tmg va khudy & nhiét d6 trong
phong trong 2 gid. Dung dich phan ting dugc nap diclometan va duoc rira bang nuéc,
axit clohydric 1N, va dung dich nu6c bo hoa chira natri bicacbonat, va sau d6 16p hitu
co duoc 1am kho trén natri sulfat khan. Dung méi dugc loai bo dudi ap suét gidm, va
can thu duoc duge tinh sach béng sic ky cot silicagel (cloroform - cloroform : metanol
=9:1 (thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chét néu trong tiéu dé & dang chét rdn khong
mau (4,21 g, 80%). '

IH-NMR (CDCl) &: 1,41 (9H, s), 3,03-3,14 (2H, m), 3,86-3,97 (4H, ), 4,70-4,77
(1H, m), 5,13 (2H, s), 5,43 (1H, brs), 6,42 (1H, d, J = 10,0 Hz), 6;64-6,71 (1H, m),
7,11-7,15 (2H, m), 7,20-7,31 (4H, m), 7,31-7,38 (4H, m).

MS (APCI) m/z: 470 (M+H)+
Quy trinh 2: N-[(Benzyloxy)cacbonyl]glyxylglyxyl-D-phenylalanin

Hop chét (4,21 g, 8,97 mmol) thu dugc trong quy trich 1 dugc hoa tan trong etyl
axetat (20 mL). Sau khi bd sung dung dich etyl axetat (20,0 mL) chita hydro clorua
4N, hdn hop duogc dé qua dém & nhiét d6 trong phong. Dung méi dugc loai b6 dudi ap
suét giam, sau d6 toluen dugc bd sung, va dung méi dwoc logi bé duéi ép sudt giam.
Cin thu dugc duge tinh sach béng séc ky cot silicagel (cloroferm - 16p hitu co chia
phén cta cloroform : metanol : nuéc =7 : 3 : 1 (thé tich/thé tich/thé tich)) dé tao ra

hop chét néu trong tiéu d & dang chit rin khong mau (1,66 g, 45%).

I-NMR (CDCls) &: 2,92-3,01 (1H, m), 3,10-3,18 (1H, m), 3,55-3,81 (3H, m), 3,88-
3,98 (1H, m), 4,64-4,73 (1H, m), 5,06 (2H, 5), 5,87 (1H, brs), 7,10-7,37 (13H, m).

MS (APCI) m/z: 412 (M+H) -

Quy trinh 3: N-[(Benzyloxy)cacbenyl]glyxyl glyxyl-D-phenylalanyl-N-{[2-
(benzyloxy)-2-oxoetoxy|metyl} glyxinamit
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B4 sung piperidin (5,00 mL) va N,N-dimetylformamit (5,2C mL) vao dung dich
dioxan (25,0 mL) chira hop chét (1,25 g, 2,63 mmol) thu dugc trong quy trinh 1 cva vi
du 32, va khudy & nhiét d trong phong trong 30 phit. Dung m6i dugc loai bo duéi ap
suét giam, va can thu duoc dugc h(‘)a‘ tan trong N,N-_dimetylformamit (20,0 mL). Sau
khi bd sung hop chit (1,20 g, 2,90 mmol) cia quy trinh 2 & trén va 4-(4,6-dimetoxy-
1,3,é-triazin-2-yl)—4—metylmorpho]inium clorua (1,03 g, 3,16 mmol) (_:hl'xa 16,4% nudc,
hén hop duoc khudy & nhiét 6 trong phong trong 2 gid. Dung dich phan ung duoc
nap cloroform va dugc rua bﬁng nuée, va sau d6 16p hitu co duge lam khd trén natri
sulfat khan. Dung moi dugc loai bé duéi ap sut giam, va c3n thu dugc duoc tinh sach
bang sic ky cdt silicagel (cloroform - cleroform : metanol =9 : 1 (thé tich/thé tich)) RE

tao ra hop chét néu trong tidu d& & dang chit rin khong mau (270 mg, 16%).

IH-NMR (DMSO-ds) 8: 2,78 (1H, dd, J = 13,6, 10,0 Ez), 3,05 (1H, dd, J = 13,9, 42
Hz), 3,56-3,79 (6H, m), 4,15 (2H, s), 4,47-4,54 (1H, m), 4,63 (2H, d, J=6,7 Hz), 5,03
(2H, s), 5,15 (24, s), 7,14-7,39 (15H, m), 7,50 (1H, t,7=5,7 Hz), 8,02 (1H, t,J = 5,4
Hz), 8,16 (1H, d, 7= 7,9 Hz), 8,34 (1H, t, ] = 6,0 Hz), 8,60 (1H, t, J = 7,0 Hz).
MS (APCI) m/z: 648 (M+H)+
Quy trinh 4: Glyxylglyxyl-D-phenylalanyl-N- [(carboxymetoxy)metyl]glyxinamit

Hop cLit (200 mg, 0,31 mmol) thu dugc trong quy trinh 3 & trén duoc hoa tan
trong N,N-dimetylformamit (5,0 mL). Sau khi bd sung 5% chét xtc tic paladi cacbon
(0,12 g), hdn hop duoc khudy trong mdi trudng khi hydro & nhiét d9 trong phong frong
9 gitr. Dung dich phan tmg dugc loc qua xe-lit, va can dugc rira bang dung mdi hdn
hop chira nuée va N,N-dimetylformamit. Dich loc va nudc rira duge két hop, va dung
mdi duoc loai bo dudi ap sut gizm dé tao ra hop chét néu treng tidu G2 & dang chit
ran khong mau (0,15 g, dinh luong).
'H-NMR. (DMSO-de) 8: 2,85 (1H, dd, J = 13,3, 9,7 Hz), 3,08 (1E, dd, J =139, 5,4
Hz), 3,43-3,52 (4H, m), 3,62-3,89 (7H, m), 4,36-4,44 (1H, m), 4,58-4,67 2K, m),
7,12-7,29 (5H, m), 8,44 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,67 (1H, d, J = 7,3 Hz), 8,78 (1H, t, J =
5,4 Hz), 8,91 (1H, brs).

MS (APCI) m/z: 424 (M+H)+

Quy trinh Z: N-[6—(2,5-Dioxo-2,5—dihydro-1H-pyrc-l-l-yl)hexanoyl]gly':’;ylglyxyl-D-
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phenylalanyi-N- [(carboxymetoxy)metyl]vglyxinamit

Hop chat (0,15 g, 0,35 mmol) thu dugc trong quy trinh 4 ¢ trén dugc hoa tan
trong N,N-dimetylformamit (10 mL). Sau khi bd sung N-suxinimityl 6-maleimit
hexanoat (0,11 g, 0,35 mmol), hén hop dugc khudy & nhiét d trong phong trong 1
gid. Dung dich phan tmg duogc nap cloroform va duoc rira bang nude, va sau d6 16p
hitu co dugc 1am khé trén natri sulfat khan. Dung méi durgc loai bo dudi ap suét giam,
va cin thu dugc dugce tinh sach béng séc ky cot silicagel (cloroform - 16p hitu co chia
phén ctia cloroform : metanol : nuéc = 7 : 3 : 1 (thé tich/thé tich/thé tich)) dé tao ra

hop chét néu trong tiéu d& & dang chét rdn khong mau (41 mg, 26%).

IH-NMR (DMSO-de) &: 1,13-1,24 (2H, m), 1,42-1,53 (4H, m), 2,12 (2L, t, T = 7.3
Hz), 2,82 (1H, dd, T = 13,9, 10,0 Hz), 3,09 (1K, dd, T = 13,9, 4,8 Hz), 3,17 H, d, ] =
4.2 Hz), 3,47-3,89 (8H, m), 4,08-4,14 (1H, m), 4,41-4,49 (1H, m), 4,58-4,69 (2H, m),
7,00 (2H, s), 7,14-7,27 (5H, m), 8,31 (1H, t, J = 6,0 Hz), 8,39 (1H, brs), 8,55 (2H, brs),
8,93 (1H, brs).

MS (APCI) m/z: 615 (M-H) -

Quy trinh 6: N-[6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1 -yDhexanoyl]glyxylglyxyl-D- |
phenylalanyl-N-[(2-{[( 1S ,95)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3’ ,4°:6,7]indolizino[1,2-
b]quinolin-1-ylJamino}-2-oxoetoxy)metyl] glyxinamit

B4 sung trietylamin (5,42 pL, 0,388 mmol), hop chat (29 mg, 0,466 mmol) thu
dugc trong quy trinh 5 & trén, va 4-(4,6-dimetoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
metylmorpiotin clora (19 mg, 0,686 mmol) chira 16,4% nués vac dung dich N,N-.
dimetylformamit (10 mL) chira mudi axit metansulfonic cta exatecan (22 mg, 0,388
mmol) & 0°C va'khudy & nhiét 6 trong phong trong 1 gi¢. Dung mdi trong dung dich
phan tng duoc loai bd dudi ap sult giam, va sau d6 can thu duge duge tinh sach bing
séc ky cot silicagel (cloroform - 16p hitu co chia phan cta cloroform : metanol : nuéc
=7:3:1 (thé tich/thé tich/thé tich)) dé tao ra hop chét néu trong tidu d & dang chét
rin mau vang nhat (26 mg, 65%).

