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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén khang thé gin két v6i protein FLT3, manh gin két khéng
nguyén ciia no, va thé tiép hop khang thé duge chit (antibody drug conjugate - ADC)
chira khang thé nay.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Uc tinh rang 1.660.290 ngudi (854.790 nam gi6i va 805.500 nit gi¢i) dugc chin
doan méc va 580.350 nam gidi va nit gidi di t&r vong vi bénh ung thu trén thé gidi vao
nam 2013. Tir nim 2006 dén 2010, d6 tudi trung binh dugce chin doan bénh ung thu trén
thé gii 14 66 tudi. Ty 1¢ méc theo d6 tudi 1a 463,0/100.000 nam gi6i va nit gi¢i/ndm. T
1¢ nay duoc dua trén cac ca di dugc chin doan vao nim 2006 dén 2010 tir 18 khu vuc dia
Iy SEER (N.B. SEER = Surveillance, Epidemiology, va End Results Program (Chuong
trinh gidm sat vé dich t& hoc va két qua thu dwoc tir d6), NCI). Tir ndm 2006 dén 2010,
dd tudi trung binh tir vong vi bénh ung thu trén thé gisi 1a 72 tudi. Ty 16 tir vong theo dd
tudi 1a 176,4/100.000 nam gi6i va nit gidi/nam. Ty 1¢ nay duoc dua trén cac dbi twong bi
bénh di tir vong vao cac nam tlr 2006 dén 2010 & M§. Kha ning séng tuong tbi trong 5
nim vao cac nam tir 2003 dén 2009 tir 18 khu vuc dia ly SEER 1a 65,8%.

Bénh bach ciu 13 bénh ung thu ma khéi phat & moé tao mau nhu tiy xwong va tao
ra su bat thuong & nhidu t& bio méu cin san sinh va di vao dong méu. Cac bénh bach ciu
thuong gip bao gdm bénh bach ciu nguyén bao lympho cip tinh (Acute Lymphoblastic -
ALL), bénh tily bao cép tinh (Acute Myeloid - AML), bénh lympho bao man tinh
(Chronic Lymphocytic - CLL), bénh tily bao méan tinh (Chronic Myelogenous - CML), va
bénh bach cau té bao 16ng (Hairy Cell - CLL).

Pbi véi nhom cac bénh bach ciu ndy, ude tinh ring 48.610 ngudi (27.880 nam
giéi va 20.730 nit giéi) sé dugc chin doan méc bénh va 23.720 nam gi6i va nir gidi tr
vong vi bénh bach ciu vao nim 2013. Tir nam 2006 dén 2010, do tudi trung binh dugc
chin doan mic bénh bach cau 14 66 tudi. Ty 1é méc theo do tudi 13 12,8/100.000 nam gidi
va nit giéi/ndm. Ty 1& nay duoc dyua trén cac ca d3 duge chin doan vao nam 2006 dén

2010 tir 18 khu vyc dia Iy SEER. Tir nim 2006 dén 2010, do tudi trung binh tir vong vi
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bénh bach ciu 13 75 tudi. Ty 18 tir vong theo do tudi 1a 7,1/100.000 nam gidi va nir
gidi/nam. Ty 1€ nay dugc dua trén cac ddi tuong bi bénh da tr vong vao nam 2006-2010
& Hoa Ky. Kha nang séng tuong t6i trong 5 nam vao cac nam tir 2003 dén 2009 tir 18 khu
vuc dia ly SEER 1a 56,0%.

CLL 14 loai bénh bach cau thuong gip thtt hai & ngudi 16n va né thudng tién trién
cham. N6 thuong xuét hién trong hodc sau do tudi trung nién va hiém khi xuét hién & tré
em. Cac dbi tuong bi bénh bi CLL giai doan sém khong dugc didu tri bang hoéa diéu tri
bénh cho téi khi & ho xuét hién triéu ching hodc bénh tién trién nhanh chéng. Viéc bét
du hoa didu tri bénh sém CLL khong mang 141 loi ich va tham chi c6 thé 1am gia ting ty
1¢ tir vong. Khi phuong phép héa diéu tri bénh dugc bat diu, chit twong tu nucleosit I
fludarabine 14 duoc chat ddu bang duoc sir dung phd bién nhat trong viéc diéu tri bénh
CLL. D3 thiy riang ché do diéu tri két hop cai thién ty 16 dap tng & mot sb thir nghiém
1am sang va bao gém cac thudc: Fludarabine, xyclophosphamit, va rituximab (FCR);
Pentostatin, xyclophosphamit, va rituximab (PCR); Fludarabine, xyclophosphamit, va
mitoxantrone (FCM); Xyclophosphamit, vincristine, va prednisone (CVP);
Xyclophosphamit, doxorubixin, vincristine, va prednisone (CHOP). Uéc tinh dugc ring
15.680 ngudi (9.720 nam gidi va 5.960 nir gidi) duoc chan doan mic va 4.580 nam giGi
va nit gii s& tir vong vi bénh bach cu lympho man tinh vao nim 2013. Tir ndm 2006
dén 2010, do tudi trung binh duoc chin doan méic bénh bach ciu lympho man tinh 13 71
tudi. Ty 18 méc theo do tudi 13 4,3/100.000 ngudi/nam. Ty 16 nay duoc dua trén cac ca da
dugc chin doan vao cac nam tir 2006 dén 2010 tir 18 khu vuc dia Iy SEER. Tir nam 2006
dén 2010, do tudi trung binh tir vong do bénh bach ciu lympho man tinh 1a 79 tubi. Ty 1&
tir vong theo d6 tudi 13 1,4/100.000 nguoi /nam. Ty 1& nay duge dua trén cac dbi tuong bi
bénh d tir vong vao cac nam tir 2006 dén 2010 & Hoa Ky. Kha ning séng twong ti trong
5 ndm trong cac nam tur 2003 dén 2009 tir 18 khu vuc dia ly SEER 1a 79,2%.

Bénh bach cu tity bio cp tinh (AML) 14 loai bénh bach ciu cip tinh phd bién
nhét & nguoi lon. Viée diéu tri AML hién nay can phai di manh dé dat dugc su thuyén
giam hoan toan (complete remission - CR) do su thuyén giam mdt phan khong dem lai
kha nang séng dang ké. Ty 18 thuyén giam & ngudi 16n mic AML khéng lién quan dén do
tudi, trong d6 ty 1¢ thuyén giam ky vong 16n hon 65% ddi voi nhitng ngudi dudi 60 tudi.

Dir liéu cho thay rang khi mac bénh, thoi gian thuyén giam c6 thé ngan hon & cac doi
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twong bi bénh 16n tudi. Cac dbi twong bi bénh ma biéu hién khang nguyén té bao té tién
CD34 va/hoic P-glycoprotein (san pham gen MDR1) dé lai hiu qua it hon. Phén tich di
truyén hoc té bao dua ra mot s6 thong tin tién lugng cé gia tri nhit, du doan hau qua cua
ca viéc giy ra su thuyén giam 14n diéu tri bénh thuyén giam sau d6. Cac bt thuong vé di
truyén hoc té bao ma biéu thi dugce du doan dung bao gdm t(8; 21), inv(16) hoic t(16;16),
va t(15;17). Di truyén hoc té bao khoe manh bao hiéu nguy co mic AML & mirc trung
binh. Céc d6i tuong bi bénh bi AML dugc dac trung boi su khiém loai bé cac nhanh dai
hoic don nhiém thé ctia cac nhidm sic thé sb 5 hodc 7; bang cach chuyén doan hoic dao
nguoc nhiém sic thé 3, t(6; 9), t(9; 22); hodc bdi su bét thuong cua nhiém séc thé 11923
" d3 dugce du doan dic biét kém bang liéu phap héa didu tri bénh. Uéc tinh rang 14.590
ngudi (7.820 nam gidi va 6.770 nit gidi) duge chan doan mic va 10.370 nam gi6i va nit
gidi tir vong vi bénh bach cau tay bao cép tinh vao nam 2013. Tr ndm 2006 dén 2010, do
tudi trung binh duoc chdn dodn mic bénh bach ciu tiy bao cp tinh 13 67 tudi. Ty 16 méc
theo do tudi 1a 3,7/100.000 nguoi/mam. Ty I€ nay dugc dua ra dua trén cac ca da duogc
chin doan vio cdc nim 2006 dén 2010 tir 18 khu vuc dia Iy SEER. Tir nam 2006 dén
2010, d6 tudi trung binh tir vong vi bénh bach ciu tiy bao cap tinh 13 72 tudi. Ty 1é tir
vong theo dd tudi 13 2,8/100.000 ngudi/nam. Ty 16 nay duoc dua ra dwa trén cac ddi
tugng bi bénh di tir vong vao céc nam 2006 dén 2010 & Hoa Ky. Kha ning séng twong
ti trong 5 nam trong cic nam tir 2003 dén 2009 tir 18 khu vuc dia Iy SEER 13 24,2%.
Pidu dang chd ¥ 13, toan bd cac thong tin chung vé bénh ung thu nay duoc lay tir trang
web NCI (www.cancer.gov) va toan bd cac thdng ké nay 13 dua trén cac thdng ké vé ty 16
mic phai SEER va ty 1é tir vong NCHS duoc @& cép trong: Howlader N., et. ah, SEER
Cancer Statistics Review, 1975-2010, National Cancer Institute. Bethesda, MD,
http://SEER. cancer.gov/cst/1975 2010/, dua vao viéc ndp dit li€u SEER vao thang 11
nam 2012, dugc dua 1én trang web SEER, 2013.

Bénh bach ciu nguyén bio lympho cép tinh (“ALL”) 1a nhém bénh 4c tinh & té
bao lympho giai doan tién B/T do su bién ddi vé mit di truyén 1am phong bé qua trinh
biét héa lympho va giy bt thudng qua trinh ting sinh va sdng sét té bao. Di thu duoc
cac bude tién dang ké trong mot sb thap ky trude trong viée diéu tri bénh ALL & tré em,
v6i ty 1& séng 1 nam (5) nam hién dat t6i 90%. Tuy nhién, c6 dén 20% tré em van khé
diéu tri hoic tai phat bénh sau khi diéu tri va ty 1€ séng sot khong con bénh dbi véi cac

d6i tuong bi bénh nay van con nhé. Do d6, van con thach thic trong viée diéu tri cac doi

_4-



35520

tuong bi bénh 16n tudi mic bénh ALL, véi ty 18 tai phét cao ngay ca sau giai doan tién
trién dang ké & liéu phap héa diéu tri bénh hién dai. Trong cac thap ky gin ddy, di c6
nhiéu tién bd trong vi€c diéu tri bénh ALL, ma cha yéu dua vao sy tang cuong va t8i wu
hoa liéu phap hoa didu tri bénh, st dung viée cdy ghép 6 biao gbe duoc 1am thich dng véi
nguy co, ciing nhu viéc didu tri bénh duoc ca nhan héa va huéng dich bao gém viée st
dung cac khang thé don dong. Bing cach st dung viéc giai trinh tu thé hé sau, cac dot
bién b sung anh hudng t6i qua trinh tao lympho bao binh thuong va tim quan trong cia
cac dot bién két hop, ciing nhu cac bién d6i biéu sinh dugc danh gia. Di liéu thu dugc
bang cach ndy s& hd tro viée danh gia du doan & dbi twong bi bénh cu thé, diéu quan
trong 12 con & phuong phap diéu tri hudng dich két hop thich hop dbi voi cac dot bién bat

thuong.

Hon nita, viéc diéu tri bang cac khang thé don dong (mAb) (G. Kohler and C.
Milstein, Nature 256:495-497 (1975)) 14 quan trong. Cac khang thé don dong hién nay
dugc phé chuén 13 cac chat diéu tri trong viée cdy ghép, bénh ung thu, bénh nhiém tring,
bénh tim mach va bénh viém. Cac isotyp khac nhau c6 chirc ndng tadc dong khac nhau. Su
khac biét vé chic nang nay dugc phan anh & cac cau tric 3 chiéu khac biét ddi vai cac
isotyp globulin mién dich khac nhau (P.M. Alzari et al, Annual Rev. Immunol., 6:555-
580 (1988)).

Do chudt nhit 14 dong vat thich hop d& giy mién dich va nhan biét hiu hét cac
khang nguyén & nguoi 1a khang nguyén la, nén mAb khang dich cua nguodi c6 kha nang
didu tri thuong c6 ngudn gbe tir loai gam nhdm. Tuy nhién, khang thé don dong cia loai
gim nhdm c6 cac nhuoc diém von c6 dé 1am chat diéu tri bénh cho nguoi. Ching cin
duoc str dung liéu thuong xuyén hon vi mAb c6 thoi gian ban thai & ngudi ngin hon so
v6i cac khang thé ctia nguoi. Piéu quan trong hon, viée st dung 13p lai cac khang thé cua
loai gadm nham cho hé mién dich cua ngudi s& lam cho hé mién dich cta ngudi phai dap
g bang cach nhan biét protein cta chudt nhét lam chét la va tao ra dap tng khang thé
khang chudt nhit ciia ngudi (human anti-mouse antibody - HAMA). Péap tng HAMA
nay c6 thé gy ra phan tng di Gng va thanh thai nhanh khang thé cta loai gdm nhim ra
khéi h¢ nay, do do khién cho viec diéu tri bénh béng khang thé cua loai gam nhdm tré
nén vo dung. Pé tranh dugc cac anh hudng nay, da va dang c6 cac nd luc tao ra hé mién

dich ctia nguoi & chudt nhat.
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Céc nd luc ban diu hy vong 13 tao ra dugc chudt nhét chuyén gen cé kha nang dap
tmg v6i cac khang nguyén voi cac khang thé c6 trinh tw ctia ngudi (Xem bai bao:
Bruggemann et ah, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 86:6709-6713 (1989)), nhung dugc gidi
han boi lugng ADN c6 thé duy tri mét cach 6n dinh béi cac vét truyén ding dé tach dong
sin co. Viée st dung vecto dung dé tach dong nhiém sic thé nhan tao ctia nAm men
(yeast artificial chromosome - YAC) s& din t6i viéc dua cdc manh dong phéi 16n cta
locus Ig ciia ngudi vao dong vat c6 via chuyén gen. Vé co ban, phan 16n gen cia ving V,
D, va J ctia ngudi duoc sép hang vé6i cing mot khoang cach tim thdy dugc trong bo gen
clia ngudi va ving hing dinh cta ngudi duge dua vao chudt nhit bing cach st dung
YAC. Mét chiung chuyén gen nhu vy cia chudt duge goi 1 chuot nhit XenoMouse® va
dang c6 ban trén thi truong do Amgen Fremont, Inc. (Fremont CA), trudc day la

Abgenix, Inc.