IH-NMR (DMSO-de) 8: 0,87 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,12-1,22 (2H, m), 1,40-1,51 (4H,
m), 1,79-1,92 (2H, m), 2,09.(2H, t, J = 7,6 Hz), 2,13-2,23 (2H, m), 2,39 (3H, s), 2,78
(1H, dd, J = 13,6, 9,4 Hz), 2,98-3,95 (1H, m), 3,13-3,23 (2H, m), 3,54-3,78 (8H, m),
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4,02 (2H, s), 4,41-4,50 (1H, m), 4,61-4,66 (2H, m), 5,21 (2, s), 5,42 (2H, ), 5,56-
5,64 (1H, m), 6,53 (1H, s), 6,99 (2H, s), 7,14-7,27 (H, m), 7,31 (1H, s}, 7,79 (1H, d, 7
= 10,9 Hz), 8,01 (1H, t, ] = 5,4 Hz), 8,07 (1H, t, J = 5,7 Hz), 8,14 (1H, d, J = 7,9 Hz),
8,31 (1H, t, T = 5,7 Hz), 8,53 (1H, d, ] = 9,1 Hz), 8,63 (1H, t, ] = 6,3 Hz).

MS (APCI) m/z: 1034 (M+H)+

Quy trinh 7: Thé lién hop khéng thé-duoc chét (44)

Béng c4ch sir dung trastuzumab dugc tao ra trong vi dy tham khao 1 va hop chét
thu dugc trong quy trinh 6 & trén, thé lién hop khéng thé-duoc chit néu trong tidu dé
thu dugc theo cling cach thirc nhu quy trinh 1 ctia vi du 7.

Néng d6 khang thé: 1,87 mg/mL, hiéu suét khang thé: 16,8 mg (84%), vA s& phén ti
duoc chét lién hop trung binh (n) véi mdi phan tir khéng thé: 6,1.

Vi cu 45. Hop chét trung gian (45)

(Cong thirc 71)
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Quy trinh 1: tert-Butyl (2-{[(1S,9S)-9-etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl-10,1 3-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’ :6,7]indolizino[1,2-

b]quinolin-1-ylJamino}-2-oxoetyl)cacbamat

BS sung N-hydroxysuxinimit (0,260 g, 2,26 mmol) va i-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua (0,433 mg, 2,25 mmol) vao dung dich
diclometan (3,00 mL) chita N-(tert-butoxycacbonyl)-glyxin (0,395 g, 2,26 mmol) va
khudy & nhiét 6 trong phong trong 1 gié. Deng dich nay duge 6 svng vao dung dich
chtta mudi axit metansulfonic cta exatecan (1,00 g, 1,88 mn:sl), trietylamin {0,515
mlL, 2,26 mﬂml), va N,N-dimetylformamit (3,00 mL) va khudy & nhiét d6 trong phong
trong 16,5 gio. Dung dich phan tmg dugc pha lo&ng bang cleroform va dugc rira bang
dung dich axit xitric 10%, va sau d6 16p hitu co dwoc lam khoé trén natrl sulfat khan.

Dung mdi dugc loai bé dudi ap suft giam, va cin thu dugs dugce tinh sach béng séc ky
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cot silicagel {cloroform - cloroform : metanol =9 : 1 (thé tich/thé tich)) dé tao ra hop

chét néu trong tidu d& & dang chét rin mau vang (1,16 g, 99%).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 0,86 (3H, t, J = 7,2 Hz), 1,30 (9H, s), 1,81-1,89
(2H, m), 2,09-2,21 (2H, m), 2,38 (3H, s), 3,15-3,17 (2H, m), 3,55-3,56 (2H, m), 5,15
(1H, d, J = 18,3 Hz), 5,23 (1H, d, J = 19,2 Hz), 5,41 (24, s), 5,55-5,56 (1H, m), 6,53
(1H, s), 6,95 (1H, t, T = 5,5 Hz), 7,28 (1H, s), 7,77 (1H, d, J = 11,0 H2), 8,39 (1H, d,J
= 8,6 Hz). '

- MS (APCI) m/z: 593 M+H)+

Quy trinh 2: N-[(lS,9S)-9-Etyl-5-flo-9-hydroxy-4-metyl—lO,13-di0xo-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4”:6,7]indolizino[ 1 ,2-b]quinolin-1-
yl]glyxinamit

Hop chét (0,513 g, 1,01 mmol) thu duoc trong quy trinh 1 & trén dugc cho phan
ing theo cling cach thuc nhu quy trinh 2 cua vi du 1 d8 tao ra hop chat néu trong tiéu
dé & dang chat rén mau vang (0,463 g, 93%).

'H-NMR (400 MHz, CD30D) 8: 0,96 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,89-1,91 (2H, m), 2,14-2,16
(1H, m), 2,30 (3H, s), 2,40-2,42 (1H, m), 3,15-3,21 (2H, m), 3,79-3,86 (2H, m), 4,63-
4,67 (1H, ), 5,00-5,05 (1H, m), 5,23 (1H, d, J = 16,0 Hz), 5,48 (1H, d, J=16,0 Hz),
5,62-5,64 (1H, m), 7,40-7,45 (2H, m).

MS (APCI) m/z: 493 (M+H)+

Vi du 46. Thé lién hop khéng thé-dugc chét (46) -

(Cong thic 72)
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Quy trinh 1: Thé 1ién hop khang thé-dwoc chét (46)

Khtr khéng thé: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 dugc didu
ché @& c6 ndng d6 khang thé bing 10 mg/mL bing céch thay thé mbi trudng bang
PBS6.0/EDTA st dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hap thu &
budc séng 280 nm, 1,48 mLmglcm™ dugc st dung). Dung dich (50 mL) dugc dt
trong binh Erlenmeyer chita polycacbonat 125 mL, dwoc nap dung dich nudc chia
dikali hydro phosphat 1M & nhiét d6 trong phong (0,750 mL) ctng véi khudy st dung
may khqu tlr, va sau d6 duoc nap dung dich nudc chita TCEP 10 mM (1,857 mL; 5,4
duong luong v6i mdi phén tir khang thé). Sau khi x4c nhén ring dung dich c6 pH= 7,0
+ 0,1, dimng “hudy, va lién két disulfua & phin ban 1é trong khing ha &0+ kh bing

cach u & 37°C trong 1 gio.

Lién hop khang thé véi thanh phin lién két duge chat: Sau khi 1am mét dung
dich dén 15°C, dung dich DMSO chtta 10 mM hop chét tzong quy trinh 8 ctia vi dy 26
(2,958 mL; 8,6 duong luong v6i mdi phén tir khang thé) dugc bb sung nho giot dén
vao d6 cung véi khudy. O 15°C, dung dich phan tng dugc khudy trong 30 phut dAu va
duoc G khong khuy dé cho thanh phén lién két dugc chét lién hop voi khang thé trong
1 gio tiép theo. Tiép theo, dung dich nuée (0,444 mL; 12,9 duong lwong v6i mbi phan
ttr khang thé) chita NAC 100 mM dugc b sung vao 6 cling véi khudy va duogc khudy
¢ nhiét do trdhg phc‘)ng d8 két thuc tinh phan Ung cta thanh phin lién két duoc chit

chua phan tng trong 20 phut nita.

Tinh sach: Bing cach bd sung dan dung dich nuéc axit axetic 20% (khoang
0,25 mL) va ABS (50 mL) vao dung dich trén cung véi khudy, pH cta dung dich dugc
Gidu chinh ¢n 5,5 + 0,1. Dung dich nay dugc dem di léc vi ¢ (Millipore Corp., bd loc
Millex-HV, 0,45 pm, mang PVDF) d& loai b chit mau hoi tring. Dung dich nay dugrc
dem di tinh sach siéu loc st dung thiét bi siéu loc c6 mang siéu loc (Merck Japan,
Pellicon XL Cassette, Biomax 50 KDa), bom bng (Ccle-Parmer International,
MasterFlex Pump model 77521-40, Pump Head model 7518-00), va bng (Cole-Parmer
International, 6ng MasterFlex L/S16). Cu thé, trong khi ABS dugc bd sung nhé giot
(téng 1a 800 mL) lam dung dich dém dé tinh sach vao dung dich phan ung, viéc tinh
sach siéu loc duoc thyc hién dé loai bo thanh phan lién két dugc chét chua lién hop va
céc chit phan g phan tir Ivgng thap khéc, cling thay dung dich d3m bang ABS, va cd

thém dung dich. Dung dich duoc tinh sach thu duge dugc dem di loc vi ¢& (0,22 pm
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(Millipere Corp., b3 loc Millex-GV, marg PVDF) va 0,10 pm (Mil:ipore Corp., bd lcc
Millex-VV, mang PVDF)) dé tao ra 42,5 mL dung dich chira thé lién hop khéng thé-
dugc chat néu trong tiéu dé.

Dic diém hoa ly: Bing céch s dung cac quy trinh chung E va F (ep2so = 5178
(gia tri do dugc), va epsro = 20217 (gia tri do duoc) duqc st dung), thu dugc céc gia tri
dic trung sau day.
Nbéng d6 khang thé: 10,4 mg/mL, hiéu suit khang thé: 442 mg (88,5%), s6 phan t
duoc chat lién hop trung binh (n) véi mbi phan tir khang thé duoc do bang quy trinh
chung E: 6,0, va s phén tir dugc chét Lién hop trung binh (n) véi mdi phén tir khdng
thé duogc do bing quy trinh chung F: 7,5. |

© Vi du 47. Thé lién hop khéng thé-duoc chat (47)

(Cong thuc 73)
o
Aoy
g( a0 NH
N [e]
\_/
o o}
N

Quy tnnh 1 Trastuzumab —-—q HiY

Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-dugc chét (47)

Khtr khing thd: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 duoc didu
ché dé c6 ndng do khang thé bing 10 mg/mL bing cach thay thé mdi truong béang
PBS6.0/EDTA st dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé sb hép thy &
bude song 280 nm, 1,48 mLmglem™! dugc sir cung). Dung dich (15 mL) duge dat
trong bng polypropylen va dugc nap dung dich nudc chira TCEP 10 mM (0,567 mL;
5,5 duong lugng véi mdi phan t khang thé) va dung d1ch nudc chira dikali hydro
phosphat 1M (0,225 mL). Sau khi x4c nhin rang dung dich ¢6 pH = 7,0 £ 0,1, lién két
disulfua & phan ban 18 trong khang thé duoc khir bang cach i & 37°C trong 2 gid.

Lién hop khang thé v6i thanh phn lién két dugc chat: Sau khi bd sung DMSO
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(0,146 mL) va dung dich DMSO catta 10 mM hop chét trong quy trinh 8 cia vi du 26
(0,928 mL; 9,0 dwong luong véi mdi padn ti khéng thé) vao dung dich trén & nhi¢t do
trong phong, hdn hop duoc 1 d& cho thanh phin lién két duoc chat lién hop voi khang
thé & 15°C trong 30 phut. Tiép theo, dung dich nuée (0,133 mL; 12,9 duong luong véi
m3i phan tir khéng thd) chira NAC 100 mM dugc bd sung vao d6 va duge khudy &
nhiét d6 trong phong dé két thic tinh phan img cta thanh phan lién két dugc chit chua
phan Ung trong 20 phut nita. '

Tinh sach: Dung dich trén dugc dem di tinh sach st dung quy trinh chung D
(ABS dugc sir dung 1am dung dich dém) dé tao ra 49 mL dung dich chita hop chét

quan tAm.

Dic diém hoéa.ly: Bing cach st dyng quy trinh chung E (ep2so = 5178 va epsn =

20217 duge sir dung), thu duge cac gia tri dac trung sau day.

Nong d6 khang hé: 2,91 mg/mL, hiéu sudt khar.g thé: 143 mg (95%), va sd phén t

duoc chit 1ién hop trung binh (n) v6i m&i phan tir khang thé: 6,2.
Vi du 48. Thé lién hop khang thé-duge chét (48)

(Céng thirc 74)

Quy trinh 1: Th# lién hop khéng thé-dugc chét (48)

Khtr khang thé: Trastuzumab éugc tao ra trong vi du them khéo 1 duoc diéu
ché 4 c6 néng db khang thé bing 10 mg/mL bing cach thay thé mdi trudng béang
PBS6.0/EDTA st dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hép thy &
buéc séng 280 nm, 1,48 mLmg'cm! duqc stt dung). Dung dich (280 mL) duoc dat
trong binh Erlenmeyer chita polycacbonat 1000 mL, durge nap dung dich nudce cnvra

dikali hydro phosphat 1M ¢ nhiét d9 trong phong (4,200 mL) cung véi khudy str dung
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may khuéy tx, va sau d6 duoc nap dung dich nuéc chira TCEF 10 mM (10,594 mL;
5,5 ducng lvong véi mdi phén tir khéng +hé). Sau khi X4c nhén ring dung dich ¢6 pH =
7,4 + 0,1, dimg khudy, va lién két disulfua & phén ban 18 trong khéng thé duoc khir
bang cach G & 37°C trong 2 gio.

Lién hop khéng thé véi thanh phan lién két dugc chéat: Sau khi 1am méat dung
dich trén dén 15°C, dung dich DMSO chia '10 mM hop chét trong quy trinh 8 cta vi
du 26 (17,335 mL; 9,0 duong lugng véi mdi phan tir khang thé) dugc b sung nho giot
din vao d6 clng véi khudy. Dung dich phan ll’rng duoc khudy & 15°C d cho thanh
‘phan lién két dugc chét lién hop véi khang thé trong 30 phut. Tiép theo, dung dich
nude (2,485 mL; 12,9 duong lugrg vei mdi phan tir kl:éng 18 chiza NAC 10 mM
duge bd sung vao d6 cung véi khudy va duoc khudy & nhiét df trong phong dé két
thic tinh phan Gng cta thanh phin lién két duge chat chua phan ¢ng trong 20 phit

nita.

 Tinh sach: Bing céch bd sung dan dung dich nudc axit axetic 20% (khoéng 1,4
mL) va ABS (280 mL) vao dung dich trén cung v6i khudy, pH cta dung dich dugc
didu chinh dn 5,5 + 0,1. Dung dich nay dugc dem di loc vi ¢& (0,45 pm, mang PVDF)
d8 loai bo chit mau hoi tring trong khi tao ra khoang 6C0 mL dich ioc. Dung dich nay
dvgc dem éi tinh sachvsiéu loc st dung thiét bi siéu loc c6 mang sifu loc ‘(M'erck
Japan, Pellicon XL_Cassette, Biomax 50 KDa), bom bng (Cole- Paﬁner International,
MasterFlex Purmp model 77521-40, Pump Head model 7518-00), va bng (Cole-Parmer
International, dng MasterFlex L/S16). Cu thé, trong khi ABS duogc bd sung nhé giot
(tong 14 4800 mL) lam dung dich dém d¢ tinh sach vio dung dich phan tng, viéc tinh
sach siéu loc duogc thyc hién.dé loai bo thanh phan liér; két duoc chat chua lién hop va
c4c chit phan tng phén tir luong thip khéc, cling thay dung dich dém bing ABS, va cd
thém dung dich. Dung dich dugc tinh sach thu dugc duogc dem di'lgc vi ¢& (hai lan
bing mang PVDF 0,22 pm va 0,10 pm) d€ tao ra 70 mL dung dich chira thé lién hop

khang thé-duce chét néu trong tiéu dé.

Dic diém héa ly: B%mg cach st dung quy trinh chung E (epp2s0 = 5178 va epsro =

20217 duge st dung), thu duge céac gia tri déc trung sau day.

Ndng d6 kkéng thé: 35,96 mg/mL, hiéu sudt khéng thé: 2517 mg (96%), va s phén tt

duoc chit li2n hep trung binh (n) véi mdi phan tit khéng thé: 6,2.
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Vi du 49. Thé lién hop khéang thé-duge chat (49)

(Cong thitc 75)

[=]
¢ X
i \&’*
° [¢]

. HN NH
Trastuzumab —
—n
Quy trinh 1 ° HN ”H &

Quy trinh 1: Thé lién hop khang thé-duoc chét (49)

_|83

Khtr khang thé: Trastuzumab dugc tao ra trong vi du tham khao 1 duoc diéu
ché dé c6 ndng @6 khang thé bang 10 mg/mL bing c4ch thay thé méi trudng bing
PBS6.0/EDTA sit dung quy trinh chung C-1 va quy trinh chung B (khi hé s6 hap thu &
bude séng 280 nm, 1,48 mLmg'em™! duoc sir dung). Dung dich (280 mL) dugc dat
trong binh Erlenmeyer 1000 mL chita polycacbonat, dugc nap dung dich nudc chira
dikali hydzo phosphat 1M & nhiét d6 trong phong (4,200 mL) cung véi khudy st dung
may khuay tlr, va sau d6 duogc nap dung dich nuéc chira TCEP 10 mM (10,594 mL;
5.5 duong luong v6i mbi phan ti khang thé). Sau khi x4c nhn ring dung dich c6 pH =
7,0 + 0,1, dung khudy, va lién két disulfua & phan ban 12 trong khang thé duoc khir
bang cach 01 & 37°C trong 2 gio.

Lién hop khéng thé véi thanh phin lién két duge chit: Sau khi 1am mat dung
dich trén dén 15°C, dung dich DMSO chira 10 mM hop chét trong quy trinh 8 ctia vi
du 26 (17,335 mL; 9,0 duong lugng v6i mdi phan tir khéng thé) duge bd sung nho giot
din vao d6 cing v6i khudy. Dung dich phan mg duoc khudy & 15°C d_é cho thanh
phén lién két dugc chit lién hop véi khéng thé treng 30 phit. Tidp theo, dung dich
nude (2,485 mL‘ 12,9 duong luong véi mdi phén tir khang thé) chira NAC 100 mM
duogc bd sung vao d6 cung véi khuay va dugc khuay & nhiét do trong phong dé két
thic tinh phan tng clia thanh phén lién két dugc chét chua phan Uing trong 20 phut

rixa.