Ngoai ra, cac khang thé c6 thé dugc tao ra béng cach st dung chuot nhat chuyén
gen Veloclmmune ma trinh ty cia bd gen mang céc doan bién ddi ndi sinh cua chudt nhét
& cac locus ciia chudi ning (cac doan VH, DH, va JH) va/hoic chudi nhe kappa (VK va
JK) ctia globulin mién dich da dugc thay thé, toan bd hodc mét phan, dua vao véi trinh tur
clia bd gen ciia ngudi mang cic doan bién ddi cia dong phdi khong duge sap hang cia
cac locus cta chudi ning cta globulin mién dich (VH, DH, va JH) va/hoic chudi nhe
kappa (VK va JK) ctia ngudi (Regeneron, Tarrytown, NY). Xem, vi du, cac patent M sb
6,586,251, 6,596,541, 7,105,348, 6,528,313, 6,638,768, va 6,528,314.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& cap dén khang thé, manh gin két khang nguyén, va thé tiép hop
khang thé dugc chit (ADC) cia n6 gin két vdi cac protein FLT3 va manh polypeptit clia
c4c protein FLT3 nay. Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé hoan toan
ctia ngudi duge tiép hop voi duge chit diéu tri bénh. Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang
ché dé cap dén trinh tr axit nucleic nguyén ven duoc thé hién trén Fig.2A va/hoic Fig.2B
khong dugc ma hoa va/hodc trinh tu axit amin déy da duoc thé hién trén Fig.3A vd/hoic
Fig.3B khong dugc tao ra. Theo cac phuong 4n nhét dinh, trinh tu axit nucleic nguyén
ven dugc thé hién trén Fig.2A va/hodc Fig.2B dugc ma hoa va/hoac trinh tu axit amin
d?iy du duoc thé hién trén Fig.3A va/hoic Fig.3B duogc tao ra, mdi loai trong sb chung &

dang lidu don vi duing twong mg cho ngudi.
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Sang ché ciing dé cap dén ché pham tao mién dich hoic ding dé diéu tri bénh khac
nhau, nhu thé tiép hop khang thé duoc chat, va cc chién luoc didu tri bénh ung thu biéu
hién FLT3 nhu bénh ung thu cac mé néu trong bang I (vi du, AML, ALL, bao gém bénh
bach cdu nguyén bao lympho té bao B va bénh bach ciu nguyén bao lympho tién té bao
B).

Mo ta vat tat cac hinh vé

Fig.1. Trinh tu ADN bd sung va axit amin ciia FLT3 dugc thé hién trén Fig.1.
Methionin khéi dau duge gach chan. Khung doc mé kéo dai tir axit nucleic 67-3048 bao

gdm bo ba mi héa két thuc.

Fig.2A. Trinh tur ADN bd sung va axit amin cta chudi ning ciia CHv62.21. Ving
hai gach chan 13 ving bién dbi chudi nang, va ving mdt gach chin 13 ving hing dinh

IgG1 ctia chudi ning ctia ngudi.

Fig.2B. Trinh tu ADN bd sung va axit amin ciia chudi nhe ctia CHv62.21 va chudi
nhe ctia CHv62.21pAF. Ving hai gach chan 13 ving bién ddi chudi nhe, ving mot gach

chan 13 ving hing dinh kappa ctia ngudi.

Fig.2C. Trinh ty ADN ) sung va axit amin cua chudi ning cia CHv62.21 duogc
cai bién béng doan cai xen cua axit amin khong c6 trong tu nhién. Vi tri dugc danh diu
bang X 12 vi tri ctia bd ba m3 héa amber d6i v6i doan cai xen cuia axit amin khéng co
trong tu nhién (“nnAA”) para-axetylphenylalanin (pAF) & gdc axit nucleic 371. Ving hai
gach chan Ia ving bién ddi chudi nang, va mdt gach chan la ving héng dinh IgG1 cta
chudi Vnaflng cua nguoi.

Fig.3A. Trinh tu axit amin cta chudi ning ciia CHv62.21. Vung hai gach chan 13
ving bién dbi chudi ning, va mdt gach chén 13 ving hang dinh IgG1 cta nguoi.

Fig.3B.Trinh tu axit amin c@ia chudi nhe cia CHv62.21 va chudi nhe cua
CHv62.21pAF. Ving hai gach chan 13 ving bién d6i chudi nhe, va mdt gach chan I3
vung hang dinh kappa ctia ngudi.

Fig.3C. Trinh tu axit amin ctia chudi ning ctia CHv62.21. Vi tri axit amin sb 124,
dugc danh dau béng X 12 vi tri ctia bd ba m3 héa amber ddi véi doan cai xen cua axit

amin khong cd trong tu nhién (“nnAA”) para-axetylphenylalanin (pAF). Vung hai gach
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chan 13 ving bién ddi chudi niang, va ving mdt gach chan 13 ving hing dinh IgG1 cia
nguoi.

Fig.4A. Trinh tu sip thang hang cta chudi ning cia CHv62.21 v6i dong phoi Ig
clia nguoi.

Fig. 4B. Trinh tu sdp thing hang cta chudi nhe cia CHv62.21 vé6i dong phoi Ig
clia nguoi.

Fig.5. Nghién ciru hiéu lyc va nghién ctru chuan do liéu cia CHv62.21pAF-AGL-
0182-30 & mo hinh di ghép dugc thiét 14p dudi da cia dong t& bao bach cau don nhén
dang tay B ctia ngudi MV4-11 duge cdy vao chudt nhit CB17/SCID.

Fig.6. Nghién cuou hiéu luc cia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 (ADC) va
CHv62.21pAF (AGS62P) (khang thé trdn) & mo hinh di ghép di dugc thiét 1ap dudi da
ctia dong té bao bach cu don nhan dang tiy B clia ngudi MV4-11 dugce cdy vao chudt
nhét CB 17 SCID.

Fig.7. CHv62.21 va CHv62.21pAF khong c6 hoat hoat tinh gay doc té bao phu
thudc vao khang thé trung gian (ADCC) in vitro EOL-1, SEM, va Raji (tir tri sang phai
& hinh v& nay). Chi tiét v& thr nghiém: 1) E:T = 100: 1; 2) Nong do khang thé = 2.5
ng/mL; 3) Thoi gian u : 4H; 4) Pdi ching isotyp mAb & ADC: AGS91.1-L363-pAF,
AGS91.88-pAF-AGSL-0182-30; 5) Déi chimg dwong: Cac té bao Raji huéng dich
Rituximab.

Fig.8. CHv62.21 thé hién hoat tinh phong bé khong c¢6 phdi tir. Khang thé don
dong phong bé phdi tir FLT3 (1b37.1) duoc so sanh v6i CHv62.21 trong thir nghiém gin
két phdi tir xac nhén Mab CHv62.21 la chit phong bé khdng c6 phdi tir.

Fig.9. CHv62.21 khong gy anh huéng t&i qua trinh ting sinh t& bio qua trung
gian FL.

Fig.10. Hoat hoat tinh gdy doc té bao ciia khang thé don dong phong bé phdi tir
FLT3 1 b37.1 dugc khir khi ¢6 mit FL. Fig.10(A). Panh gia hoat hoat tinh giy doc té bao
in-vitro cta v62-1621.1-AGL-0129-08 cung véi va khong cing vé6i phédi tir FLT3 cia
ngudi (hFL) trén céc té bao RS-4-11. Fig.10(B). Danh gi4 hoat hoat tinh gy doc té bao
in-vitro cua v62-1b37.1-AGL-0129-08 cung v&i va khong cing véi phéi tr FLT3 cia
ngudi (hFL) trén cac té bio RS-4-11.
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Fig.11. Phéi tir FLT3 khong anh hudng téi hoat hoat tinh gy doc té bao qua trung
gian CHv62.21pAF-AGL-0182-30 trén cac t& bao MOLM-13. Fig.11(A). Danh gi4 kha
ning gin két cia CHv62.21pAF dugc biotinyl hoa va v62-1b37.1 véi su c6 mit cia phbi
tr FLT3 cla nguoi trén cac t& bao MOLM-13. Fig.11(B). Panh gi4 hoat hoat tinh giy
doc t& bao in-vitro cia CHv62.21pAF- AGL-0182-30 ciing v&i va khong cung véi phdi
tir FLT3 clia ngudi trén céc t& bao MOLM-13.

- Fig.12. Do 6n dinh in vitro cia CHv62.21pAF- AGL-0182-30. Fig.12(A). Panh
gia d6 6n dinh ciia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & huyét thanh ngudi. Fig.12(B). Panh
gia d@ bn dinh cia CHv62-AGL-0301-20 & huyét thanh ngudi.

Fig.13. Nghién ctu hiéu luc cia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 (ADC) va
CHv62.21pAF (khang thé trdn) & md hinh di ghép da dugc thiét 1ap duéi da clia dong té
bao bach ciu don nhan dang tay B ciia ngudi MV4-11 dd duoc ciy vao chudt nhit CB 17
SCID bang cach sir dung phac d6 ding da lidu.

Fig.14. Hiéu qua ctia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & md hinh di ghép SEM-xcl

dugc thiét lap duéi da.
Fig.15. Biéu db thé hién két qua ctia FACS gin két/dong té bao
Fig.16. Biéu hién FLT3 & cac mau AML so cdp va mAu binh thuong.

Fig.17. Panh gia hoat hoat tinh gy doc té bao in-vitro cia CHv62.21 pAF-AGL-
0182-30 va CHv62.21 pAF trén cac té bao MOLM-13, MV-4-11 & Karpas299.

M0 ta chi tiét sang ché
I.) Dinh nghia
I1.) Khang thé FLT3
I11.) Thé tiép hop khang thé dugc chét néi chung
III(A). Maytansinoid
III(B). Auristatin va dolostatin
II(C). Calicheamicin
III(D). Duoc chit gdy doc té bao khac

IV.) Thé tiép hop khang thé dugc chit gin két v6i FLT3

O
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V.) Pon vi lién két

VL) Don vi kéo dai

VIL.) Pon vi axit amin

VIIL.) Bon vi dém

IX.) Bon vi dutqé chét

X.) Kha nang mang duoc chat

XI.) Cac phuong phap xac dinh tac dung gy doc té bao ctia ADC

XII.) Piéu tri bénh ung thu biéu hién FLT3

XII1.) FLT3 lam dich d6i v6i viéc didu tri bénh trén co s& khang thé

XIV.) Dung dich hén hgp ADC chira FLT3

XV.) Diéu tri bénh két hop

XVI.) Kit/vat phim dung trong san xuét

1.) PBinh nghia:

Trir khi c¢6 quy dinh khac, toan bd thuat ngit k¥ thuat, cha thich va thuit ngit khoa
hoc khéac hodc danh phap duoc str dung trong ban mé ta cé nghia thuong duoc hiéu bai
ngudi ¢ trinh do trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Trong mot s6 truong hop, thust
ngit ¢6 nghia thong thudng duoc xdc dinh trong ban md ta ndy nham chi ra mot cach rd
rang va/hoic din chiéu, va viéc chi ra cac dinh nghia nhu vy vao trong ban mo ta nay
khoéng nhét thiét phai dugc hiéu c6 chi ra su khac nhau co ban ma néi chung duoc hiéu
trong linh vuc k¥ thuat nay. Nhiéu k¥ thuat va phuong phép duge md ta hodc duoc din
chiéu trong ban mé ta nay duoc hiéu va thuong duoc sir dung bang cach sir dung phuong
phap théng thudng béi ngudi co trinh do trung binh trong linh vuc ndy, nhu, vi dy,
phuong phap tach dong phan tir di dugc sir dung rong rii dugc mé ta trong 4n pham:
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd. Edition (1989) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Néu thich hop, cic phuong
phép lién quan dén viéc st dung kit va cac chét phan tmg dang c6 ban trén thi truong
thuong dugce thuc hién theo cac quy trinh va/hodc cac thong s6 di duge xac dinh bdi nha
san xuét trir khi ¢6 quy dinh khéc.
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Khi nhin hiéu duge st dung trong ban mo ta nay, thi viéc dan chiéu t6i nhin hiéu
ciing dugc st dung trong ban md ta dé chi thanh phin ctia san phim, dugc chat gdc, va
duoc chit ciia nhéin san phém, trir khi c6 quy dinh khéc.

3 «¢

Thuét ngit “bénh ung thu nang”, “bénh ung thu ning tai chd”, “bénh ning” va

A9

“bénh ndng tai ch6” c6 nghia la bénh ung thu da lan tran t6i nang md cd lién quan, va c6
nghia bao gdm bénh giai doan C theo hé théng lién két niéu hoc cia Hoa ky (the
American Urological - AUA), bénh giai doan C1 - C2 theo hé théng Whitmore-Jewett, va
bénh giai doan T3 - T4 va N+ theo hé théng TNM (khéi u, cuc u, di cin). Néi chung,
phiu thuat khong dugc khuyén céo ding dbi véi cac dbi tuong bi bénh mic bénh ning tai
chd, va cac dbi twong bi bénh nay vé co ban 13 dat duoc két qua c6 loi it hon so véi cac

d6i tuong bi bénh bi bénh ung thu tai chd v& mit 14m sang (duoc gidi han & cac co quan).

Thuét ngit “alkyl” nhu chinh thuat ngit ndy hodc 1a mot phan cta thudt ngit khac,
dugc sir dung trong ban mé ta dé chi hydrocacbon c6 1 dén 12 nguyén tir cacbon no chira
nguyén tir cacbon bac mot, bac hai, bac ba hodc vong. Cac nhom alkyl cu thé 13 cac nhém
c¢6 1 dén 8 nguyén tir cacbon, nim trong khoang tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon, hodc nim
trong khoang tir 1 dén 4 nguyén tir cacbon. Vi du vé cac nhém alkyl bao gém, nhung
khong chi giéi han 6: metyl (Me), etyl (Et), n-propyl, isopropyl, butyl, isobutyl, sec-
butyl, erz-butyX (tBu), n-pentyl, isopentyl, zert-pentyl, va n-hexyl, isohexyl. Theo mét s6
phuong an, nhém alkyl c6 nguyén tir cacbon bac mot, bac hai, hodc bac ba va khéng co

nguyén tir cacbon vong.

Thuat ngit “alkenyl” nhu chinh thuit ngir ndy hoic 13 mot phin cia thuat ngir
khac, duge st dung trong ban md ta d& chi hydrocacbon c¢6 2 dn 12 nguyén tir cacbon
chira nguyén tr cacbon bac mdt, bac hai, bac ba hodc vong véi it nhat mdt vi tri ca lién
két d6i khong bdo hoa, tirc 1a gbe lién két doi cacbon-cacbon, sp®. Cac nhém alkenyl cu
thé 14 c4c nhém cé 2 dén 8 nguyén tir cacbon, nam trong khoang tir 2 dén 6 nguyén tir
cacbon, hodc 2 dn 4 nguyén tir cacbon. Vi du bao gém, nhung khong chi gidi han &:
vinyl (-CH=CH,), alyl(-CH,CH,=CH,), xyclopentenyl (-CsH;), va 5-hexenyl (-
CH,CH,CH,CH,CH=CH,). Theo mét s6 phuong 4n, nhém alkenyl c6 nguyén tir cacbon

bac mot, bac hai, hodc bac ba va khéng c6 nguyén tir cacbon vong.

Thuét ngir “alkynyl” nhu chinh thuét ngit nay hozc 13 mot phan cua thudt ngir

khac, duoc st dung trong ban mé ta dé chi hydrocacbon c6 2 dén 12 nguyén tir cacbon
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chira nguyén tir cacbon bac mot, bac hai, bac ba hodc vong véi it nhat mot vi tri cta lién
két ba khong bdo hoa, nghia 13, lién két ba cacbon-cacbon, sp. Cac nhém alkynyl cu thé
13 cic nhém c6 2 dén 8 nguyén tir cacbon, nam trong khoang tir 2 dén 6 nguyén tu
cacbon, hoic 2 dén 4 nguyén tir cacbon. Vi du bao gdm, nhung khong chi gi6i han é:
etynyl (-C=CH) va 2-propynyl (-CH,C=CH). Theo mdt sé phuong an, nhém alkynyl cé

nguyén tir cacbon bac mdt, bac hai, hodc bac ba va khong cé nguyén tir cacbon vong.