-165-



30016

Tinh sach: Bing cach bd sung dan dung dich nuds axit axetic 20% (khoang 1,4
mL) va ABS (280 mL) vao dung dich trén clng voi kkudy, pH ctiz dung dich dugc
didu chinh dén 5,5 % 0,1. Dung dich ndy dugc dem di loc vi ¢& (0,45 pm, mang PVDF)
dé loai b chit mau hoi tring trong khi tao ra khoang 600 mL dich loc. Dung dich nay
dugc dem ¢fi tinh sach siéu loc sir dung thiét bi siéu loc c6 mang siéu loc (Merck
Japan, Pellicon XL Cassette, Ultracell 30 KDa), bom éng (Cole- Parmer Internaﬁonal,
MasterFlex Pump model 77521-40, Pump Head model 7518- 00), va bng (Cole-
Parmer International, 6ng MasterFlex L/816). Cu thé, trong khi ARS dugc bd sung
nho giot (tdng 12 4800 mL) lam dung dich dém dé tich sach vao dung dich phan tng,
viéc tinh sach siéu loc dugc thuc hién'dé loai bo thénh ph?m lién &t duoc chét chua
lién hop va céc chat phan mg phan #ir luong thip khéc, cling thay dung dich dém bang
ABS, va ¢6 thém dung dich. Dung dich dugc tinh sach thu duge dwoc dem di loc Vi ¢
(hai 14n béng mang PVDF 0,22 um va 0,10 pm) dé tao ra 130 mL dung dichk chira thé
lién hop khéng thé-duoc chit ndu trong tiéu dé. ' '

Dic didm héa ly: Bang chch sir dung quy trinh chung E (ep,280 = 5178 va 8D,370-=
20217 duge st dung), thu duge céc gia tri ddc trung sau day.
Nong d6 khéng thé: 21,00 mg/mL, hiéu sudt khang thé: 2730 mg (97,5%), va sd phan
tir duoc chét lién hop trung binh (n) v6i m3i phan tir khang thé: 6,3.
Vi du 50. Thé lién hop khang thé-dugc chit (50)
Quy trinh 1: Th? lién hop khéng thé-dugc chét (50)

Thé lién hop khéng thé-dugc chét (47), (48), va (49) dugc tao ra trong céc vi dy

47, 48, va 49 ¢uoc tron (243 mL) va dugc nap thém ABS (39,75 mL) dé tao ra 283 mL
dung dich chira thé lién hop khang thé-dugc chat néu trong tiéu dé.

Dic diém héa ly: Bing cich st dung céc quy trinh chung E va F (ep2s0 = 5178, va
€p.370 = 20217 dugc st dung), thu dugc céc gid tri dac trung sau day.

Ndng d6 khang thé: 20,0 mg/mL, hiéu suét khing thé: 5655 mg, s6 phan tir duge chét
lién hop trung binh (n) véi mdi phan tir khang thé dugc do biang quy trinh chung E:
6,3, va sb rhan t dugc chét lién hop trung binh (n) véi mdi phan tir khang thé duoc
do bang quy tfinh chung F: 7,8.

Vi du dénh gi4 1. Téc dung trc ché sy phat trién t& bao (1) ctia thé lién hop khing thé-
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duoc chét

Dong ung thu va cta ngudi KPL-4 cta céac té bao duwong tinh véi khéng nguyén
HER?2 (Dr. Junichi Kurebayashi, Kawasaki Medical School, British Journal of Cancer,
(1999) 79 (5/6). 707-717) hodc dong ung thu vu cta ngudi MCX7 cla cac té bao 4m
tinh vé&i khang nguyén (European Collection of Cell Cultures; ECACC) dugc nudi cay
trong RPMI1640 (GIBCO) chira 10% huyét thanh thai bd (MOPEGATE) (sau day
duoc goi 13 méi trudng). KPL-4 hodic MCF7 dugc didu ché dé c6 nong d6 1a 2,5 x10*
t bao/mL biing céch sir dung méi trudng, dugc bd sung & ndng 46 100 pL/giéng vao
vi dia 96 giéng d& nuoi cdy t€ bao, va duge nudi cdy qua dém.

Vao ngay tiép theo, trastuzumab hozc thé lién hop khang thé-dugc chat duoc
pha lofing thanh 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 M, 0,32 nM, va 0,064 nM bang
cach st dung moi truong dugc bd sung & ndéng @ 1 puL/ giéng vao vi dia. M6i trudng
duoc bd sung & ndng d6 10 ul/giéng vao cac giéng khong duge bb sung khang thé.
Céc t8 bao duoc nudi cdy trong 5% COz & nhiét d6 37°C trong tir 5 dén 7 ngay. Sau
khi nubi cdy, vi dia dugc 14y ra khéi ti nudi va dé yén & nhiét d6 trong phong trong 30
phut. Dung dlch nudi cdy duoc nap luong bing nhau CellTiter-Glo Lummescent Cell
Viability Assay (Promega) va dugc khudy. Sau khi vi dia dugc aé yen & nhiét 4o trong
phong trong 10 phut, mit d phéat quang cta mdi giéng droc do bang cach st dung dau

doc dia (PerkinElmer). Gi4 tri ICso dwoc tinh theo phuong trinh sau:
ICso (nM) = d6i logarit ((50 - d) x (LOGuo(b) - LOG1o(a)) / (d - ¢) + LOGio(b))
a: Nong d6 miu a
b: Nong d6 mau b
¢: Kha ning séng s6t t& bao clia miu a
d: Kha ning sbng sét t& bao cﬁa mau b
Kha ning sbng sét t& bao & mdi ndng d6 duge tinh theo phuong trinh sau:
Kha ning sbng s6t t€ bao (%) =a/b x100
a: MAt d6 phat quang trung binh ctia cac giéng mau (n = 2)
b: MAt d6 phat quang trung binh cua cac giéng khong dugc bb sung khang thé (n = 10)

Thé lién hop khang thé-dugc chat (2), (3), (5), (7). (103, (12), (13), (16), (18),
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(40), va (47) thé hién tac dung trc ché sy phat rién té bas ICs < 0,1 (aM) dbi véi chc
t4 bao KPL-4.

Thé lisn hcjp khéng thé-duge chét (4), (6), (9), (15), (17), (21), (22), (25), (36),
(37), (39), (41), va (43) thé hién tac dung tre ché sy phét trién t€ bao 0,1 < ICso < 1
(nM) dbi véi cac té bao.

Thé lisn hop khang thé-dugc chat (20), (24), va (27) thé hién téc dung e ché sy
phét trién t& bao 1 <ICso < 100 (nM) b v6i cac té bao. Khong thé lién hgp khang thé-
duoc chét ndo trong sb thé lién hop khang thé-dugc chit (19) hodc (26) thé hién tac
dung trc ché sy phat trién t& bao dbi véi cac té bao (> 100 (nM)).

Mit khéc, thé lién hop khang thé-dugc chét (5), (13), va (43) thé hién tic dung
tc ché sy phat trién t& bao 1 < ICso < 100 (nM) déi véi céc € bao MCF7, trong khi do
khong thé lién hgp khéng thé-dugc chit ndo trong sb céc thé lién hop khang thé-duge
chat (2), 3), (4), (6), (7), (9), (10), (12), (15), (16), (17), (18), (25), (26), (27), (39),
(40), (41), (42), va (44) thé hién téc dung tic ché sy phat trién t& bao d&i véi cac t& bao
nay (> 100 (nM)). o

Trastuzumab khong thé hién tic dung Gc ché sy phat trién t& bao dbi véi ca té
bao KPL-4 ciing nhu t€ bao MCF7 (> 100 (nM)).

Vi du danh gia 2. Thir nghiém khang u (1)

Chudt: Chudt nhét trui 16ng ci, 5 dén 6 tuln tubi (Charles River Laboratories
Japan, Inc.) duoc cho 1am quen v6i mdi trudng trong tir 4 dén 7 ngay ¢ diéu kién SPF
trude khi ding trong thir nghiém. Cac con chudt duge cho an thirc &n ran tiét tring
(FR-2, Furabashi Farms Co., Ltd) va ubng nudc may tiét trang (duoc chuén bi bing
cach bd sung 5 dén 15 ppm dung dich natri hypoclorit).

Phén “ich va bidu thirc tinh: trong tit ca cdc nghién ciru, truc 16n va truc nhd cta
khdi u duge do Lai 1dn mot tuin bang cich st dyng thude cio b dién tir (CD- 15CX,
Mitutoyo Corp.), va thé tich khéi v (nr®) duoc tinh. Bidu thitc tinh nhu durge thé hién
dudi day.

ThS tich Xhdi u (mm?) = 1/2 x truc 16n (mm) x (tryc nho (mm))?
T4t ca cac thé lién hop khang thé-dugc chét va khéang thé duoc pha lodng bang

nuée mudi sinh 1y (Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.) va duge su dung & thé tich
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10 mL/kg qua dudng trong tinh mach vao tinh mach duéi cta mAi con chud:.

Céc té bao KPL-4 duoc tao huyén phil trong nude mudi sinh Iy, va 1,5 x 10’ té
bio duge ciy dudi da vao bén phai co thé ctia m&i con chudt nht trui 16ng cai (Ngay
0), va cac con chudt nay dugc phdn nhom ngﬁu nhién vao Ngiy 15. Thé lién hop
khang thé-duoc chit (27) hogc khang thé khang HER?2 trastuzumab (Vi dy tham khao
1) d6i v6i nhém dbi chimg dwogc st dung trong tinh mach & liéﬁ 10 mg/kg vao tinh
mach dubi ctia mdi con chudt & Ngay 15 va 22. Nhom khong duoc diéu tri dugc dat

lam nhém &5i ching,

Céc két qua dugc thé hién trén Fig. 3. Viéc st dung trastuzumab e ché sy phat
tridn khéi u, trong khi d6 viéc sir dung thé lién hop khang thé-dugc chét (27) tao ra tac
dung trc ché khéi u 16n hon. G hinh v& ndy, truc koanh biéu dién ngy sau khi cdy khéi
u, va truc tung bidu difn thé tich khdi u. Ngoai ra, chudt nhén trastuzumab hodc thé
lién hop khang thé-dugc chét (27) khéng ¢6 cac déu hiéu déng chu ¥ nhu st can, cho
thdy ring thé lién hop khang thé-dugc cht (27) ¢ tinh an toan cao. Trong cdc vi du
danh gi4 dudi ddy vé tic dung khéng u, thir nghiém dwoc thuc hién bing quy trinh
duoe st dung trong vi du dénh gi nay, trir khi dugce gy dinh khac. |
Vi du danh gia 3. Thir nghiém khéang u (2)

Dong té bao ung thu da day cta ngudi NCI-M87 duoce mmua tt ATCC (American
Type Culture Collection) dugc tao huyén phl trong nuéc mudi sinh 1y, va 1 x 107 té
bio dugc chy dudi da vao bén phai co thé ctia mbi con chut nndt tryi 16ng cai (Ngy
0), va cac con chudt ndy dugc phdn nhdm ngAu nhién vao Ngdy 7. Thé lién hop khang
thd-duge chét (8) hoic (28), hoic trastuzumab emtansin (Vi cu tham khao 2) dugc s
dung trong tinh mach & lidu 10 mg/kg va tinh mach dudi cla mdi con chudt vao Ngay

7. Nhom khong dugce diéu tri dugc dit lam nhém dbi chimg.

Két qua duge thé hién trén Fig. 4. Thé lién hop khang thé-duoc chat (8) va (28)
duoc xac nkén 13 c6 tic dung khang u manh véi su thodi bién cta khdi u trong duong
v6i clia trastuzumab emtansin. Ngoai ra, viéc sir duag thé lién hop khang thé-dugc
chét (8) hodc (28), hodc trastuzumab emtansin dugc thdy 12 khong 1am stt can chudt.
Vi du danh gia 4. Thir nghiém khéng u (3)

Céc & bao dong ung thu v cia nguoi JIMT-1 éxge mua tr DSMZ (Deutsche
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Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) dugc tao Luyén pht: trorig
nuée mudi sinh 1y, va 3 x10° & bao duge cAy dudi da vao bén phai co thé cia mbi con
chuot nhit trui 16ng cai (Ngay 0), va cdc con chudt nay dugc phan nhom ngau nhién
vio Ngay 12. Thé lién hop khéng thé-duoc chét (8), (29), hodc (30), trastuzumab, hogc
trastuzumab emtansin duoc st dung trong tinh mach & 1iéu 10 mg/kg vao tinh mach
dubi ciia mdi con chudt vao Ngay 12 va 19. Nhém st dung nude mudi sinh 1y duoc dit
lam nhém ¢di chimg.

Két qua duoc thé hién trén Fig. 5. Viéc s dyng trastuzumab hodc trastuzumab
emtansin khong rc ché su phat tridn cua khdi u JIMT-1. Mt khéc, viéc st dung thé
lién hop kiéng thé-duoc ché: (8), (29), hodc (30) te ché sy rhdt trién cta khoi u.
Ngoai ra, viéc st dung thé lién hop khéng thé-dugc chat (8), (29), hoic (30),

trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin dugc thiy 14 khong 1am chudt sit cén.

Vi du dénh gi4 5. Tc dung e ché sw phat trién t bao (2) clia thé lién hop khang thé-

duoc chat

Dong ung thu phdi t& bao khong nhé cia ngudi Calu-3 (ATCC) duge nudi cly
trong Mbi trudng can thiét ti thiéu Eagle (GIBCO) chtia 10% huyét thanh thai bo
(MOREGATE) (sau dy goi 14 m6i truong MEM).

Dong ung thu da day cta ngudi NCI-N87 (ATCC) hodc ding ung thu da day cia
ngudi MKMN-45 (Health Science Research Resources Bank) dugc nudi céy trong mdi
truong RPMI1640 (GIBCO) chira 10% huyét thanh thai bd (sau diy goi 14 mdi trudng
RPMI).

.Dbng ung thu v cta ngudi MDA-MB-453 (ATCC) hoic¢ dong ung thu va cia
ngudi MDA-MB-468 (ATCC) dugc nubi cdy trong méi truong L-15 Leibovitz
(GIBCO) citra 10% huyét thanh thai bo (séu day goi 1a méi trzéng Leibovitz).

Trong s 5 kidu dong t& bao niy, Calu-3, NCI-N37, va MDA-MB-453 1a cdc té
bao duong tinh véi HER2, va MKN-45 va MDA-MB-468 la éc t& bao 4m tinh voi
HER2.

Calu-3, NCI-N87, hodic MKN-45 dugc didu ché d8 ¢6 rdng @b 4 x10* t€ bao/mL
béng cach st dung méi truong MEM hodc moi truong RPMI, duoc bd sung & ndng do

25 pl/giéng vao vi dia 96 giéng cho moi trudng nudi cAy t& bao d& duoc nap 65 pL

S
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méi trudng/giéng, v& nudi cdy Gua d8m trong 5% COz & 27°C. Turag ‘i, MDA-MB-
453 hosic MDA-MB-468 duoc didu ché dé c6 ndng d6 4 x10* t€ bao/mL béng cach sk
dung mdi trudng Leibovitz, duge bd sung & ndng d6 25 pL/giéng vao vi dia 96 giéng
cho mo6i treong nudi cly té bao da dugc nap 65 pL mdi trudng/giéng, va nudi cdy qua
dém & 37°C khong cin dit ndng d6 CO».

Vao ngay tiép theo, chét thir nghiém dugc pha lodng thanh 1000 nM, 200 nM, 40
nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM, va 0,064 nM bing cich st dung mdi truong RPMI hogc
mdi truong Leibovitz, hoic mdi trudng RPMI hodc mdi truong Leibovitz duge bd
sung & ndéng d6 10 nL/giéng vio vi dia. Cac té bao dugc nudi cdy trong 5% CO2 &
~ 37°C hoic & 37°C ma khong cin dit ndng 46 CO: trong 6 ngdy.

D&i v6i Calu-3, NCI-N87, 74 MDA-MB-468, thé lién hgo khang thé-duge chét
(46) dugc £ sung 1am chat thir nghiém. Vi cac t€ bao khic, th8 lién hoyp khéag thé-
duge chét (50) dugc bd sung lam chét thir nghiém. Sau khi nud; <y, vi dia dugc ldy ra
khoi ta nudi va dugc dé yén & nhiét d6 trong phong trong 30 rhit. Dung dich nudi cly
dugc nap luong bing nhau CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promegz)
va duge khudy bing may khudy dia dé dung gidi hoan toan céc té bao. Sau khi vi dia
duoc @ yén & nhiét d§ trong phong trong 10 phut, mét d§ phit quang duge do béng
céch st dung dau doc dia.

Kha niing sbng s6t té bao dugc tinh theo phuong trinh sau:

Kha ning sbng sét té bao (%) =a/bx 100
a: Mt do phat quang trung binh ctia giéng c6 chét thir nghiém
b: M4t d6 phat quang trung binh cta giéng c6 moi trudong
Gié tri iCso dugc tinh theo phuong trinh sau:
ICso (nM) = dbi logarit((50 - d) x (LOGuo(b) - LOGio0(2)) / (d - ¢) + LOGie(b))
a: Nong d6 a ciia chét thir nghiém
b: Ndng d6 b ctia chit thir nghiém
c: Kha niing sbng s6t t& bio dugc bd sung cht thir nghiém c6 réng d6 a
d: Kha ning séng sét t& bao duogc bd sung chét thir nghiém c6 ndng do b

Nong ddavab thiét 18p quan hé a > b vugt 50% kha ning sbng sot té bao.
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Thé lifn hop khéng thé-duoc chét (46) thé hién ta~ dung tc ch? sy phat trién té
bac ICso < 1 (tM} dbi véi cac té bao Calu-3 va NCI-N87 duong tinh véi HER2. Mat
khic, thé lién hop khéng thé-dugc chat (46) khong thé hién tdc dung trc ché sur phit
tridn t& bao dbi véi cac t& bao MDA-MB-468 (> 100 (nM)) &m tinh v6i HER2.

Tké 1in hop khéng thé-duoc chét (50) thé hién téc dung e ché su phat trién &
bao ICso < 1 (nM) dbi véi cac t& bao MDA-MB-453 duong tinh véi HER2. Mt khéc,
thd lién hop khang thd-dugc chét (50) khong thé hién tic dung tc ché sy phat trién té
bao dbi véi cac té bao MKN-45 (> 100 (nM)) am tinh v6i HER2.

Vi du d4nh gid 6. Thir nghiém khéng u (4)

Céc t& bao dong ung thu tuyén tuy ctia ngudi Capan-1 (ATCC) bidu hién yéu
IIER2 duoc tao huyén phi trong nuéc mudi sinh 1y, va 4 x 107 t€ bao duoc cdy dudi
da vao bén phai co thé ctia mdi con chudt nhét trui 16ng c4i dé tao ra khdi u rén Capan-
1. Sau d6, khéi u rén nay duge duy tri & mot vai hani trinh bing cach sdy vao chudt
trui 16ng céi va duge s dung trong thir nghiém nay. Phan khéi u cta khéi u rén dugc
cAy duéi da vao bén phai co thé ctia m&i con chudt nhét trui 16ng c4i (Ngdy 0), va cic

con chudt nay duoc phan nhém ngiu nhién vao Ngay 20.

Thé 1ién hop khang thé-duge chit (31), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin
duoc st dung trong tinh mach & lidu 10 mg/kg vao tinh mach dudi cla mdi con chudt

vao Ngay 20. Nhom str dung nude muéi sinh Iy duoc dit 1am nhém d6i chimg.