Thuét ngit “alkoxy” duoc sir dung trong ban mé ta d& chi nhém -O-alkyl, trong d6

O 1a diém gin két v6i phin con lai ctia phan tir, va alkyl 13 nhu dugc xéac dinh trén day.

Thuét nglr “heteroxycloalkyl” dugc st dung trong ban mo ta dé chi cdu trac vong
mdt vong, hoac dugc ngung tu, li€n két ciu ndi, hodc da vong spiro bao hoa hodc bao hoa
mot phan va c6 3 dén 12 nguyén tir vong trén mot ciu triic vong duge chon tir nguyén tir
cacbon va tbi da ba nguyén tir khac loai dugc chon tir nito, oxy, va luu huynh. Nhom
heteroxycloalkyl cu thé 13 cac nhém cé 3 dén 8 nguyén tir trén vong hoic 5 dén 7 nguyén
tr vong trén mot cdu tric vong. Ciu tric vong ¢ thé tily y chira t6i da hai nhém oxo trén
canh cua vong cacbon hodc Iuu huynh. Nhém ding dé minh hoa, & dang gbc lién két mét

cach thich hop, bao gdm:
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NH 0 v O ) p J 4 j
Lo, | L] {M} im? {W HI"«]“HHu.(:‘g$ '—-r? (-N i\h N
) () H 62 L A X
[ j ' T i NONHOfONH
N M N . Q R Ll
H H o 0

I N N " y N N
1 . ) . : -~ £ — - )
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\ ﬁ_}j AP T T 4 NH . SO .
H H H
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Thuét ngit “heteroaryl” dugc sir dung trong ban md ta dé chi di vong thom gém
mdt vong, hai vong ngung tu, hoic da vong ngung tu (cdu tric vong c6 nguyén tir trén
vong duge chon tir nguyén tir cacbon va t6i da bon nguyén tir khac loai dugc chon tir
nguyén tir nito, oxy, va luu huynh) cé 3 dén 12 nguyén tir trén vong/di vong. Cac nhém
heteroaryl cu thé 13 cac nhém cé 3 dén 8 nguyén tir trén vong hodc 5 dén 7 nguyén tir
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vong trén mdt cau tric vong. Vi du dung d€¢ minh hoa vé cac nhom heteroaryl bao gom

cac nhém sau, & dang gdc lién két mot cach thich hop:

?_f;;}‘* ,«:;;l\g {fx}i[, M j gfz‘\f“‘éﬁ - My %, -

S N } B ol . WO » s 'g"'-\g_{f’i"w qfﬁ)

9 ¢

Thuét ngit “di vong”, “vong khac loai”, hodc “heteroxyclyl” dugc st dung trong

ban mé ta dé chi gbc “heteroxycloalkyl” va “heteroaryl” nhu dugc xac dinh trén day.

Ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh vuc nay can phai hiéu rang cic nhém
heteroxyclyl, heteroaryl va heteroxycloalkyl da dugc li¢t ké hodc minh hoa néu trén la
khong ddy du, va cac nhém bd sung nam trong pham vi cta thuat ngit d3 dugc xac dinh

nay cling c6 thé dugce chon.

Thuét ngit “halogen” va “halo” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi clo, flo,

brom, hodc iot.

Thuat ngit “duoc thé” c6 nghia 12 nhém hoic gbc cu thé mang mot hodc nhiéu
phan tir thé. Thuat ngir “khong duge thé” c¢6 nghia 13 nhém cu thé khong mang phan tir
thé. Thuét nglt “tuy ¥ duoc thé” cé nghia 13 nhém cu thé khong duoc thé hoic duge thé |
béng mot hodc nhiéu phén ttr thé. Néu thuat ngit “dugc thé” dugc s dung dé mo ta hé

cau trac, thi viéc theé xay ra & vi tri cho phép ve hoa tri bat ky trén hé nay.

Cong thirc bat ky néu trong ban mé ta nay dugc du dinh dé thé hién cac hop chit
c¢6 cAu trac dugc md ta boi cong thirc cu tric cling nhu cac bién dbi hodc dang nhat
dinh. Cu thé, cac hop chét c6 cong thirc bit ky dugc néu trong ban mé ta niy c6 thé co
cac tim khong d6i ximg va do d6 ton tai & cac dang ddng phan dbi anh khac nhau. Toan
bd cac chit ddng phan di ciu quang hoc va chit déng phan l4p thé cta cac hop chét co

cong thirc chung, va hdn hop cia chiing, dugc coi 1a nim trong pham vi cia cong thic
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nay. Do dd, cong thuc bét ky néu trong ban mo ta nay dugc du dinh dé thé hién chét triét
quang, mot hodc nhiéu dang ddng phan ddi anh, mdt hodc nhidu dang ddng phan khong
d6i quang, mot hodc nhidu dang ddng phan atropi, va hdn hop ctia ching. Hon thé nira,
cdc cu triic nhat dinh c6 thé c6 mit & dang chét ddng phan di hinh (tic 13, cAc chit ddng
~ phan cis v trans), chat h bién, hodc chit dong phan atropi. Ngoai ra, cong thitc bat ky
dwoc néu trong ban mé ta nay ciing dwoc du dinh dé chi dang bit ky ctia mot tfong s6
dang hydrat, solvat, va vo dinh hinh va da hinh cta cac hop chét nay, va hdn hop cia
chung, ngay ca khi néu cac dang nay khong duoc liét ké mot cach rd rang. Theo rmf)t s6

phuong an, dung méi la nude va solvat 13 hydrat.

Cong thic bat ky néu trong bin mé ta nay ciing dugc du dinh dé thé hién dang
khong duoc danh diu ciing nhu dang duoc danh ddu ddng vi ctia cac hop chét nay. Cac
hop chét dugc danh déu dong vi c6 cac ciu tric duge md ta bdi cac cong thire dugc néu
trong ban md ta ndy trir mot hodc nhiéu nguyén tir duge thay thé bang nguyén tir c¢6 khoi
lwong nguyén tir hodc s6 khéi dd dugc chon. Vi du vé cac chit dong vi c6 thé duoc két
hop vao cac hop chét duogc néu trong ban md ta nay lan lugt bao gdm cac chit ddng vi
cua hydro, cacbon, nito, oxy, phospho, flo, clo, va iot, nhu ’H,°H, ''c, B¢, c, PN, o,
170, 31p, 3p, %S, *F, *°Cl, va 'I. C4c hop chét duoc danh diu ddng vi nhu vay 13 hitu
ich trong nghién ctru trao dbi chét (t6t hon 1a véi 14C),' nghién ctru phan mg dong hoc
(voi, vi du ’H hoic 3H), k¥ thuat phat hién hodac chup anh [nhu chup positron cit 16p
(PET) hoic chup cét 16p bang birc xa don photon (SPECT)] bao gdm thir nghiém phan bd
duoc chét hoic md co chit, hoic trong viéc diéu tri phong xa cho dbi tuong bi bénh. Cu
thé, hop chét duoc danh déu '®F hodc ''C c6 thé duoc dic biét vu tién dbi véi nghién ctru
PET hoic SPECT. Ngoai ra, viéc thay thé bang cac chit dong vi ning hon nhu doteri (tirc
13, °H) c6 thé tao ra loi ich diéu tri bénh nhét dinh thu dugc tir qua trinh 1am 6n dinh trao
d6i manh hon, vi du, dugc gia ting dbi v6i cac yéu cau vé thoi gian ban thai in vivo hodc
giam lidu lurong. Cac hop chét duge danh diu dong vi dugc néu trong ban mo ta nay va
cac tién dugc chit cua ching néi chung c6 thé duge tao ra b?mg cach thuc hién cac
phuong phap dugc boc 16 trong cac so d6 hoic trong cac Vi du va quy trinh tao ra dugc
md ta dudi day bang cach thé chit phan g dugc danh ddu ddng vi c6 sin cho chat phan

tmg khong duoc danh ddu déng vi.
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Khi dé cap dén cong thuc bAt ky dugc néu trong ban md ta nay, thi vi€c lua chon
gbc cu thé tir danh muc c4c loai ¢6 thé c6 mat dbi véi bién cu thé khong duoce du dinh dé
xé4c dinh cing mot lua chon c4c loai nay dbi vai bién xudt hién & mot noi khac. Mit khac,
khi bién xuit hién nhiéu hon mot 1an, thi viéc lya chon cac loai tir danh sach cu thé 1a
viéc lya chon doc lap dbi vi cing mot loai & mot noi khac & dang cong thire, trir khi c6

quy dinh khéac.

Danh phép “Ci;” v6i j > i, khi duge sir dung trong ban mé td ndy dbi véi nhom
phan tir thé, c6 nghia 1a cac phuong 4n v& loai bat ky trong s6 cac ché phdm, tng dung,
hodc cac phuong phap néu trong ban mé ta ddi voi mdi va timg s hugng cac nguyén tir
cacbon, tir i dén j bao gdm i va j, duoc thuc hién mét cach doc 1ap. Bing cach minh hoa,
thut ngir C,3 duoc st dung trong ban mb ta dé chi mot cach doc 1ap cac phuong 4n cé
mot nguyén tir cacbon (C;), phuong an c6 hai nguyén tir cacbon (C,), va phuong 4n cé ba

nguyén tir cacbon (C,).

Thuat ngit “C,_palkyl” dugc st dung trong ban mo ta dé chi mach béo, mach
thing hodc mach nhanh, cé téng sd N ciia nguyén tir cacbon trén mach théa man n < N <

m, vé1i m > n.

Tén hoéa hoc dugc néu trong ban md ta nay dugce tao ra bang cach st dung phin
mém AutoNOM™. Néu c6 su khac nhau gitra cAu trac héa hoc va tén goi dugc néu dbi
vé6i cAu trac do, thi clu tric d6 s& chiém wu thé.

Theo cach cha thich néu trén vé viéc chuyén dbi va danh phap, cin hiéu rang viéc
vién din rd rang trong ban mo ta nay t6i tAp hop ham ¥, trong d6 c6 ¥ nghia hda hoc va
trir khi ¢6 quy dinh khéc, viéc vién dan doc lap dén cac phuong 4n ciia tap hop ndy, va
vién din t6i mdi va ting phuong 4n cta tip hgp con cua tdp hop nay duogc chi ra mot
cach r0 rang.

“Bién d6i m6 hinh glycosyl hoa tir nhién” dugc du dinh nham muc dich ¢6 nghia
12 1am loai bé mot hodc nhiéu géc hydrat cacbon dugc tim thdy trong FLT3 ¢6 trinh tu tur
nhién (bang cach loai bé vi tri glycosyl héa co ban hodc bang cach 1am loai bo qua trinh
glycosyl hoa béng cach héa hoc va/hodc enzym), va/hodc bd sung mdt hodc nhiéu vi tri
glycosyl hoa khong c6 mat trong FLT3 c6 trinh ty tur nhién, trong d6 “m6 hinh glycosyl
héa tur nhién” dugc st dung trong ban mo ta dé chi mo hinh glycosyl héa sau dich ma tir

nhién thu duge tir viée két hop cu thé trinh ty FLT-3, loai té bao, va diéu kién sinh truéng
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da str dung. Ngoai ra, thuét ngit bao gém thay ddi vé lugng trong qué trinh glycosyl hod
clia cac protein tu nhién, bao gém viéc thay dbi vé ban chit va ty 1é cia cac gbe hydrat

cacbon khac nhau c6 mit.

Thuat ngit “chét twong tu” duge st dung trong ban mé ta dé chi phén t c6 chu
trac twong tu hodc giéng hodc dugc cho 13 tuong ng véi phan tir khac (vi du, protein lién
quan dén FLT3). Vi du, chét twong tu ctia protein FLT3 c6 thé duoc gin két dic hiéu bsi
khang thé hoic té bao T gin két dic hiéu v6i FLT3.

Thuat ngir “khang thé” duoc st dung v6i nghia rong nhit néu khong duge chi
dinhrd rang theo cach khac. Do d6, “khang thé” c6 thé xuét hién trong tu nhién hoic do
con nguoi tao ré nhu cac khang thé don dong dugc san sinh boi k§ thuat lai théng thuong
hodc chuyén gen & chudt nhit. Khang thé FLT3 bao gdm cac khang thé don dong va da
dong ciing nhu cic méanh chira mién gin két voi khang nguyén va/hodc mot hodic nhidu
ving xac dinh bd sung ctia cac khang thé nay. Thuét ngit “khang thé” duogc st dung trong
ban md ta dé chi dang khang thé bit ky hoic manh ctia n6 gin két dic hiéu véi FLT3
va/hodc c6 hoat tinh sinh hoc mong mubn va dic biét bao gém cac khang thé don dong
(bao gdm cac khang thé don dong c6 chiéu dai day du), khang thé da dong, khang thé da
dic hiéu (vi du, khang thé ddc hidu kép), va manh khang thé vé6i didu kién ching gin két
dic hiéu v6i FLT3 va/hodc c6 hoat tinh sinh hoc mong muén. Khang thé dic hiéu bat ky
c6 thé duoc str dung trong phuong phap va ché phdm néu trong ban mé ta niay. Do do,
theo mot phuong 4n, thuat ngir “khang thé” bao gdm phan tir chira it nhit mét ving bién
d6i tir phan tir globulin mién dich ctia chudi nhe va it nhat mdt ving bién dbi tir phén tir
ctia chudi ning két hop véi nhau dé tao ra vi tri gin két dac hidu d6i v6i khang nguyén
dich. Theo mdt phuong 4n, khang thé 13 khang thé IgG. Vi du, khang thé 13 khang thé
IgGl, IgG2, 1gG3, hodc IgG4. Cac khang thé nay 13 hiru ich trong cac phuong phap va
ché phdm theo sang ché c6 thé dugc tao ra trong méi truomg nudi cy té bao, trong thé
thue khuén, hoic trong cac dong vat khac nhau, bao gdm nhung khong chi giéi han & bo,
tho, dé, chudt nhit, chudt, chudt déng, chudt lang, ctru, chd, meo, khi, tinh tinh, va khi
khong dudi. Do d6, theo mot phwong 4n, khang thé theo sang ché 13 khang thé dong vét
c¢6 via. Cac k¥ thuét vé thé thuc khudn c6 thé duoc sir dung dé phén 14p khang thé ban dau
hodc dé tao ra cac bién thé c6 tinh dic hidu hodc 4i luc bién déi. K§ thuat nhu vy 13 k§

thuat thong thudong va di biét trong linh vuc nay. Theo mot phuong 4n, khang thé dugc
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san sinh boi cac phuong phép tai to hop da biét trong linh vuc nay. Vi du, khang thé tai to
hop co thé duoc san xuét bai gdy nhiém té bao vat chil v6i vecto chira trinh tt ADN mi
héa khang thé. Mot hodc nhiéu vecto c6 thé duge str dung dé gy nhiém trinh tu ADN
biéu hién it nhit mot ving VL va it nhit mot viing VH trong té bao vat chii. Phin mé ta
cu thé vé k¥ thuét tai t6 hop tao ra va san xuét khang thé bao gdm Delves, ANTIBODY
PRODUCTION: ESSENTIAL TECHNICQUES (Wiley, 1997); Shephard, et al,
MONOCLONAL ANTIBODIES (Oxford University Press, 2000); Goding,
MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (Academic Press,
1993); va CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY (John Wiley & Sons, hau hét
duoc xuét ban gin day). Khang thé theo sang ché c6 thé duogc cai bién bang k¥ thuat tai
t6 hop dé 1am ting hidu qua cua khang thé thong qua chirc ning mong muébn. Do do,
cling ndm trong pham vi clia sang ché rang cac khang thé c6 thé dugc cai bién bang cach
thé nho sir dung cac k¥ thuat tai to hop. Thong thudng, viée thé c6 thé 1a thé bao tha. Vi
du, it nhit mot axit amin trong ving hing dinh cia khang thé c6 thé dugc thay thé bang
géc khac nhau. Xem, vi du, patent M¥§ sb 5,624,821, patent M¥ sb 6,194,551, don sang
ché s WO 9958572; va Angal, et al, Mol. Immunol. 30: 105-08 (1993). Viéc cai bién
axit amin bao gdm loai b6, bd sung, va thé axit amin. Trong mdt s6 trudng hop, cac bién
d6i nay duogc thuc hién d& 1am giam cac hoat tinh khong mong muén, vi du, doc tinh t&
bao phu thudc bd thé. Thong thudng, cac khang thé duge danh ddu bang cach ndi, theo
cOng hoa tri hodc khong cong hoa tri, chét tao ra tin hiéu c6 thé phat hién dugc. D3 biét
nhiéu nhan va k¥ thuat lién hop va duoc thong bao siu rong ca trong tai liéu khoa hoc 1an
tai lidu sang ché. Cac khang thé nay c6 thé dugc sang loc dé gin két véi FLT3 binh
thudong hodc khiém loai bo. Xem, vi du, ANTIBODY ENGINEERING: A PRACTICAL
APPROACH (Oxford University Press, 1996). Cac khang thé thich hop c6 hoat tinh sinh
hoc mong mudn c6 thé duogc xac dinh bang cach st dung cac thir nghiém in vitro sau day
bao gdm nhung khong chi giéi han &: qua trinh ting sinh, di chuyén, bam dinh, phat trién
aga mém, tao mach, két ndi t& bao-té bio, chét theo chuong trinh, vin chuyén, truyén tin
hiéu, va c4c thir nghiém in vivo sau ddy nhu @c ché su phat trién ciia khdi u. Cac khang
thé néu trong ban md ta nay ciing c6 thé 13 hitu ich trong cac tmg dung chan doan. Dbi
v6i khang thé bit gitr hodc khong trung hoa, ching c6 thé duge sang loc vé kha ning gin
két véi khang thé dic hiéu ma khong rc ché kha nang gén két v6i thu thé hodc hoat tinh
sinh hoc cua khang nguyén. D6i v6i khang thé trung hoa, cic khang thé nay c6 thé 13 hiru
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ich trong thir nghiém gén két canh tranh. Ching ciing ¢6 thé dugc st dung dé dinh luong
FLT3 hodc thy thé cia né.

Thuét ngit “manh gin két khang nguyén” hoic “manh khang thé” ciia khang thé
(hodc don gian 13 “phan khang thé”), nhur duoc sir dung trong ban mo ta nay, dugc sir
dung trong ban mé ta dé chi mét hodc nhiéu manh cia khang thé FLT3 c6 kha niang gin
két dic hiu v6i khang nguyén (vi du, FLT3 va cac bién thé; xem, Fig.1). Nhén thiy ring
chirc nang gin két voi khang nguyén ciia khang thé ¢ thé dugc thuc hién boi cac manh
ctia khang thé c6 chidu dai ddy du. Vi du vé cic manh gin két bao gdm trong thuat ngi
“manh gin két khang nguyén” ciia khang thé bao gém (i) manh Fab, manh hod tri mot
cAu thanh tir mién Vi, Vi, C va Cyy; (i) méanh F(ab’),, manh hoa tri hai chita hai manh
Fab duoc lién két béi clu nbi disulfua & ving ban 18; (iii) manh Fd ciu thanh tir cic mién
Vy va Cyy; (iv) manh Fv cdu thanh tir cdc mién Vi va Vi clia mét nhanh cta khang thé,
(v) manh dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), dugc ciu thanh tir mién Vy; va
(vi) viing x4c dinh b6 sung phan 1ap (CDR). Hon thé nita, mic du hai mién ctia manh Fv,
Vi va Vg, duge ma héa ddi véi gen riéng 1&, nhung chiing ¢ thé duoc ndi véi nhau, bang
cach sit dung cac phuong phap tai td hop, boi lién két tong hop c6 kha ning tao ra mot
chubi protein trong do cac vung Vi va Vy tao cap dé tao ra cac phan tt hoa tri mét (duoc -
goi la Fv chudi don (scFv); xem vi du, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; va Huston
et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Cac khang thé chudi don nhu
vay ciing duoc du dinh dé bao gdm trong thudt ngit “méanh gin két khang nguyén” cua
khang thé. Cac manh khang thé nay thu dugc bang cach sir dung k¥ thuét théng thuong
da biét d6i voi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay, va cac méanh ndy
duoc sang loc @& sir dung theo cting cach nhu cac khang thé nguyén ven.

Thuat ngtt “Fc”, nhu dugce st dung trong ban md ta nay, dung dé chi ving chura

vang ban 18, c4c mién CH2 va/hodc CH3.

Nhu duge sir dung trong ban md ta ndy, dang bat ky ciia “khang nguyén” cé thé
duoc sir dung dé san xuét khang thé dic hiéu véi FLT3. Do d6, khang nguyén tao ra cé
thé 1a don epitop, da epitop, hodc protein nguyén ven riéng 1é hodc két hop véi mét hodc
nhiéu dugc chit ting cudng tinh sinh mién dich d3 biét trong linh vuc nay. Khang riguyén
tao ra c6 thé 1a protein phan 14p c6 chiéu dai dﬁy dd, protein bé mit té bao (vi dy, tao

mién dich vdi cac té bao duoc gdy nhiém véi it nhat mot phan khang nguyén), hoic
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protein hoa tan (vi du, tao mién dich chi véi phﬁn mién ngoai bao cua protein nay).
Khang nguyén c6 thé duge san sinh trong té bao duoc cai bién di truyén. ADN mi hoa
khang nguyén nay c6 thé 13 ADN cua bd gen hodc khong cia bo gen (vi du, ADN bd
sung) va ma hoa it nhit mot phdn mién ngoai bao. Thudt ngit “phan”, lién quan dén
khang nguyén, duoc sir dung trong ban mé ta dé chi s lugng tdi thiéu axit amin hodc axit
nucleic, néu thich hop, dé tao ra epitop sinh mién dich ciia khang nguyén lién quan. Céc
vecto di truyén bt ky thich hop dé bién nap cac t& bao lién quan c6 thé duoc sir dung,
bao gém nhung khéng chi gii han & vecto clia adenovirut, plasmit, va vecto khong phai
ctia virut, nhu lipit cation. Theo mdt phuong 4n, khang thé cia cac phuong phap va ché
phdm trong ban moé ta nay gin két dic hiéu véi it nhat mot phin mién ngoai bao cua

FLT3 lién quan.

Céc khang thé hodc cac manh gin két khang nguyén ciia né theo sang ché c6 thé
duogc tao ra hodc 1a mot phan cta “hoat chét sinh hoc”. Thuét ngit “hoat chét sinh hoc”
duoc st dung trong ban mé ta dé chi hop chat tng hop hodc cé trong tu nhién duogc gin
két voi khang nguyén va/hodc ting cudng hodc lam trung gian tao ra tac dung sinh hoc
mong mudn dé ting cudng doc td tiéu diét t& bao. Theo mot phuong 4n, cAc manh gin két
thich hop theo sang ché 13 cac manh c6 hoat tinh sinh hoc. Thuét ngit “hoat tinh sinh hoc”
dugce st dung trong ban md ta dé chi khang thé hodc manh khang thé c6 kha ning gin két
epitop ciia khang nguyén mong mudn va truc tiép hozc gian tiép tao ra tic dung sinh hoc.
Tac dung truc tiép bao gbém, nhung khong chi giéi han &, qué trinh diéu hoa, kich thich,
va/ hodc trc ché tin hiéu phat trién, diéu hoa, kich thich, va/ hoic e ché tin hiéu chéng lai
su gy chét theo chuong trinh, diéu hoa, kich thich, va/ hodc rc ché tin hiéu giy chét theo
chwong trinh hodc gdy chét hoai, didu hoa, kich thich, va/ hoic tic ché dot ADCC, va didu
hoa, su kich thich, va/hodc e ché dot CDC.

Ai Iyc gin két cia protein gan két voi khang nguyén dugce xac dinh boi hing sb
lién két (Ka) va hing sé phan ly (Kd) (KD=Kd/Ka). Ai luc gin két nay c6 thé duoc do
bing BIACORE vi du, bang cich bt giir khang thé thir nghiém 1én bé mit nhay cam
duogc bao bdi protein-A va cho FLT3 chay 1én bé mit nay. Theo cach khéc, ai Iuc gin két
c6 thé dugc do béng FORTEBIO, vi du, béng thu thé cia khéng thé thir nghiém duogc bat
gift trén kim tiém duoc phu protein-A va FLT3 chay trén bé mit nay. Ngudi c6 trinh do
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trung binh trong linh vuc nay c6 thé xac dinh cac thir nghiém thich hop khéc da biét trong

linh vuc nay dé do 4i luc gin két.

Thuat ngir “gén két dic hiéu”, nhu duge st dung trong ban md ta nay li€én quan
dén khang nguyén gin két, cac protein c6 nghia 14 protein gin két voi khang nguyén gin
két v6i FLT3 cling nhu mién riéng biét, hoac trinh ty axit amin riéng biét, trong FLT3
khong c6 hodc c6 gin két khong dic hiéu véi cac protein khic (vi du, khong lién quan).
Tuy nhién, thuét ngit ndy khong loai trir thuc té ring cac khang thé hodc cac manh gin
két cua né ciing c6 thé dugc phan ting chéo vé6i cac phan tir lién quan mat thiét. Cac
khang thé va cac manh cta no ciing nhu thé tiép hop khang thé dugc chét chtra cic mién
nay duoc néu trong ban mod ta c6 thé gin két dic hiéu voi FLT3, véi ai luc it nhét gép 2,
5, 10, 50, 100, hodc 1000 1dn so v6i khi ching gan két v&i cac phéan tir lién quan mat
thiét.

Mong muén rang kha ning gin két cua khang thé bét ky trong sd cac khang thé
theo sang ché, bat ké 13 & dang nao, vi du, trong thé tiép hop khang thé dugc chit, véi
FLT3 c6 thé phong bé mot s hoic toan bd FL gin két véi FLT3. Tuy nhién, trong ban
mo ta nay, khéng thé khang FLT3 vé co ban la khong trc ché qua trinh gén két cia FL véi
FLT3. Dé “v& co ban 1a Gc ché” qua trinh gin két, mong mudn m(f)tllutong c6 thé phat
hién du"qc viéc giam kha niang gin két vuot qua muc thay dbi tdi .thiéu; mirc thay dbi nho
vé kha ning gan két vlz‘i tuong dwong voi khong qua lugng gin két t6i thidu nhu mong
mudn trong tuong tic protein protein ngiu nhién hoic trong tuong tic khang thé-khang
nguyén khong ddc hiéu khong dugc bao gdm. Can x4c dinh xem khang thé vé co ban 13
trc ché qua trinh gén két ctia phan tir khic v6i khang nguyén dich cé thé dugc thuc hién
bang cach sir dung thudc do Sinh Iy hodc chirc ning boi cac phuong phap da biét trong
linh vuc nay. Vi du, suAtu'ong tac cia hai protein cé thé dugc do truc tiép trong thir
nghiém gin két vat 1y (vi du, xem Vi du 14, dudi déy), hodc gian tiép théng qua thir
nghiém chirc ndng xac dinh tac dung nguoc cuia qua trinh tuong tac protein, nhu qua trinh
truyén tin hiéu thong qua thu thé hodc tic dung trong té bao tiép theo nhu phat trién hodc
trc ché su phat trién ciia t& bao. Do d6, khang thé khang FLT3 theo séng ché v& co ban 13
khong trc ché qua trinh gin két cia FL véi FLT3 sé& khong 1am gidm déng ké kha ning
gin két cia FL v6i FLT3, va qua trinh dan truyén kha ning gin két cua FL théng qua
FLT3 c6 thé phat hién duoc.
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Céc khang thé “dic hiéu kép” 14 ciing hiru ich trong cac phuong phap va ché phim
theo sang ché. Thuat ngir “khang thé dic hidu kép” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi
khang thé, thuong 13 khang thé don dong, c6 tinh dic hiéu gan két véi it nhét hai epitop
khang nguyén khac nhau. Theo mdt phuong an, cac epitop la tir cing mot khadng nguyén.
Theo mot phuwong an khac, cac epitop la tr hai khang nguyén khac nhau. Cac phuong
phép san Xudt khéng thé dic hiéu kép da biét trong linh vuc nay. Vi du, khang thé dac
hiéu kép c6 thé duoc san sinh tai td hop bang cach st dung qua trinh biéu hién ddng thoi
hai cip chudi né.ng/chuc:)i nhe cia globulin mién dich. Xem, vi du, Milstein et al., Nature
305:537-39 (1983). Theo cach khac, khang thé dic hiéu kép c6 thé dugce tao ra bang cach
st dung lién két hoa hoc. Xem, vi du, Brennan, et al., Science 229:81 (1985). Khang thé
ddc hiéu kép bao gbm manh khang thé dic hiéu kép. Xem, vi du, Hollinger, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-48 (1993), Gruber, et al, J. Immunol. 152:5368 (1994).

Céc khang thé don dong dugc néu trong ban mé ta cu thé bao gdm cac khang thé
“kham” trong d6 mot phan chudi ning va/hodc chudi nhe 13 gidng véi hodc twong ddng
v6i trinh tu twong tng trong cic khang thé c6 ngudn gdc tir loai cu thé hodc thudc nhém
hodc phan nhém khéang thé cu thé, trong khi d6 phan con lai ctia chudi 13 giéng véi hodc
tuong ddng voi trinh tur tuong tmg trong cac khang thé c6 ngudn gbc tir cac loai khac
hodc duge chit nhém hodc phén nhém khéng thé khéc, ciing nhu cic manh ciia cac khang
thé nhu vy, v6i diéu kién ching gin két dic hiéu véi khang nguyén dich va/hoidc c6 hoat
tinh sinh hoc mong muén (patent M¥ sb 4,816,567; va Morrison et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81: 6851-6855 (1984)).