Két qua duge thé hién trén Fig. 6. Viéc sit dung trastuzumab hodc trastuzumab
emtansin khong rc ché su phat trién ctia khdi u Capan-1. Nguoc lai, viée str dung thé
lién hop khang thé-duoc chét (31) te ché sy phit trién ctia khdi u, ching t6 ring thé
lién hop khéng thé-duge chét (31) ¢6 hiéu qua ngay ca v6i khdi u biéu-hién HER2 &
mirc thip. Thé lién hop khang thé-dugc chét (31) khong trc ché sw phat trién cla khéi
u dong ung thu da day GCIY khong biéu hién HER2.

DP&i véi sy biéu hién HER2 & Kkhéi u, trén co s cac két gua do cua phuong phap
nhuém héz md mién dich duge md ta trong 4n ban thir ba coa sach huéng din thi
nghiém HER2 (duogc phat trién boi Japanese Pathology Boerd fer Optimal Use of
Trastuzumab, The Japanese Society of Pathology), vié¢ phén loai dugc thuc hién sao
cho didm bing 3+: biu hién & mirc cao, 2+: biéu hién & mdc trung binh, va 1+: biéu

hién & muc thip. Ngay ca khi diém bang 0 trong phuong phap do nay, khéi u duoc

-172-



30016

théy 13 ducrz tinh véi HER2 bang phuong phap do khéc nhu phueng phép de st dung
may do té bao theo dong dugc phan loai & dang biéu hién thz“ip khéi u. -
Vi du dénh gid 7. Thir nghiém khang u (5)

Céc t& bao dong ung thu da day cta ngudi NCI-N87 dugc mua tir ATCC duge
tao huyén phil nuéc mudi sinh 1y, va 1 x 107 té bao duogc cdy dudi da vao bén phai co
thé ctia mdi con chudt nhit trui 16ng cai (Ngay 0), va cdc con chudt ndy dugc phén
nhém ngiu nhién vao Ngay 6. Thé lién hop khéng thé-duge cht (50) duoc sir dung
trong tinh mach & mdi liéu 0,3, 1, 3, hodc 10 mg/kg vao tinh mach dudi cta mdi con
chudt vao Ngay 6. Nhém st dung dung dich dém axetat duroc dit lam nhom d6i ching.

Két qua duge thé hién trén Fig. 7. Thé lién hop khéng thé-dugc chat (50) thé hién
tac dung khang u phu thudc lidu. Ngoai ra, viéc s dung thé 1ién hop khang thé-dugc
chét (50) duoc thay 12 khong 1am chudt stt can.

Vi du dénh gi4 8. Thir nghiém khang u (6)
Thir nghi¢m nay dugc tién hanh nhd phuong phap sau day.

Chudt: chu6t nhét trui 16ng céi 6 dén 12 tudn tudi (Charies River Laboratories
Japan, Inc.) duge dem di lam thir nghiém.

Phén tich va biéu thirc tinh: truc 16n va truc nhé cta khdi u duoe do hai 1an mat
tuln bing cach st dung thudc cdp sb dién tir, va thé tich khdi u (mm?) duoc tinh. Biéu
thire tinh duoc thé hién dudi day.

Thé tich khéi u (mm®) = 0,52 x Truc I6n (mm) x [Truc nhé (mm)]*

Thé 1ién hop khang thé-duogc chit, trastuzumab, va trastuzumab emtansin duge
pha loing bing dung dich dém axetat va dugc sir dung & thé tich 10 mL/kg qua dudng
trong tinh mach vio tinh mach dudi cia mdi con chudt.

Khbi u (ST225; South Texas Accelerated Research Therapeutics (START)) dugc
cit ra tir b4nh rhin ung thu va va dugce duy tri mdt vai hanh trinh bang cach cly vao
chudt trui 16ng céi duoc st dung trong thir nghiém nay. Khéi u nay biéu hién HER2 &
mttc trung binh (nhén diém 2+ trong phuong phap nhudm mau héa mé mién dich).

Phén khéi u ciia khéi u rén duoc cdy du6i da vao mdt bén co thé clia mdi con

chudt nhit trui 16ng cdi, va cac chuft ndy dugc phin rhém ngau nhién khi thé tich
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khéi u dat 100 Gén 300 mm?. Ngay phan nhom dugc xé< dinh 12 Ngav 0. Thé Lién hop
khang thé-duoc chét (50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtensin dugc st dung
trong tinh mach & lidu 10 mg/kg cho tinh mach dudi ctia mdi con chudt vao Ngay 0.

Nhém str dung dung dich dém axetat dugc dit 1am nhom dbi chimg.

Két qua duogc thé hién trén Fig. 8. Viéc sit dung trastuzumab khong trc ché su
phat trién ctia khéi u ung thu v ST225 bidu hién HER2 & mirc trung binh. Nguogc lai,
viéc sir dung trastuzumab emtansin hodc thé lién hop khang thé-duoc chat (50) tc ché
d4ng ké su phat trién cta khéi u nay.

Vi du d4nh gia 9. Thir nghiém khang u (7)

Khdi -z (STC10; START) duge cét ra tir bénh nhin ung ‘b vi va duge cuy trl &
mot vai hanh trinh bﬁng cach céy vao chudt nhit trui 16ng cai éuge st dung trong thir
nghiém nay. Khéi v nay biéu hién HER2 & muc thdp (nhin diém 1+ trong phuong
phap nhudém mau héa md mién dich). : : . .

Phin khdi u ctie khdi u rén duogc céy duéi da vao bén canh co thé ctia mdi con
chudt nhit tryi 16ng cai, va céc con chudt ndy duge phan nhém ngiu nhién khi thé tich
kh&i u dat 100 dén 300 mm?. Ngay phan nhém duge x4c dinh 13 Ngay 0. Thé lién hop
khang thd-duogc chit (50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin dugc st dung
trong tinh mach & liéu 10 mg/kg cho tinh mach dudi cua mdi cor chudt vao Ngay 0.
Nhém sir dung dung dich dém axetat dugc dit lam nhom dbi ching.

Két ard dugce thé hién trén Fig. 9. Viéc st dung trastuzumab hodc trastuzumab
emtansin héng tc ché sy phat trién cta khéi u ung thu vi ST910 biéu hién HER2 &
muve 1.h§p. Ngwoe lai, viée sit dung thé lién hop khing thé-dugc chit (50) trc ché déng
ké sw phét trién cia khéi u, chimg t6 ring thé lién hop khang thé-dugc chat (50) cb
hiéu qua dé: véi khdi u ung thu vii biéu hién HER2 & muc thip. Vi du dénh gia 9 ny
dvoc tién hanh bing cing quy trinh nhu vi du dianh gié 8.

Vi du danh gia 10. Thir nghiém khang u (8)

Thir nghiém nay duoc tiAn hanh bang quy trinh sau ddy. Cac vi du danh gia tir 11
dén 13 ciing duogc tién hanh bang quy trinh nay.

Chuét: chudt nhét trui 16ng céi 5 dén 8 tuén tudi (Harlar: Laboratories Ltd.) dugc

dem di lam thtr nghiém.
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Phar t’ch va biéu thic tinh: truc 16n va truc nho cta khoéi v ¢uge do hai 12n mot
tudn bang céch st dung thudc cdp so dién tir, va the tich khoi u (mm?) duoc tinh. Biéu

thirc tinh nhu dugc thé hién dudi day.
Thé tich khAi u (mm?) = 0,52 x Truc 16n (mm) x [Truc nho (mm)}*

Thé lién hop khéng thé-dugc chit, trastuzumab, va trastuzumab emtansin duge
pha loéing bang dung dich dém axetat va dugc st dung & thé tich 10 mL/kg qua dudng

trong tinh mach cho tinh mach du6i cia moi con chudt.

Khéi u (CTG-0401; Champions Oncology Inc.) duge cit ra tir bénh nhén uag thu
dai truc trang va duoc duy tri & mdt vai hanh trinh béng cach céy vao chuAt nhit trui
16ng céi duge st dung trong thir nghiém nay. Khéi u ray biéu hién HER2 % mic thip
hoic trung binh (nhén diém 1+ hoidc 2+ trong phuong phép nhudm mauv héa md mién

dich).

Phan xhéi u cta khéi u rin duge cdy dudi da vao bén tréi co thé stia chudt nhit
trui 16ng cai, va cac con chudt nay dugce phin nhém ngZu nhién khi thé tich khéi u dat
100 dn 300 mm3. Ngay phan nhém duoc x4c dinh 1a Ngay 0. Thé lién hop khang thé-
duge chit (50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin dugc s dung trong tinh
mach & 1iéu 10 mg/kg cho tinh mach dubi cia mdi con chudt vao Ngdy C. Nhém st

dung dung dich dém axetat dugc dit lam nhém dbi chimg.

- Két qua duoc thé hién trén Fig. 10. Viéc st dung trastuzumab hodc trastuzumab
emtansin khong @c ché sy phét trién cua khéi u ung thu dai truc trang CTG-0401 bidu
hién HER2 & muc thip hodc trung binh. Ngugc lai, viéc stt dung th? lién hop khang
th8-duge chét (59) (rc ché dang ké sy phat trién ctia khoi u nay.

Vi du danh gia 11. Thir nghiém khéng v (9)

Khdi u (CTG-0860; Champions Oncology Inc.) duec cét ra +ir bénh nhén ung thu
phéi & bao khong nhé va duoc duy tri & mdt vai hanh trinh bing céch cly vao chudt
nhét trui 1éng céi dugc st dung trong thir nghiém: nay. Khéi u ndy biéu hién HER2 &
muzc trung binh (nhén diém 2+ trong phuong phap nhuém mau héa mo mién dich).