Thuét ngit “bénh ung thu”, “khbi méi tao bt thuong” va “khéi u”, dugc sir dung
thay thé cho nhau va & dang sb it hodic sb nhiéu, dé chi cac té bao trai qua qua trinh bién
nap 4c tinh khién cho chung tao ra bénh Iy d6i v6i co thé vat cha. Cac t& bao bénh ung
thu so cap (tic 13, cac té bio thu duoc & gan vi tri ctia qua trinh bién nap 4c tinh) c6 thé
duoc phan biét mot cach dé dang so vai té bao khong bi bénh ung thu bang k¥ thuat da
biét, dic biét 1a xét nghiém mo. Viéc x4c dinh té bao bénh ung thu, nhu dugc st dung
trong ban md ta nay, khéng nhimng bao gdm té bao bénh ung thu so cdp, ma con bao gdm
té bao bat ky c6 ngudn gbc tir t& bao bénh ung thur 6 tién. Cac té bao niy bao gbém té bao
bénh ung thu di cin, va méi trudng nudi cdy in vitro va cac dong t& bao cé ngudn gde tir

cac t& bao bénh ung thu. Khi vién din t6i loai bénh ung thu thuong biéu hién & dang khoi
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u rén, thi khéi u “c6 thé phat hién dugce v& mat 14m sang” 13 khéi u c6 thé phét hién trén
co s& khdi luong khéi u; vi du, bang cac phuong phap nhu quét CAT, chup MR, tia X,
siéu Am hodc s& nén, va/hodc 14 khéi u c6 thé phat hién do su biéu hién mdt hogc nhiéu
khang nguyén dic hiéu véi bénh ung thu trong mau thu duge tir d6i twong bi bénh. Cac
khéi u c6 thé 13 khéi u tao huyét, vi du, khdi u cia t& bao mau hoic khdi u twong tur, tic
12 khéi u 16ng. Vi du cu thé v& tinh trang bénh trén 14m sang trén co s& khéi u nhu véy
bao gém bénh bach ciu nhu bénh bach cau tiy bao man tinh hodc bénh bach cdu tuy bao
cép tinh; u tuy nhu u da tiy; u baéh huyét va tinh trang bénh tuong tu.

Thuat ngir “dugc chéat diéu tri bénh” duoc stir dung trong ban md ta dé chi toan bd
cac dugc chét tao ra loi ich diéu tri va/hodc c6 hiéu qua diéu tri nhu duge xac dinh trong
ban md ta nay. Duoc chit didu tri bénh c6 thé, vi du, lam dao ngugc, 1am tét hon, lam
thuyén giam, uc ché hoic han ché sy tién trién cta, hodc 1am giam muc do trAm trong,
bénh, réi loan, hodc tinh trang bénh, hodc anh hudéng hodc ca thién hodc lam t6t hon mot
hodc nhiéu triéu chimg cia bénh, nhu bénh ung thu. Dugc chét nay c6 thé 13 dugc chit
gdy doc té bao hoic kim him té bao. Thuat ngit nay bao gdm, nhung khong chi gidi han
&, duge chat hoa tri liéu, dugc chit khang bénh ung thu va “don vi duge chat” nhu dugc

xac dinh trong ban mo ta nay.

Thuat ngit “duoc chit khang bénh ung thu” dugc st dung trong ban mo ta dé chi
toan bo cac dugc chit tao ra loi ich diéu tri va/hodc ¢ hiéu qua didu tri, nhu duge xac

dinh trong ban md ta nay, dé didu tri khdi méi tao bit thudng hodc bénh ung thu.

Theo mét sb phuong an vé thé tiép hop bét ky trong sb thé tiép hop khang thé
duoc chit va duge phim ciia n6 theo sang ché, thé tiép hop khang thé dugc chat nay chira
duoc chit diéu tri bénh, va dugc phém cua no, cling c6 tac dung diéu tri tién bénh ung thu
hodc it nhit mot t€ bao tién bénh ung thu, vi du, ngin ngira su chuyén nhiém 4c tinh vao
té bao bénh ung thu. Theo cac phuong an khéic, mot hodc nhiéu dugc chét khang bénh
ung thu cling c6 tc dung didu tri tién bénh ung thu hoc it nhit mot té bao tién bénh ung
thu, vi dy, ngdn ngtra su chuyén nhiém 4c tinh vao té bao bénh ung thu.

Av12°

Thuédt ngtt “dugc chét hoéa tri liéu” duoc sir dung trong ban md ta dé chi toan bd
hop chit hoa hoc c6 tac dung trc ché su phat trién khéi u. Vi du khong gi6i han vé duoc
chét héa tri liéu bao gdm chét alkyl héa; vi du, mu tac nito, cac hop chét etylenimin va

alkyl sulphonat; cic chét chdng chuyén hoa, vi du, axit folic, chét d6i khang purin hoic
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pyrimidin; chét trc ché su phén bao c6 to, vi du, chét khang tao 6ng nhu alkaloit cta dira
can, auristatin va cac d4n xut cia doc t6 podophyllo; chit khang sinh gay doc té bio; cac
hop chat 1am t6n hai hodc gy anh huéng cho sy biéu hién hozc sao chép ADN, vi du,
chét két dinh rinh ADN nhé; va chit ddi khang thu thé yéu td sinh truéng. Ngoai ra,
duge chét hoa tri liéu bao gdm duoc chit giy doc t& bao (nhu duge xac dinh trong ban
mo ta nay), cc khang thé, phan tir sinh hoc va phan t nhé.

Thuét ngir “hop chit” dugc sir dung trong ban md ta dé chi va bao gdm chinh hop
chét hod hoc, theo cach duoc dé cap rd rang hodc khong, va néu ban mé ta khong chi ra
v rang ring cac dang sau dugc loai trir: dang v6 dinh hinh va dang két tinh ciia hop chit,
bao gém dang da hinh, trong d6 cac dang nay c6 thé 13 mot ph?m cia hén hop hoidc ¢
dang phén 1ap; dang axit tu do va bazo tu do ctia hop chét, 13 dang thong thudong dugc thé
hién trong céu tric theo sang ché; cac chit dong phan cia hop chat, dugc sir dung trong
ban mo ta d& chi cac chat ddng phén di cdu quang hoc, va chat ddng phan hd bién, trong
do cac chét ddng phén di ciu quang hoc bao gém cac chit dong phan d6i anh va céc chat
ddng phan khong dbi quang, chit ddng phan khéng ddi xing va chét déng phan dbi ximg,
va céc chét ddng phén di cu quang hoc bao gém chit ddng phan di ciu quang hoc duoc
phan 14p ciing nhu hdn hop ciia cac chit dong phan di cu quang hoc bao gdm hdn hop
raxemic va khong raxemic; trong d6 chit ddng phén c6 thé & dang phan 1ap hodc & dang
hén hop v6i mét hodc nhiu chit dong phan khac; cac chit ddng vi ctia hop chat, bao
gbdm cac hop chét chira doteri- va triti, va bao gdm cac hop chét chira ddng vi phéng xa,
bao gdm ddng vi phong xa c6 hidu qua diéu tri va chin doan; dang da monome cuia hop
chét, bao gff)m dang dime, trime, v. v..; cac mubi cua hop chét, t6t hon 1a cac mudi duoc
dung, bao gdbm mubi cong axit va mudi cong bazo, bao gdbm cac mubi co ion trai dau hiru
co va ion trai ddu vo co, va bao gdm dang ion ludng tinh, trong d6 néu hop chét dugce lién
két v6i v6i hai hodc nhiéu ion trai d4u, thi hai hodc nhiéu ion trai ddu nay c6 thé 1a gidng
nhau hodc khic nhau; va cac solvat ctia hop chét, bao gém ban solvat, monosolvat,
disolvat, v. v., bao gdm solvat hitu co va solvat v6 co, cic solvat v6 co nay bao gdm
hydrat; trong d6 néu hop chit duge lién két v6i hai hodc nhiéu phan tir dung méi, thi hai
hodic nhidu phéan tr dung méi ndy c6 thé 1a giéng nhau hoic khac nhau. Trong mot sb
truong hop, viée vién dan t6i hop chét theo sang ché bao gdm viéc vién dan rd rang t6i

mdt hodc cac dang néu trén, vi du, cac mudi va/hodc cac solvat; tuy nhién, vi€c vién dan
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nay chi nhim muc dich nhdn manh, ma khéng duoc phén tich theo cach loai trir khac vé

cac dang néu trén.

Thuét nglr “ving xac dinh bd sung”, va “CDR”, da biét trong linh vuc nay dugc st
dung trong ban md ta dé chi trinh tu khéng lién tuc cia axit amin trong ving bién dbi
khang thé, co tinh dic hiéu khang nguyén va i luc gin két. Noi chung, c6 ba (3) CDR
trong mbi ving bién dbi chudi nang (CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3) va ba (3) CDR trong
mdi ving bién d6i chudi nhe (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3).

Doan ranh gidi trinh ty axit amin chinh xac cia CDR nhét dinh ¢6 thé duge x4c
dinh d& dang bang cach sir dung so dd bét ky trong s6 nhidu so dd di biét, bao .g(‘A)m cac
so d0 duoc md ta boi Kabat et al. (1991), “Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (h¢
théng danh sb thu ty “Kabat”), Al-Lazikani et al., (1997) IMB 273,927-948 (hé théng
danh sb tha ty “Chothia”), MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996),
“Antibody-antigen interactions: Contact analysis and binding site topography”,. Mol.
Biol. 262, 732-745.” (hé théng danh s tht tu “Contact”), Lefranc MP et al., “EVIGT
unique numbering for immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig
superfamily V-like domains”, Dev Comp Immunol, 2003 Jan;27(1):55-77 (hé théng danh
s6 thtr tu “IMGT”), va Honegger A and Pliickthun A, “Yet another numbering scheme -
for immunoglobulin variable domains: an automatic modeling and analysis tool”, J Mol

Biol, 2001 Jun 8;309(3):657-70, (hé théng danh sb thir tw AHo).

Doan ranh gi6i cia CDR nhét dinh c6 thé thay ddi tiry thudc vao hé théng danh sé-
th ty da st dung dé nhan biét. Vi du, hé théng danh sd tht tu Kabat dugce dwa trén sy
sép hang vé céu truc, trong khi d6 hé théng danh sb thir tu Chothia dugc dua trén thong
tin cu trac. Viéc danh sb ca hé théng d4nh sb thir ty Kabat 13n hé thdng danh sé tht tu
Chothia dugc dua trén chiéu dai trinh tu phé bién nhét cia ving khang thé, véi cac doan
cai xen dugc 1am phu hop boi cac chir céi cai xen, vi du, “30a”, va doan loai bod xuAt hién
trong mot ) khéang thé. Hai hé théng danh sb tht tu dit & cac doan cai xen va loai bd
(“doan xen/loai bd”) nhit dinh & cac vi tri khac nhau, ddn dén cach dénh s khac nhau.
Hé théng danh sb thir ty Contact dugc trén co s& phan tich cdu tric tinh thé phirc tap va
tuong tr & nhiéu khia canh lién quan dén hé thdng danh s thir tr Chothia danh sb. Bang
V duéi day liét ké cac vi tri CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 va CDR-HI, CDR-H2, CDR-H3
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nhu duge x4c dinh 1an lugt boi cac hé théng danh sé thir tu Kabat, Chothia, va Contact.
Déi véi CDR-HI, viée danh sb gbc duge 1iét ké bang cach sir dung ca hé théng danh sb
thir tw Kabat 14n Chothia.

Do d6, trir khi ¢6 quy dinh cu thé, thuat ngit “CDR” va “viing xac dinh bd sung”
ctia khang thé nhit dinh hogc ving ctia no, nhu ving bién ddi, cling nhu cac CDR riéng
€ (vi du, “CDR-HI, CDR-H2) cua khéang thé hodc ving cta né, can duge hiéu 13 bao
gdm ving xac dinh bd sung nhu duge xac dinh boi so d6 bét ky trong s6 cac so dd da biét
dugc néu trong néu trén. Trong mot sd trudng hop, so d6 nhan biét CDR cu thé hoic cac
CDR dugc md ta cu thé, nhu CDR nhu duogc xac dinh bsi cac phuong phap Kabat,
Chothia, hoac Contact. Trong cac truong hop ndy, trinh tu axit amin cuAthé cua CDR

dugc dua ra. Xem, vi du Bang V.

Thuét ngit “doan thé bao thi” duge sir dung trong ban md ta dé chi doan thé céac
axit amin va/hoac trinh tu axit amin da biét boi nguoi c6 trinh do trung binh trong linh
vuc nay va c6 thé tao ra thong thudng ma khong 1am bién ddi hoat tinh sinh hoc ciia phan
tir thu duoe. Nguoi ¢o trinh d§ trung binh trong linh vuc nay nhin thdy rang néi chung,
doan thé mot axit amin trong viung khong thiét yéu cua polypeptit vé co ban 13 khong lam
bién ddi hoat tinh sinh hoc (xem, vi du, Watson, et al, MOLECULAR BIOLOGY OF
THE GENE, The Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4th Edition 1987)). Tét hon,
néu 12 doan thé cu thé nhu vay dugc tao ra theo cc cach néu trong Bang II va Bang I1I(a-
b). Vi du, cac thay d6i nhu vay bao gdm thé bét ky trong sb isoleuxin (I), valin (V), va
leuxin (L) bing axit amin bat ky khéc trong sé céc axit amin ky nuéc ndy; axit aspartic
(D) bang axit glutamic (E) va nguoc lai; glutamin (Q) bang asparagin (N) va nguoc lai;
va serin (S) bang threonin (T) va nguoc lai. Cac doan thé khac ciing c6 thé dugce xem 1a
béao thu, tuy thudc vao moi trudng cua axit amin cu thé va vai trd clia n6 trong céu tric
protein ba chiéu. Vi du, glyxin (G) va alanin (A) c6 thé thuong duge st dung thay cho
nhau, nhu alanin (A) va valin (V). Methionin (M), 14 trong dbi ky nudc, c6 thé thuong
thay cho leuxin va isoleuxin, va doi khi béng valin. Lysin (K) va arginin (R) c6 thé -
thuong dugc st dung thay cho nhau & cac vi tri trong d6 dac diém dang ké cua gdc axit
amin 1 dién tich cia né va pK phén biét cua hai gbc axit amin nay khong cé ¥ nghia
déng ké. Su thay dbi khac nira c6 thé duge xem 13 “bao thi” & méi trudong cu thé (xem, vi

du Bang 111(a) trong ban mo ta nay; trang 13-15 “Biochemistry” 2nd ED. Lubert Stryer
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ed (Truong dai hoc Stanford); Henikoff et al, PNAS 1992 Vol 89 10915-10919; Lei et al,
J Biol Chem 1995 Can 19; 270(20): 11882-6). Cac doan thé khac ciing dugce phép va c6
thé duoc x4c dinh theo kinh nghiém hodc theo cic doan thé bao thu d3 biét.