Phdn khéi u ctia khéi u rén dugc cdy dudi da vao bén trdi co thé cia mdi con
chuét nhit i 16ng c4i, va cic con chuft ray dugc phan thém ngau rhisn khi thé tich

Khdi u dat 100 dén 300 mm>. Ngay phan nhom dugc xdc dinh 1a Ngay 0. Thé lién hop
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khang thé-duoc shat (50), trastuzumahd, hodc trastvzumab emtznsin dugc sit dyng
trong tinh mach & liéu 10 mg/kg vao tinh mach dubi ctia mdi con chudt vao Ngay 0.

Nhém str dung dung dich dém axetat dugc dit 1am nhom dbi ching.

Két qua dugce thé hién trén Fig. 11. Viéc st dung trastuzumab hodc trastuzumab’
emtansin kbong (rc ché s phat trién ctia khdi u ung thu phdi té bao khong nhé CTG-
0860 bidu hién HER2 & mitc trung binh. Nguoc lai, viéc sir dung thé lién hop khang
thé-duoc chit (50) trc ché dang k& sw phét trién ctia khéi u nay.

Vi du danh gia 12. Thir nghiém khéng u (10)

Khdi u (CTG-0927; Champions Oncology Irc.) dugc cit ra tir bénh nhan ung thu
bng mat va duge duy tri & mot vai hanh trinh bing cach cly vao chudt trui 16ng cai
- duwoc str dyng trong thir nghiém nay. Khéi u nay biéu hién HER2 & muc cao (nhén

diém 3+ trc:g phwong phap nkudra mau héa md miér dich).

Phan khéi u cua khdi u rin duoc cdy dudi da vao bén tréi co thé ca mdi con
chudt nhét trui 16ng c4i, va cdc con chudt nay dugc phdn nhém nghu nhién khi thé tich
khéi u dat 100 dén 300 mm3. Ngay phan nhom dugc x4c dinh 1a Ngay 0. Thé lién hop
khéng thé-duoc chit (50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtansin dugc st dung
trong tinh mach & 1iu 10 mg/kg vao tinh mach dudi cta mdi con chudt vao Ngay 0.

Nhoém str dung dung dich dém axetat duoc dit lam nhém ddi chung.

Két qua dugc thé hién trén Fig. 12. Viéc st dung trastuzumab khoéng i ché su
phét trién ctia khdi u ung thu 5ng mat CTG-0927 biéu hién HER2 & muc cao. Nguoc
lai, viéc str dung trastuzumab emtansin (rc ché sy phat trién ctia khéi u nay. Hon nita,
viée st dung thé lién hop khéng th8-duoc chit (50) cling gy ra sy thodi bién cua khéi
u nay.

Vi du danh gid 13. Thtr nghiém khang u (11)

Khéi v (CTG-0137; Champions Gncology Inc.) duoc cét ra tir bénh nhan ung thu
thye quan va duge duy tri & mot vai hanh trinh bing cach cAy vao chudt tryi 1ong céi
duoc st dung trong thir nghiém nay. Khéi u nay biéu hién HER2 & mirc cao (nhin

diém 3+ trong phwong phap nhudém mau héa mé6 mién dich).

Phan khéi u ctia khéi u rén dugce cdy dudi da vao bén trai co theé clia moi con

chudt nhit trui 16ng cai, va cdc con chudt ndy dugc phéa nhém ngau nhién khi thé tich
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khé: v Zat 120 ¢n 500 mm?. Ngay phan rhom duge ¥a> dinn 12 Igdy 0. The lién hiep
khéng thé-Cwoc chit (50), trastuzumab, hodc trastuzumeb emtansin dugc st dung
trong tinh mach & liéu 10 mg/kg vao tinh mach dudi ctia moi con chudt, vao Ngay 0.

Nhoém str dung dung dich dém axetat duoc dét lam nhom dbi ching.

Két qua dugc thé hién trén Fig. 13. Viéc st dung trastuzumab khong trc ché su
phat tridn cda khéi u ung thw thue quan CTG-0137 biéu hién HER2 ¢ mirc cao. Nguge
lai, viéc str dung trastuzumab emtansin hodc thé lién hop khéng thé-duoc chat (50) tc

ché dang k& su phat trién clia khéi u nay.
Vi du dénh gid 14. Thir nghim khang u (12)

Cac té bao dong ung thu budng trimg cta ngudi SK-OV-3 biéu hién HER2 &
nnic cao dugec mua tr ATCC duge tao huyén phu nudc mudi sinh 1y, va 4 x107 té bao
duoc cly dudi dz vao bén phai co thé ctia m3i cor. chudt nhit trui 16ng cai dé thu duge
khéi u rén SK-OV-3. Sau d6, khdi u rén nay duoc duy tri & mot vai hanh trinh bang
céch cly ghép vao chudt nhit trui 16ng cai va duge sir dung trong thir nghiém nay.

Phin khéi u cia khéi u rin duoc cdy dudi da vio bén phai co thé clia mdi con
chudt nhét trui 16ng céi, va cac con chudt nay dugc phan nhém ngiu nhién khi thé tich
khéi u dat 100 dén 300 mm?®. Ngay phan nhém dugc xéc dinh 13 Ngay 0. Thé lién hop
khang thé-dugc chit (50), trastuzumab, hodc trastuzumab emtensin dugc st dung
trong tinh mach & lidu 10 mg/kg vao tinh mach dubi ca mdi con chudt vao Ngay 0.
Nhém sir deng nuée mubi sinh ly dwge dit lam nhém déi chimg.

Két qua duoc thé hién trén Fig. 14. Viéc st dung trastuzumab khong trc ché sy
phat trién cua khdi u SK-OV-3. Nguoec lai, viée st dung irastuzumab emtansin hodc

thé lién hop khang thd-dugc chét (50) tre ché dang ké sy phat trién ciia khdi u nay.
Danh muc trinh tu

. SEGQ ™ NO: 1 - Trich tu axit amin cia chudi nag cia khing thé don dong

khang HER?2 duoc 1am cho tuong thich véi ngudi

SEQ D NO: 2 - Trinh ty axit amin cta chudi nke ctia khang thé don dong khéng

HER2 duoc 1am cho tuong thich véi ngudi
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YEU CAUBAO HO
1. Thé lién hop khéng thé-dugc chét trong d6 hop chét khang khéi u duoc thé hién
bang cong thirc sau:

(Cong thirc 1)

dugc lién hop véi khang thé khang HER théﬁg qua thanh phin lién két <6 cAu tric

duoc thé hién bing cong thic sau: »
L!-L2-LP-NH-(CH2)n!-L*(CH2)n*-C{(=0)-

thong qua lién két thioete duoc tao thanh tai nhém lién két disuifua c6 mit & phfin ban

12 cta khang thé khang HER,
trong ¢a:
khang thé khang HER duogc gén véi ddu cia L1,

hop chét khing khéi u duogc gin v6i nhém cacbonyl cia nhom -(CH2)n*-C(=0)- véi

nguyén tlt nito ctia nhém amin & vi tri 1 1am vi tri gin,

trong do:

n! 1a s6 nguyén tir 0 dén 6,

n2 12 s6 nguyén tir 0 dén 5,

L! 13 - suxinimit-3-y1-N)-(CH2)n*-C(=0)-,
trong 6 n" 12 s nguyén tir 2 dén 8,

1213 -NH-(CHz ~H-O)n*-CH,CH,-C(=0)- hoiic lién két don,
trong ¢, n*1a 56 nguyén tir 1 d&n 6,

LP 12 gdc tet apeptit -GGFG-,
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1213 -O- hcic lién ket don, va

-(suxinimit-3-yl-N)- ¢ cAu trac duge thé hién bang cong thirc sau:

ﬁf{N_

O

(Cong thtc 2)

dwoc gin voi khang thé khang HER & vi tri 3 clia n6 va dugc gin v6i chom metylen

trong thanh phan lién két cAu tric chira cdu tric nay trén nguyén ti nite-& vi trf 1.

2. Thé lién hop khang thé-duoc chat theo diém 1, trong d6 nhém cAu trac duge chit-
thanh phin lién két c6 dugc chét duge gén véi -L'-L2-LP-NH-(CH2)n'-L*(CH2)n’-
C(=0)- 12t céu triic duge chit-thanh phén lién két duge chon tiz nhém gom:
~(suxinimit-3-y1-N)-CH2CH-C(=0)-GGFG-NH- CH2CH,-C(=0)-(NH-DX)
~(suxinimit-3-y1-N)-CH>CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH:-C(=0)-(NH-DX)
~(suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-
DX)

~(suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH,CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-
(NH-DX)
—(suxinimit-3-yl—N)-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG—NH—CHzCHzCHzCHzCHz-
C(=0)-(NH-DX)

-(suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,- O-CH2-C(=0)-
(NH-DX)
-(suxinimit—3-yl-N)-CHzCHzCHzCHzCHz-C(=O)-GGFG-’\IH—CHzCHz-O-CHz-C(=O)-
(NH-DX)

(suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHz-O-C(=0)-(NH-
DX)

(suxinimit-3-yl-N)-CH2CHz-C(=0)-NH-CH2CH,-0-CH2CHz-0-CH2CH2-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CHz-C(=0)-(NH-DX)

-(suxinimit-3 -yl-N)—CHzCHz-C(=O)—NH—CH2CHz—O-CHzCHz-O-CHzCHz—C(=O)-
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GGFG-NH-CF2CH,CHz-C(=0)-(NH-DX)

(suxinimit-3-y1-N)-CH;CH,-C(=0)-NH-CH,CH,-O-CHzCH;-0-CH2CHz-O-CH:CHo-
0-CH>CHz-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;-C(=0)-(NH-DX)

(suxinimit-3-y1-N)-CH;CH,-C(=0)-NH-CHzCH,-O-CH,CHz-0-CH2CH,-O-CHaCH-
0-CHCH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH2CH-C(=0)-(NH-DX)

trong d6 ~(suxinimit-3-yl-N)- ¢6 cAu triic duoc thé hién bang cong thirc sau:
(Cong thirc 3)
o)
N—
o)

duoc gén v5i khang thé khang HER & vi tri 3 clia nd va dugc gan v&i phom metylan
treng cAu trc thanh phan lién két chira cau triic nay trén nguyén i nito ¢ vi tri 1,
-(NH-DX) 1a nhém duoc thé hién bang cdng thirc sau:

(Cong thuc 4)

trong d6 nguyén tl nito cia nhém amino & vi tri 1 1a vi tri gin, v

-GGFC- 12 gbc tetrapeptit -Gly-Gly-Phe-Gly-.

3. Thé lién hop khang thé-dugc chét theo didm 2, trong d6 nhom ciu tric duge chét-
thanh phin lién két 1a mét cu tric duge chit-thanh phan lién két duoc chon tlr nhém
gdm:
-(quinimit-3-yl-N)-CHzCHzCH2CHzCH2-C(=O)—GGFG-NH-CHz-O-CHz-C(=O)--
(NH-DX)

-(suxinimit-3-yl-N)-CH2CH2Ck 1,CH,CH:-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,-0-CH2-C(=0)-
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(NH-DX)

—(suxinimit-3-yl-N)-CHCHz-C(=0)-NH-CH2CH-O-CH,CHz-O-CH2CHa-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH,CH,-C(=0)-(NH-DX).

4. Thé lién hop khéng thé-dugc chét theo didm 3, trong d6 nhém cAu triic duge chét-
thanh phan lién két 1a:

-(suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH2CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-
(NH-DX).

5. Thé lién hop khéng th8-dugc chit theo diém 3, trong d6 nhom cAu tric duge chét-
thanh phan lién két 1a:

-(suxinimit-3-y1-N)-CH2CH2CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2-O-CE2-C(=0)-
(NH-DX).

6. Thé lién nop khang thé-duge chét theo diém 3, trong d6 nhém cAu trac duge chit-
thanh phan 1én két 1a:
-(suxinimit-3-y1-N)-CH2CH-C(=0)-NH-CH2CH,-0-CH>CH»-0-CH2CH>-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH>CH»-C(=0)-(NH-DX).

7. Thé lién hop khang thd-duoc chit theo didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6,
trong d6 khéng thé khang HER bao gdm chudi niing chira trinh ty axit amin chta cdc
gbc axit amin 1 dén 449 duogc néu trong SEQ ID NO: 1 va chudi nhe chira trinh ty axit
amin chtra cac gbc axit amin 1 dén 214 duoc néu trong SEQ ID NO: 2.

8. Thé lién hop khang thé-dugc chat theo didm bit ky trong s6 cac didm tir 1 dén 6,
trong d6 khang thé khang HER bao gdm chudi ning chita trinh ty axit amin néu trong
SEQID NO: 1 va chudi nhe chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

0. Thé lién hop khang thé-dwoc chét theo diém bt ky trong sb cac didm tir 1 dén 8,
trong d6 sd Luzng don vi trung binh cta mot cAu triic duge chit-thanh phin lién két 44
chen duoc lién hop v&i mbi khéng thé ndm trong khoang tir 2 dén 8.

10. Thé lién hop khang thé-dugc chit theo diém bAt ky trong s6 cac Giém tir 1 dén 8,
trong d6 sb luong don vi trung binh ctia mot chu triic dugc chat-thanh phén lién két &3
chon dugc lién hop véi mbi khang thé nim trong khoang tir 3 dén 8.

11. Thubc chita thé lién hgp khéng thé-dugce chit theo diém bt ky trong s6 céc diém
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tir 1 &n 10, mubi cta nd, hodc hydrat ctia né.

12. Thudc khang khéi u vi/hodc thuc ckéng ung thu chira thé lién hop khéng thé-
duoc chit theo didm bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, mudi ctia nd, hosic hydrat
cua no.

13. Dugc phém chira thé lién hop khang th8-duoc chét theo diém bt ky trong sb cac
didm tir 1 dén 10, mudi ciia né, hodc hydrat cia n6 1am thanh phan hoat tinh, va thanh

phén tao ché pham dugc dung.
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<220>
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<400> 1

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe.Asn Ile Lys Asp Thr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 , 40 45

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110 '
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Gly Thr
115

Phe Pro
130

Leu Gly
145

Trp Asn

Leu Gln

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

180

Ser Ser
195

Pro Ser
210

Lys Thr
225

Pro Ser

Ser Arg

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

260

Asp Pro
275

Asn Ala
290

Val Val
305

Glu Tyr

Lys Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

340

Thr Leu
355

Thr Cys
370

Pro

Leu

Val Thr Val
120

Ala Pro Ser
135

Leu Val Lys
150

Gly Ala Leu
170

Ser Gly Leu
185

Leu Gly Thr
200

Thr Lys Val
215

Thr Cys Pro
230

Phe Leu Phe
250

Pro Glu Val
265

Val Lys Phe
280

Thr Lys Pro
295

Val Leu Thr
310

Cys Lys Val
330

Ser Lys Ala
345

Pro Ser Arg
360

val Lys Gly
375

Ser Ser
125

Ser Lys
140

Asp Tyr
155

Thr Ser
Tyr Ser
1

Gln Thr
205

Asp Lys
220

Pro Cys
235

Pro Pro
Thr Cys
2

Asn Trp
285

Arg Glu
300

Val Leu
315

Ser Asn
Lys Gly
3

Glu Glu
365

Phe Tyr
380

30016

Ala

Ser

Phe

Gly
175

Leu
90

Tyr

Lys

Pro

Lys
255

Val
70

Tyr

Glu

His

Lys

335

Gln
50

Met

Pro

Ser
Thr
Pro
160
Val
Ser
Ile
Val
Ala
240
Pro
Val
Val
Gln
Gln
320
Ala
Pro

Thr

Ser
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Thr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
Gly
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

Lys

Leu

Thr

Val

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

Val

Ser

Ala

Val

Ala

Val

His

Cys

Gly

Met

His

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

Val

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp



Glu
385

Ser Asn

Leu Asp Ser

405
Lys Ser Arg
420
Glu Ala Leu
435

Gly Lys
450

<210> 2
<211> 214
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> trinh

<400> 2

Asp Ile Gln
1 5

Asp Arg Val
20

Val Ala Trp
35

Tyr Ser Ala
50

Ser Arg Ser
65

Glu Asp Phe
85

Thr Phe Gly
100

Pro Ser Val
115

70

Gly Gln Pro
390

Asp Gly Ser
410

Trp Gln Gln
425

His Asn His
440

tuy nhédn tao

ty axit

Gln
10

Met Thr

Thr Ile Thr

25
Tyr Gln Gln
40
Phe

Ser Leu

55
Thr

Gly Asp

Ala Thr Tyr

90
Gln Gly Thr
105

Ile Phe
120

Phe

75

30016

Glu
395

Asn Asn

Phe Phe Leu

415

Asn Val
430

Gly

Thr Gln
445

Tyr

Ser Pro Ser
15

Cys Arg Ala
30

Lys Pro Gly
45
Tyr Ser Gly
60
Phe Thr Leu
80

Cys Gln
95

Tyr

Val Glu
110

Lys

Pro Ser
125

Pro

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn

130

135

140

Tyr
400
Tyr

Phe

Lys

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

-185-

Lys

Ser

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

His

Lys

Glu

Phe

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

Thr

Leu

Ser

Ser

Ala

Val

Lys

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

Pro

Pro

Thr

Val

Leu

amin ctia chudi nhe cua Trastuzumab

Ser

Asn

Leu

Phe

Leu

Val

Lys

Arg

Pro

Val

Ser

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

Val

Asp

His

Pro

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

Pro

Ala

Gly

Ala



Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Val Gln
Ser Val
165

Thr Leu
180

Cys Glu
195

Asn Arg

210

Tr

150

Thr

Thr

Val

Gly

Lys Val
Glu Gln
170

Leu Ser
185

Thr His
200

Glu Cys

Asp
155
Asp

Lys

Gln

Asn

Ser

Ala
1
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Ala Leu
160

Lys Asp
175

Asp Tyr
90

Gly Leu Ser

205
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Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr

Ser

Leu

Val

Lys

Gln

Ser

Tyr

Ser
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FIG.1

SEQ ID NO: 1 - Trinh ty axit amin ctia chudi ning cua khang thé don dong khang

HER2 dugc lam twong thich véi nguoi
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSV
~KGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYZ‘\D’IDYWGQGTLVTVS SASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVP
8SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHANAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK
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FIG.2

SEQ ID NO: 2 -Trinh ty axit amin cia chudi nhe ctia khang thé don dong khang
HER2 duoc 1am twong thich véi ngudi

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSG
SRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEXKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY

ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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FIG.5
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FIG.6
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FIG.9
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FIG.10
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FIG.11
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG.14
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