Thuét ngit “duoc chét gay doc té bao” duge sir dung trong ban md ta dé chi chit
¢6 tac dung trc ché hodc ngin ngira hoat tinh biéu hién cia cac té bao, chirc néng cua cac
t€ bao va/hodc 1am pha huy cac té bao. Thuét ngit nay duge du dinh dé bao gdm céc dong
vi phéng xa, dugc chét hoa tri lidu, va doc té nhur ddc t& phan tir nhd hodc doc t6 c6 hoat
tinh enzym cua vi khuén, nam, c6 ngué)n géc thuc vat hodc dong vat, bao gff)m cac manh
va/hodc céc bién thé cua no. Vi du vé duge chit giy doc té bio bao gdm, nhung khong
chi gidi han ¢ auristatin (vi duy, auristatin E, auristatin F, MMAE va MMAF), auromycin,
maytansinoid, rixin, rixin A-chain, combrestatin, duocarmycin, dolastatin, doxorubixin,
daunorubicin, taxol, xisplatin, ccl065, ethidi bromua, mitomycin, etoposide, tenoposide,
vincristine, vinblastine, colchicine, dihydroxy anthracin dione, actinomycin, dfc td gay
bénh bach hiu, ngoai doc té Pseudomonas (PE) A, PE40, abrin, chudi abrin A, chudi
modeccin A, alpha-sarcin, gelonin, mitogellin, retstrictocin, phenomycin, enomycin,
curixin, crotin, calicheamicin, chit &c ché Sapaonaria officinalis, va glucocorticoit va
duge chit hoa tri liéu khac, ciing nhu cac déng vi phong xa nhu X Ll iU 'S
Rel%, Re'® Sm'>, Bi*!? hoic 2" , P32, cac d@)ng vi phong xa ctia Lu bao gém Lu'” va

doc t6 theo sang ché dugc thé hién 1a AGD-0182.

Céc khang thé, bao gdm cac khang thé theo sang ché, ciing c6 thé dugc tiép hop
v6i dugce chit gdy doc té bao bat ky trong s6 duoc chéit gdy doc té bao néu trén va ciing
duoc tiép hop v6i enzym c6 hoat tinh tién dugc chat khang bénh ung thu ¢ kha ning

chuyén hoa tién dugc chit thanh dang hoat tinh cia né.

Thuét ngit “khang thé kép” dugc sir dung trong ban md ta dé chi manh khang thé
- nhd ¢6 hai vi tri gin két v6i khang nguyén, ma cac manh ndy bao gdm mién bién d6i
chudi niang (Vi) duoc ndi voi mién bién ddi chudi nhe (Vi) trong cing mot chudi
polypeptit (Vy-Vy). Bing cach sir dung lién két qua ngén dé cho phép cip doi giira hai
mién trén cing mot chudi, cic mién nay phai duoc cip ddi v6i cac mién bd sung cia
chudi khéc va tao ra hai vi tri gin két v6i khang nguyén. Khang thé kép dugc mé ta day
dd hon trong, vi du, EP 404,097; WO 93/11161; va Hollinger et al, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:6444-48 (1993).
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Thuét ngft “lam suy yéu” lién quan dén mirc dd anh hudng cia duge chat gin két
FLT3 trén cac té bio bidu hién FLT3, dugc sit dung trong ban mé ta dé chi viéc giam vé
s6 luong hodc viée loai trir cac té bao biéu hién FLT3. Nham muc dich sang ché, FLT3,
a.k.a., Fms tvong tu thu thé tyrosin kinaza 3, con goi 1a Flk2 (kinaza 2 cta gan trong bao
thai), STK1 (tyrosin kinaza 1 ctia té bao gbc) va CD135, 13 thanh phén ctia tyrosin kinaza
ciia thy thé loai IIT (RTK). FLT3 ngudi mi héa RTK ciia 993 axit amin, bao gdm thu thé
gin két v6i mang c6 nam mién ngoai bao tuong tu globulin mién dich va hai mién tyrosin
kinaza néi bao (TKD) duoc lién két boi mién xen kinaza (Stirewalt D L et al; Nat Rev
Cancer; 650-665(2003). Gen FLT3 ngudi (Gene ID No.: 2322 (National Center for
Biotechnology Information)) dugc nim & nhiém sc thé 13q12 va c6 dd twong ddng trinh
tu axit amin 12 85% so v6i FLT3 ciia chuot nhét (Rosnet O et al; Gen gay bénh ung thu 8:
173- 179 (1993). FLT3 duoc bidu hién trong tity bao khoe manh va té bao lympho t6 tién
va béi cac té bao bach cAu cua 70-90% dbi tuong bi bénh bi AML (Carow, C.E et al;
Blood 87: 1089-1096 (1996); Rosnet O et al; Leukemia 10:238-248 (1996) va ca & bénh
ALL.

Thuét ngit “san phim gen” dugc st dung trong ban md té nay dé chi peptit/protein
hozic ARN théng tin. Vi du, “san phim gen theo sang ché” d6i khi duoc goi trong ban mo
ta nay 13 “irinh ty axit amin gdy bénh ung thu”, “protein gay bénh ung thu”, “protein cua
bénh ung thu dugc néu trong bang I, “ARN thong tin gdy bénh ung thu”, “ARN thong
tin ciia bénh ung thu dugc néu trong bang 17, v. v... Theo mot phuong an, protein gay
bénh ung thu dugc ma héa béi axit nucleic & Fig.1. Protein gdy bénh ung thu c6 thé 1a
manh, hodc theo cach khac, 1a protein cd chiéu dai déy du duoc ma hoa badi axit nucleic &
Fig.1. Theo mdt phuong an, trinh tu axit amin gdy bénh ung thu dugc st dung dé xac
dinh do twong ddng hoic tuong tu vé trinh tu. Theo mdt phuong 4n khéc, cé4c trinh tu 13
cac bién thé alen c6 trong tw nhién cta protein dugc ma hoa béi axit nucleic ¢ Fig.1.
Theo mot phuong an khéc, cac trinh tu la cac bién thé trinh ty nhu duoc néu tiép trong
ban mo ta.

Céc khang thé “tiép hop khéc loai” 14 hitu ich trong cdc phuong phéap va ché phdm
theo sang ché. Thuét ngit “khang thé tiép hop khac loai” duge st dung trong ban md ta dé
chi hai khéng thé duoc lién két cong hoa tri. Cac khang thé nhu vay c6 thé dugc tao ra

-27-



35520

bang cach sir dung céc phuong phép da biét trong linh vuc téng hop hoa hoc protein, bao
gdm sir dung duoc chit tao lién két ngang. Xem, vi du, patent M§ 56 4,676,980.

Thuét ngir “thé twong ddng” dugc st dung trong ban mo ta dé chi phan tir ¢ tinh
trong ddng v6i phan tir khac, bang cach vi du, c6 trinh tu clia cic gbc hoa hoc gidng hodc

tuong tu & céc vi tri tuong ung.

Thuat ngir “twong ddng” hodc “dd tuwong dong trinh tu” dugc sit dung trong ban
md ta dé chi mirc d6 twong ddng giira hai axit nucleic hodc hai trinh trr axit amin khi

dugc sap hang t6i vu va dugc so sanh véi cac doan cai xen hodc doan loai bo thich hop.

“Ty 1é twong dong” gitta hai trinh tw 13 ham sb cua s vi tri tuong ddng cung ¢
mit trong cac trinh tu (tic 13, % twong ddng=sb vi tri twong dong/téng sb vi tri nhan
100), 1ién quan dén sé khe, va do dai cta ciia mdi khe, dugc dua vao dé sip hang toi uu
hai trinh tu. Viéc so sanh trinh tu va xac dinh ty 1€ tuong déng gitra hai trinh tu cé thé

duoc thuc hién béng cach str dung thudt toan, nhu duge mo ta dudi day.

Ty 18 twong dong giita hai trinh tr nucleotit cé thé dugc xac dinh bang cach sir
dung chuong trinh GAP trong gdbi phin mém GCG, bang cach st dung -ma trin
NWSgapdna.CMP va trong luong khodng tréng 1a 40, 50, 60, 70, hodc 80 va trong luong
daila 1,2, 3, 4, 5, hoic 6. Ty 1é tuong ddng giita hai trinh tu nucleotit hodc trinh tir axit
amin ciling c6 thé duoc xac dinh bing cach s dung thuit todn clia Meyers, et al.,
Comput. Appi. Biosci., 4: 11-17 (1988), da dugc dua vao trong chuong trinh ALIGN
(phién ban 2.0), str dung bang gbc trong lugng PAM120, diém phat chiéu dai khoang
tréng 14 12 va diém phat khoang tréng 13 4. Ngoai ra, ty 1é twong dong gitra hai trinh tur
axit amin c6 thé dugc x4c dinh bang cach sir dung thuat toan néu trong Needleman, et al.,
J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970) dugc dua vao trong chuong trinh GAP trong géi phan
mém GCG, sir dung ma tran Blossum 62 hodc ma trdin PAM250, va trong lugng khoang
tréng la 16, 14,12, 10, 8, 6, hodc 4 va trong lugng daila 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6.

Bang cach minh hoa, trinh tu polynucleotit c6 thé 13 tuong dong véi trinh tur
polynucleotit tham chiéu c6 do trong ddng 12 100% so véi trinh tu tham chiéu, hodc n6
c6 thé bao gdm t6i sé nguyén nucleotit bién dbi nhét dinh khi dugc so sanh véi trinh tu
tham chiéu, nhu d6 twong ddng it nhat 13 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, hoic 99%. Su
thay dbi nay dugc chon tir it nhit mot doan loai bo, thé nucleotit, bao gbébm doan dong

hoén va di hoan, hodc doan cai xen, va trong dé cac bién doi nay co6 thé xay ra ¢ vi tri tdn
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cung 5’ hodc 3’ cua trinh tu nucleotit tham chiéu hodc vi tri bat ky nam giita cac vi tri tin
cing d6, nim rai rac riéng 1& trong s cac nucleotit trong trinh ty tham chiéu hoic trong
mdt hodc nhidu nhém lién k& trong trinh ty tham chiéu. S6 lugng doan bién déi nucleotit
duoc x4c dinh bing cach nhan téng sb nucleotit trong trinh tu polynucleotit tham chiéu
nhu dugc néu trong ban md ta véi ty 18 tuong dong twong tng (d3 dugc chia cho 100) va
frir két qua ndy cho tdng s6 nucleotit trong trinh tw polynucleotit tham chiéu, hoic:
IMMMﬂmquwhm@&m@nnmgdémwhn&%dwnm&ﬁ&nmkmmx&mnm
téng s nucleotit trong trinh tw polynucleotit tham chiéu nhu duoc néu trong ban md ta
(xem axit nucleic trinh ty trong “Danh muc trinh ty” d6i v6i trinh tu polynucleotit tham
chiéu cu thd), va y bang 0,50 dbi véi 50%, 0,60 ddi véi 60%, 0,70 ddi véi 70%, 0,75 dbi
v6i 75%, 0,80 déi v6i 80%, 0,85 di v6i 85%, 0,90 dbi véi 90%, 0,95 dbi véi 95%, 0,98
dbi véi 98%, 0,99 dbi véi 99% hoidc 1,00 ddi v6i 100%, 14 ky hiéu clia toan tir nhén, va
trong d6 két qua khong phai sb nguyén bit ky ctia x.sub.n va y dugc lam tron xubng sd
nguy&lg&1nhétuuéckhiuﬁluﬁvéixsubJL

Tuong ty, trinh tu polypeptit c6 thé 13 twong dong véi trinh tw polypeptit tham
chiéu nhu duge néu trong ban mo ta (xem trinh ty axit amin trong “Danh muc trinh tu”
d6i v6i trinh tu polypeptit tham chiéu cu thé), véi do twong ddng 1a 100%, hodc né cé thé
bao gdm 1én t6i sb nguyén nhat dinh ctia doan bién d6i axit amin nhu duoc so sanh véi
trinh ty tham chiéu sao cho % twong ddng nhé hon 100%, nhu % tuong ddng it nhat 1a
50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, hodc 99%. Su thay dbi nay dugc chon tr nhdm bao
gém it nhAt mot doan loai bo, thé axit amin deletion, bao gdbm doan thé bao thu va khong
bao thu, hoac doan cai xen, va trong do6 cac bién d6i nay c6 thé xay ra & vi tri tdn cung
amino hodc carboxy cua trinh tu polypeptit tham chiéu hoic vi tri bét ky nam gitta cac vi
tri t4n cing d6, dwgc ndm rai rac riéng & trong s6 c4 axit amin trong trinh ty tham chiéu
hodc trong mdt hodc nhiéu nhém lién ké trong trinh tu tham chiéu. Sé lugng doan axit
amin bién déi dbi véi % twong ddng nhit dinh duge xac dinh bang cach nhan tong so axit
amin trong trinh tu polypeptit dugc ma hda bai trinh tu polypeptit tham chiéu véi sb ty 18
tuong ddng twong tmg (dd dugc chia cho 100) va sau d6 14y két qua nay trir cho tong sd
axit amin nay trong trinh tr polypeptit tham chiéu nhu duge néu trong ban md ta (xem, vi
du SEQ ID NO.1-21), hoiac: n.sub.a.ltoreq.x.sub.a-(x.sub.ay), trong d6 n.sub.a la s6 doan
axit amin bién ddi, x.sub.a 14 téng sb axit amin trong trinh tu polypeptit tham chiéu, va y

bang 0,50 di v&i 50%, 0,60 dbi véi 60%, 0,70 ddi véi 70%, 0,75 dbi véi 75%, 0,80 dbi
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v6i 80%, 0,85 dbi voi 85%, 0,90 ddi véi 90%, 0,95 dbi véi 95%, 0,98 ddi véi 98%, 0,99
dbi v6i 99%, hodc 1,00 ddi voi 100%, 1a ky hidu cta toan t nhan, va trong d6 két qua
khong phai s nguyén bit ky ctia x.sub.a va y dugc 1am tron xubng s6 nguyén gan nhit

trude khi trir nd cho x.sub.a.

Ty 1€ tuong déng ¢ thé duogc xac dinh theo dd dai cta trinh tw. Nhu duogc xéc
dinh thuat ngit “lén hon 75% tuong déng” bao g@)m 16n hon 75%, 80%, 85%, 95% va
99% twong ddng ciling nhu toan bd tri s6 riéng 18, va khoang phu riéng 1&, clng véi

khoang nay.

Theo mét phuong 4n, khang thé theo sang ché 1a “khang thé ciia ngudi”. Thuat
ngit “khang thé ctia ngudi” duge st dung trong ban md ta dé chi khang thé trong do6 vé co
ban toan bo trinh tu ciia chudi nhe va trinh tu ctia chudi ning, bao gém vung xac dinh )
sung (CDR), 1a tir gen nguoi. Theo mdt phuong 4n, cac khang thé don dong cua ngudi
duoc tao ra bdi k¥ thuét trioma, k¥ thuat té bao B cua nguoi (xem, vi du, Kozbor, et al,
Immunol. Today 4: 72 (1983), k¥ thuét bién nap EBV (xem, vi du, Cole et al.
Monoclonal antibodies and cancer therapy 77-96 (1985)), hodc st dung k¥ thuat biéu
hién thé thuc khuén (xem, vi du, Marks et al, J. Mol. Biol. 222:581 (1991)). Theo phuong
4n cu thé, khang thé cta ngudi duge tao ra trong chudt chuyén gen. K¥ thuit tao ra cac
khéng thé ciia ngudi mot phdn hodc diy du nhu vay di biét trong linh vuc ndy va k¥ thuat
bét ky nhu Véy c¢6 thé dugc str dung. Theo mdt phuong 4n duge uu tién dic biét, trinh tu
cua khang thé hoan toan cta ngudi dugc tao ra trong chudt chuyén gen dugc tao ra béng
ky thuat di truyén dé biéu hién gen khang thé cta chudi ning va chudi nhe ctia ngudoi.
Viéc md ta cu thd dé chuln bi chudt nhit chuyén gen san sinh cac khang thé ciia nguoi
dugc tim thdy don s WO 02/43478 va Patent My s6 6,657,103 (Abgenix) va con chau
cua h(’). Céc té bao B tir chudt nhit chuyén gen san sinh khang thé mong mudn sau d6 c6
thé dugc ngung tu dé tao ra dong té bao lai dé san sinh lién tuc khang thé. Xem, vi du,
cac Patent M§ sb 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016; va 5,545,806; va
Jakobovits, Adv. Drug Del. Rev. 31:33-42 (1998); Green, et al, J. Exp. Med. 188:483-95
(1998).

Thuét ngit “khang thé dugc 1am gidng nhu khing thé ciia nguoi” duoc sir dung
trong ban mo ta dé chi cic dang khang thé chira trinh tu tir khang thé khong phai cia

ngudi (vi dy, lodi gim nhém) ciing nhu c4c khang thé ciia ngudi. Cac khang thé nhu vay
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12 khang thé kham chira trinh tr t6i thiéu c6 ngudn gdc tir globulin mién dich khong phai
clia ngudi. N6i chung, khang thé duoc lam gibng nhu khang thé ctia ngudi bao gdm vé co
ban 12 toan bd trong s6 it nhit mot, va thong thuong hai, mién bién ddi, trong d6 toan bo
hodc vé co ban 14 toan bd vong siéu bién tuong tng véi mién ctia globulin mién dich
khong phai ctia ngudi va toan bd hodc vé co ban 13 toan bo ving FR 14 ving cta trinh tu
globulin mién dich cta ngudi. Khang thé dugc 1am giéng nhu khéng thé cta ngudi
thuong ciing bao gdm it nhit mot phan ving hiang dinh cia globulin mién dich (Fc),
thuong cta globulin mién dich ctia nguoi. Xem vi du, patent My s6 Cabilly 4,816,567;
Queen et al. (1989) Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 86: 10029-10033; and antibody
engineering: A PRACTICAL APPROACH (Oxford University Press 1996).

Thuat ngir “tc ché” hoac “su tc ché” nhu duoc st dung trong ban mo ta nay co
: y

nghia 1a sy giam lugng do dugc, hodc dé€ ngédn nglra hoan toan.

Thuét ngit “phan 14p” hodc “tinh khiét v& mat sinh hoc” dé chi nguyén lidu vé co
béan 12 hodc vé co ban khong chira cac thanh phan thudng di cling nguyén liéu nhu dugc
tim thdy & trang thai tw nhién cia n6. Do dé, peptit phan 1ap theo sang ché t6t hon 1a
khong chtra cdc nguyén li¢u thuong di cing véi peptit trong mdi truong tai chd cta

AR

ching. Vi du, polynucleotit dugc goi 1a “phan 1ap” khi nd vé co ban dugc tach khoi
polynucleotit tap tuong tng hodc bd sung véi cac gen khong phai 1a gen FLT3 hodc ma
hoéa polypeptit khéng phai san phdm gen FLT3 hodc cic manh cla né. Ngudi ¢6 trinh do
trung binh trong linh vuc niy c6 thé ding phuong phéap phéan 1ap axit nucleic mot cach dé
dang @& thu dugc polynucleotit FLT3 phan 14p. Protein dugc goi l1a “phén 14p”, vi du, khi
cac phuong phap vt ly, co hoc hodc phuong phép hoa hoc duoc str dung dé loai bo cac
protein FLT3 ra khoi thénh phin té bao thudong dugc lién két véi protein. Ngudi ¢ trinh
do trung binh trong linh vuc nay c6 thé ding cic phuong phap tinh ché tiéu chuin mot
cach d& dang dé thu dugc protein FLT3 phan lap. Theo cach khac, protein phan 1ap c6 thé
dugc tao ra bang cach phuong phap hoéa hoc.

“Nhan” thich hop bao gdm nuclit phong xa, enzym, chét, ddng yéu td, chét trc ché,
gbc phat huynh quang, gbc phat huynh quang héa hoc, hat tir tinh, va chét tuong tu. Cac
patent boc 10 vi€c st dung cac nhdn nay bao gbdm céc Patent My s6 3,817,837; 3,850,752;
3,939,350; 3,996,345; 4,277,437; 4,275,149; va 4,366,241. Ngoai ra, cac khang thé theo
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sang ché c6 thé 13 hitu ich 1am thanh phan gin két v&i khang nguyén cia thé flo. Xem vi

du, Zeytun et al., Nat. Biotechnol. 21 : 1473-79 (2003).

Thuét ngit “ddng vat c6 vi” dugc st dung trong ban mo ta dé chi sinh vat bét ky
dugc phéan loai thanh dong vat c6 vu, bao gém chudt nhit, chudt, thd, chd, méo, bo, ngua
va nguoi. Theo mot phuong 4n theo sang ché, dong vat c6 vi 13 chudt nhét. Theo mét

phuong an khac cua sang che, dong vit c6 vu la nguoi.

Thuit ngir “bénh ung thu di can” va “bénh di can” c6 nghia l1a bénh ung thu da lan
tran dén cac u bach huyét tai chd hoic t6i vi tri xa hon, va bao gém bénh & giai doan D

theo hé théng AUA va giai doan TxNxM+ theo hé théng TNM.

r
A2

Thuat nglr “dugc cai bién”, nhu dugce st dung trong ban mo ta nay dé chi su co
mat cua céc thay déi vé axit amin tu nhién, axit amin khdng c6 trong tu nhién, polypeptit
ctia axit amin ty nhién hodc polypéptit cua axit amin khong c6 trong tu nhién. Cac thay
dbi, hodc cai bién nhu vay, c6 thé thu duoc bang cach ci bién tong hop sau ctia axit amin
tu nhién, axit amin khdng c6 trong tu nhién, polypeptit cua axit amin tu nhién hodc
polypeptit cuia axit amin khong c6 trong tu nhién, hodc bang cach dich mi ddng thoi,
hodic bang cach cai bién sau dich mi axit amin tu nhién, axit amin khoéng c6 trong tu
nhién, polypeptit cla axit amin tu nhién hodc polypeptit cla axit amin khong c6 trong tu
nhién.

Thuit ngit “chat diéu hoa” hoic “hop chét thir nghi€ém” hodc “dugc chét chon loc”
hoic dang twrong dwong vé ngit phap nhu dugc st dung trong ban mo ta ndy mé ta phan
ttr bat ky, vi du, protein, oligopeptit, phan tir hitu co nhd, polysacarit, polynucleotit, v.
v..., ¢in dugc thir nghiém dé thay ddi truc tiép hodc gian tiép phenotip bénh ung thu hoic
su biéu hién cua trinh tu bénh ung thu, vi dy, trinh tu axit nucleic hodc protein, hodc tac
dung cta trinh tr bénh ung thu (vi du, su dan truyén, su biéu hién gen, qua trinh twong
tac protein, v. v.). Theo mot khia canh, chit diéu hoa s& trung hoa tac dung ciia protein
gay bénh ung thu theo sang ché. “Trung hoa” c6 nghia 13 hoat tinh cta protein bi trc ché
hoic phong bé, cing véi tic dung tac dung tiép theo trén t& bao. Theo mét khia canh
khac, chét diéu hoa s& trung hoa tac dung ciia gen, va protein twong g clia né, theo sang
ché bang cach chudn hoa ndng do protein nay. Theo cac phuong 4n duge wu tién, cac chét ,
diéu hoa thay dbi profin biéu hién, hoic profin biéu hién cia axit nucleic hoic protein

theo sang ché, hoic con dudng tac dong ngugc chidu. Theo mot phuong 4n, chat didu hoa
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kim him phenotip bénh ung thu, vi du, thanh diu tay mé khée manh. Theo mot phuong
4n khac, chit diéu hoa cam tmg phenotip bénh ung thu. Néi chung, nhiéu hdn hop thir
nghiém duogc thuc hién song song véi cac néng d6 dugc chét khac nhau dé thu duoc dap
tng khac nhau v6i cac ndng dd khac nhau. Thong thuong, mét trong sb cac ndng do nay

dong vai trd 1a ndng do dbi ching 4m, nghia 13, & ndng d6 0 hoic dudi mirc phat hién.

Céac chét diéu hoa, duge chit chon loc, hodc hop chét tht nghi€ém bao gém nhiéu
nhém héa hoc, mic du théng thudng ching 13 cac phan tir hiru co, tt hon 1a hop chét
hiru co nhd c6 phan tir lugng 16n hon 100 va nhé hon khoang 2.500 Dalton. Tét hon, néu
phan t nho nho hon 2000, hodc nhé hon 1500 hodc nhé hon 1000 hodc nhé hon 500 D.
Céc duge chit chon loc bao gém cic nhém chic can thiét cho su tuong tac cAu tric voi
c4c protein, ddc biét 1a gdc lién két hydro, va thong thuong bao gdm it nhit nhém amin,
carbonyl, hydroxyl hoidc carboxyl, tot hon 12 it nhit hai trong s6 nhém chirc héa hoc. Cac
dugc chét chon loc thuong bao gém cAu tric cacbon vong hoac di vong va’/hoac thom
hoic cu tric da vong thom dugc thé bang mot hodc nhiéu nhém chirc néu trén. Céc chét
didu hoa ciing bao gdm cac phan tir sinh hoc nhu peptit, sacarit, axit béo, xteroit, purin,
pyrimidin, cac dan xuat, cac chét tuong tu vé céu trac hodc dang két hop cua né. Dic biét
duge wu tién 13 cac peptit. Mot nhém chét didu hoa 12 peptit, vi du 1a khoang tir nam dén
35 axit amin, khodng tir nam dén 20 axit amin duogc uvu tién, va khoang tir 7 dén 15 dic
biét duge wu tién. Tét hon, néu protein diéu hoa bénh ung thu hoa tan duogc, bao gém
vung khdng xuyén mang, va/hoic, co Xys tan cung N dé hd trg qua trinh hoa tan. Theo
mot phuong an, ddu tan ciing C ctia manh nay duoc giit & dang axit tw do va dau tan cing
N 13 amin tr do dé hd trg qua trinh ghép cip, nghia 13, v6i xystein. Theo mot phuong an,
protein gdy bénh ung thu theo sang ché duogc tiép hop véi duge chat tao mién dich nhu
dugc néu trong ban md ta nay. Theo mdt phuwong 4n, protein gay bénh ung thu dugc tiép
hop véi BSA. Peptit theo sang ché, vi du, c6 chiéu dai duoc wu tién, c6 thé dugc lién két
v6i nhau hodic v6i axit amin khac dé tao ra peptit/protein dai hon. Cac peptit diéu hoa c6
thé tiéu duoc protein c6 trong tw nhién nhu dwgc néu trén, peptit ngiu nhién, hodc peptit
ngiu nhién “khéng dbi ximg”. Theo mdt phwong an dugc wu tién, cac chét diéu hoa trén
co s& peptit/protein 1a cac khang thé, va cac manh cua nd, nhu dugc xac dinh trong ban

mo ta nay.
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Thuat ngit “khang thé don dong” duge st dung trong ban mo ta nay dé chi khang
thé thu dugc tir quan thé khang thé vé co ban 13 dong nhat, nghia 13, cic khang thé riéng
1& chira quin thé twong ddng ngoai trir cac dot bién c6 trong tu nhién cd thé c6 mit véi
lugng nhd. Céc khang thé don dong nay c6 tinh ddc hiéu cao, tryc tiép khang mot epitop
khang nguyén. Trai lai, ché phdm khang thé (da dong) thong thudng thudng bao gém vo
s6 khang thé hudng truc tiép t6i (hodc dic hiéu v6i) cac epitop khac nhau. Theo mot
phwong 4n, khang thé da dong chira nhiéu khang thé don dong c6 tinh dic hiéu epitop, ai
luc hoic ai luc khac nhau trong mdt khang nguyén chira nhiéu epitop khang nguyén; Chét
ci bién “don dong” chi ra dic diém cta khang thé nhu thu dugc tir quan thé khang thé vé
co ban 13 ddng nhit, va khong duoc coi 12 yéu ciu san sinh khang thé theo phuong phap
cu thé bat k. Vi du, cac khang thé don dong da sir dung theo sang ché c6 thé dugc tao ra
bdi phuong phép lai da duge mo ta trude tién bdi Kohler et ah, Nature 256: 495 (1975),
hoic c6 thé tao ra bdi phuong phap ADN téi td hop (xem, vi du, patent M s6 4,816,567).
“Céc khang thé don dong” ciing c6 thé dugc tach ta tir thu vién khang thé thé thuc khuén
bang cach st dung k¥ thuat duoc mod ta trong Clackson et ah, Nature 352: 624-628 (1991)
va Marks et ah, J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), ching han. Cac khang thé nay don
dong thudng gén két voi it nhat Kd khoang 1 uM, phd bién hon 14 it nhit khoang 300
nM, thong thudng it nhit khoang 30 nM, t&t hon 13 it nhit khoang 10 nM, t&t hon nita 1a
it nhét khoang 3 nM hodc 16n hon, thuong dugce xac dinh béi ELISA. |

Thuét ngit “khang thé don dong” dugc sir dung trong ban md ta nay dé chi khang
thé thu duoc tir quan thé khang thé vé co ban 1a déng nhat, nghia 13, cac khang thé riéng
1& chita quan thé twong ddng ngoai trir cac ddt bién c6 trong tur nhién c6 thé ¢6 mat véi
luong nhé. Cac khang thé don dong c6 tinh dic hiéu cao, huéng truc tiép t6i mét epitop
khang nguyén. Trai lai, ché phdm khang thé (da dong) théng thuong thudng bao gbm vo
s6 khang thé hudng truc tiép tdi (hodc dic hidu véi) cic epitop khac nhau. Theo mot
phwong 4n, khang thé da dong chira nhiéu khang thé don dong c6 tinh dic hiéu epitop, 4i
luc hoidc 4i luc khac nhau véi mot khang nguyén chira nhidu epitop khang nguyén. Chat
c4i bién “don dong” thé hién dic diém cta khang thé nhu thu dugc tir quan thé khang thé
vé co ban 1a déng nhét, va khong dugc coi 1a can thiét cho viéc san sinh khang thé theo
phuong phép cu thé. Vi du, cac khang thé don dong can dung theo sang ché c6 thé duoc
tao ra bing phuong phap lai trude tién dugc md ta boi Kohler et ah, Nature 256: 495
(1975), hodc c6 thé duge tao ra biang phuong phap ADN t4i t6 hop (xem, vi du, patent
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My sb 4,816,567). “Céac khang thé don dong” ciing c6 thé dugc tach ta tir thu vién khang
thé thé thuc khuin béng cach st dung ky thudt dugc md ta trong Clackson et ah, Nature
352: 624-628 (1991) va Marks et ah, J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), chiing han. Cac
khéng thé nay don dong thuong gin két vai it nhit Kd khoang 1 uM, phd bién hon it nhat
khoang 300 nM, thong thudng it nhit khoang 30 nM, t6t hon 1a it nhit khoang 10 nM, tét
hon nifa 13 it nhit khoang 3 nM hoic cao hon, thuong du'qc xac dinh béng ELISA.

Thﬁét ngit “axit amin khong c6 trong tu nhién” hodc “nnAA” duoc st dung trong
ban mo ta dé chi axit amin khong 13 mot trong sé hai muoi (20) axit amin hodc pyrolysin
hoic selenoxystein thong thudong. Thuat ngir khac c6 thé duge sir dung ddng nghia voi
-thudt ngit nnAA 1a “axit amin dugc ma héa khong c6 trong trr nhién”, “axit amin khong
xuét hién trong tu nhién”, “axit amin khong c6 trong tu nhién”. Ngoai ra, thuét ngit nnAA
bao gébm, nhung khong chi giéi han &, axit amin khong xudt hién trong tw nhién va c6 thé
thu dugc bing cach téng hop hodc ¢ thé thu dugc bang cach cai bién axit amin khéng c6
trong tu nhién. Vi duy, nhdm muc dich sang ché nay, para-axetylphenylalanin dugc coi la

nnAA.

Thuét ngit “para-axetylphenylalanin” hodc “pAF” dugc st dung trong ban md ta
dé chi axit 3-(4-axetylphenyl)-2-aminopropanoic dugc biéu thi bang céu triic hoa hoc
sau:

O

x’u\,f‘] NH,

CJ

~“

Thuat ngir “ta dugc dugc dung” dugce sir dung trong ban md ta dé chi nguyén li¢u
nhu chit bd trg, chit mang, chét diéu chinh d6 pH va chit dém, chét diéu chinh do déng

truong, chit gay 4m, chét bao quan, va chit twong tur.
Thuat ngr “dugc dung” dugc st dung trong ban mo ta dé chi khong ddc, tro,
va/hoic ché phém tuong hop v& mit sinh 1y véi nguoi hodic dong vat c6 via khac.

Thuat ngit “polynucleotit” dugc st dung trong ban mo ta dé chi dang polyme cua
nucleotit c6 it nhit 10 bazo hodc cdp bazo, ribonucleotit hodc deoxynucleotit hodc dang
cai bién cua loai nucleotit, va bao gém dang soi don va sg¢i kép cia ADN va’/hodc ARN.

Trong linh vuc k§ thudt nay, thudt ngt nay thuong dugc st dung thay cho
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“oligonucleotit”. Polynucleotit c6 thé bao gbm trinh tu nucleotit theo sang ché trong d6
thymidin (T), nhu dugc thé hién d& minh hoa & Fig.1, ciing c6 thé 1 uraxil (U); dinh
nghia nay chi ra sy khac nhau giira cdu tric héa hoc ctia ADN va ARN, cu thé nhan thiy
rang mot trong bbn bazo chinh trong ARN 13 uraxil (U) thay vi thymidin (T).

Thuat ngir “polypeptit” dugc sir dung trong ban md ta dé chi polyme c¢ it nhét
khoang 4, 5, 6, 7, hoac 8 axit amin. Trong ban md ta, ky hi€u cua ba chit cai ti€u chuin
(Xem, Bang IIT) hoic mdt chit cai ddi v6i axit amin dwgc sir dung. Trong linh vuc k§

thuat nay, thuat nglr nay thuong dugc str dung thay cho “peptit” hodc “protemn”.

Thuét ngit “phan tt AND” hodc “ARN tai t6 hop” dugc st dung trong ban mb ta
dé chi phan tir ADN ho#c ARN dugc thao tac in vitro.

Thuat ngit khang thé “Fv chudi don” hodc “scFv” hoic “chudi don” dugc st dung
trong ban md ta dé chi manh khang thé chira mién Vi va Vi ctia khang thé, trong dé cac
mién ndy ¢4 mit trong mdt chudi polypeptit. N6i chung, polypeptit Fv con bao gém lién
két polypeptit giita cac mién Vg va Vi cho phép sFv tao ra cdu tric mong mudn déi véi
khang nguyén gin két. D6i v6i sFv, xem Pluckthun, PHARMACOLOGY OF
MONOCLONAL ANTIBODIES, vol. 113, Rosenburg va Moore eds. Springer- Verlag,
New York, pp. 269-315 (1994).

9% ¢

Thuét ngit “dic hiéu”, “gin két dac hiéu” va “gin két mot cach dic hiéu” dugc sir
dung trong ban md ta d& chi kha niang gan két chon loc clia khang thé véi epitop khang
nguyén dich. Cac khang thé nay c6 thé dugc thir nghiém vé tinh dic hiéu gin két bang
céch so sanh kha ning gin két v6i khang nguyén thich hop véi kha ning gin két vai
khang nguyén hoic hdn hop khang nguyén khéng thich hop trong t& hop cac didu kién
nhit dinh. Néu khang thé gén két v6i khang nguyén thich hop 16n hon it nhit 2, 5, 7, va
t6t hon 13 10 14n so v6i khang nguyén hoic hdn hop khang nguyén khong thich hop, thi
duge xem 1a dac hiéu. Theo mot phuong an, khang thé dic hiéu 13 khang thé chi gin két
v6i khang nguyén FLT3, nhung khong gan két v6i khang nguyén khong thich hop. Theo
mdt phuong 4n khac, khang thé ddc higu 12 khang thé gén két véi khang nguyén FLT3
ctia ngudi nhung khéng gian két véi khang nguyén FLT3 khong phai cua ngudi véi do
tuong dong axit amin 13 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% hodc 16n hon so véi khang nguyén FLT3. Theo mdt phuong an khéc,
khang thé dic hiéu 13 khang thé gin két vi khang nguyén FLT3 ngudi nhung khong gén
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két voi khang nguyén FLT3 khong phai cua ngudi véi ty 1€ tuong dong 1a 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%., 96%., 97%, 98%, 99% hodc 16n hon so voi
trinh tu axit amin cta khang nguyén FLT3. Theo mot phuong an khac, khang thé dic
hiéu 12 khang thé gin két voi FLT3 ngudi khang nguyén va gin két voi khang nguyén
FLT3 cta loai gam nhim, nhung véi mirc do gin két v6i khang nguyén ngudi cao hon.
Theo mét phuong 4n khéc, khang thé dic hiéu la khang thé gin két véi khang nguyén
FLT3 ngudi va gin két véi khang nguyén FLT3 cta loai linh trudng, nhung v6i mic do
gin két v6i khang nguyén ciia ngudi cao hon. Theo mot phuong an khéac, khang thé déc
hiéu gin két v6i FLT3 nguoi khang nguyén va khang nguyén FLT3 khong phai cua
ngudi bét ky, nhung véi mirc do gin két voi khang nguyén ciia ngudi cao hon hoic dang

két hop ciia no.

Thuat ngir “dé diéu tri” hoic “diéu tri” va thuat ngir lién quan vé& mit ngir phap,
duge st dung trong ban mé ta dé chi su cai tién bit ky ctia hau qua gy bénh bét ky, nhu
kha ning sdng sot kéo dai, giam nhe bénh tinh, va/hoic giam nhe cac tc dung phu la san
phdm phu cta cach thirc didu tri khac; nhu duge hiéu dé dang trong linh vyc k¥ thuat nay,

viéc tiu diét hoan toan bénh duge wu tién cho dit khong yéu cAu hanh dong diéu tri.

Thuét ngit “bién thé” duoc sir dung trong ban mo ta dé chi phan tir c6 su bién d6i
s0 v6i loai hodc dang da dugc mo ta, nhu protein céd mot hoac nhiéu géc axit amin khac
nhau & céc vi tri trong tmg cua protein dugc md ta cu thé (vi du, protein FLT3 dugc thé
hién trén Fig.1.) Chét twong tu 13 vi du vé bién thé protein. Céc dang dong phan ndi va
dang da hinh don nucleotit (single nucleotide polymorphism - SNP) 1a cac vi du khac vé
cac bién thé.

“Protein FLT3” vd/hodc “protein lién quan dén FLT3” theo sang ché bao gdm céc
protein dugc x4c dinh cu thé trong ban md ta ndy (xem, Fig.1), cling nhu céc bién thé
alen, cac bién thé thé bao thu, cac chét twong tu va tuong ddng cb thé duoc phan 14p/tao
ra v dugc md ta dic didm ma khong duoc thir nghiém bat thuong theo cac phuong phép
da néu trong ban mo ta ndy hodc san co trong linh vuc k¥ thuét nay. Protein dung hop két
hop céc phan khac nhau cac protein FLT3 hogc cic manh cua n6, cling nhu protein dung
hop cua protein FLT3 va polypeptit khac loai cling dugc bao gbém. Cac protein FLT3 nhu
vay thuong dugc goi 1a protein lién quan dén FLT3, cac protein theo sang ché, hoic

FLT3. Thuit ngit “protein lién quan dén FLT3” dugc st dung trong ban mé ta dé chi
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manh polypeptit hodc trinh tu protein FLT3 ¢6 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, hodc nhiéu hon 25 axit amin; hodc, it nhét 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145,
150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375,
400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775, 800, 825,
850, 875, 900, 925, 930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 991,
992, hodc 993 hodc nhiéu axit amin.

I1.) Khang thé FLT3

Theo khia canh khac, sang ché @& cip dén khang thé gin két v6i FLT3 -protein
lién quan (Xem Fig.l). Theo mét phuong 4an, khang thé gin két vdi protein lién quan dén
FLT3 14 khang thé gan két dic hiéu véi protein FLT3 chira trinh tu axit amin ctia trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.: 2. Khang thé gan két dic hiéu véi protein FLT3 chira trinh tur
axit amin cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.: 2 bao gdm cac khang thé c6 thé gin
két v6i protein lién quan dén FLT3 khac. Vi du, cac khang thé gin két vai protein FLT3
chira trinh tu axit amin cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.: 2 ¢6 thé gin két vai
protein lién quan dén FLT3 nhu cac bién thé FLT3 va chat twong ddng hoic cac chit

tuong tur cua no.

Khang thé FLT3 theo sang ché dic biét 13 hitu ich trong bénh ung thu (xem, vi du,

Bang 1), dbi voi thir nghiém tién lugng, chup, cdc phuong phép chin doén, va diéu tri.

Theo mot phuong 4n, né 1 thir nghiém gén két FLT3 theo sang ché dung dé phat hién

bénh ung thu, vi duy, trong thir nghiém mién dich. Tuong tu, cac khang thé nhu vay 1a hitu

| ich (vi dy, khi két hop vé6i duoc chét diéu tri bénh, trong ADC, trong diéu tri, vid/hoic tién
lwong bénh bach ciu tiy bao cép tinh (‘“AML”) va bénh bach cu nguyén bao lympho

cp tinh (ALL), va bénh ung thu khac, & mdt mirc d9 nhit dinh ma FLT3 ciling dugc biéu

hién hoac biéu hién qua muc trong cac bénh ung thu khac nay. Hon nita, khang thé biéu

hién ndi bao (vi dy, khang thé chudi don) 12 hitu ich trong diéu tri bénh ung thu trong d6
su biéu hién FLT3 duoc bao gdm, nhu bénh ung thu AML hozc ALL ning hoidc di cin

hodc khac bénh ung thu néng hodc di cén.

Céc phuong phap khac nhau dé san xuat khéng thé, dic biét 1a cac khang thé don
dong, 1a da biét trong linh vurc ndy. Vi du, cac khang thé nay c6 thé duoc tao ra bang cach

tao mién dich dong vét c6 vii chi thich hgp bing cach st dung protein lién quan dén
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FLT3, peptit, hodc manh, & dang phan lap hodc duoc tiép hop mién dich (Antibodies: A
Laboratory Manual, CSH Press, Eds., Harlow, va Lane (1988); Harlow, Antibodies, Cold
Spring Harbor Press, NY (1989)). Ngoai ra, protein dung hop cta FLT3 ciing ¢6 thé dugc
str dung, nhu protein dung hop GST cta FLT3. Theo phuong 4n cu thé, protein dung hop
GST chira toan bd hodc hau hét trinh tu axit amin cta Fig.1 dugc san sinh, va sau do
dugc st dung lam chét gay mién dich dé tao ra cac khang thé. thich hop Theo mdt
phuong an khéc, protein lién quan dén FLT3 duogc tdng hop va duge st dung 1am chét

gy mién dich.

Ngoai ra, k§ thut gy mién dich ADN tran la di biét trong linh vuc nay duge sir
dung (c6 hodc khong c6 protein lién quan dén FLT3 dugc tinh ché hodc té bao biéu hién
FLT3) dé tao ra dap tng mién dich d6i voi chit gdy mién dich m3 héa (tdng quan, xem

Donnelly et al., 1997, Ann. Rev. Immunol. 15: 617-648).

Trinh ty axit amin cua protein FLT3 nhu dugc thé hién & Fig.1 c6 thé dugc phan
tich dé chon loc ving dic hiéu ctia protein FLT3 dé tao ra cac khang thé. Vi du, phén tich
ky nudc va va nude cla trinh tu axit amin FLT3 dugc str dung dé x4ac dinh vung ua nudc
trong ciu tric FLT3. Ving protein FLT3 c6 ciu trac khang nguyén, ciling nhu cic ving
va mién khac, c6 thé dugc x4c dinh dé dang bang cach st dung cac phuong phép khac
khic nhau d3 biét trong linh vuc ndy, nhu phan tich Chou-Fasman, Garnier-Robson,
Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz hodc Jameson-Wolf. Profin wa nuéc céd thé
dugc tao ra bang cach st dung phuong phip cia Hopp, T.P. and Woods, K.R., 1981,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3824-3828. Profin thity liéu phap c6 thé dugc tao ra
bang cach st dung phuong phép ctia Kyte, J. and Doolittle, R.F., 1982, J. Mol. Biol. 157:
105-132. Ty 1& phan trim (%) cta profin gbc c6 thé thu duoc c6 thé dugc tao ra bang
cach st dung phuong phap cta Janin J., 1979, Nature 277:491-492. Profin mém déo
trung binh c6 thé duogc tao ra bang cach s dung phuong phap ciia Bhaskaran R.,
Ponnuswamy P.K., 1988, Int. J. Pept. Protein Res. 32:242-255. Profin quay beta c6 thé
dugc tao ra béng cach st dung phuong phap ctia Deleage, G., Roux B., 1987, Protein
Engineering 1:289-294. Do d6, mdi ving xac dinh b&i chuong trinh bét ky trong sb cac
chuong trinh hodc phuong phép nay la ndm trong pham vi cta sang ché. Cac phuong
phép dugc uu tién dé san xuét khang thé FLT3 con dugc minh hoa b%mg cach vi du nhu

dugc néu trong ban mod ta nay. Cac phuong phap tao ra protein hodc polypeptit dé dung
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lam chét gdy mién dich 13 da biét trong linh vuc nay. D3 biét trong linh vuc nay are cac
phuong phap dé tao ra thé tiép hop khang nguyén cla protein véi chit mang, nhu BSA,
KLH hodc protein mang khac. Trong mot s6 truong hop, viée tao tiép hop truc tiép s
dung, vi du, cic chit phan mg carbodiimit dugc st dung; trong céc trudng hop khac chét
phan tng lién két nhu cac chét duoc cung cip bdi by Pierce Chemical Co., Rockford, IL,
14 hitu hiéu. Viéc stt dung chit gdy mién dich FLT3 thudng duge thuc hién bang cach
tiém trong thoi gian thich hop va cung véi viéce st dung chét b tro thich hop, nhu duge
biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Trong phac dd tao mién dich, viéc chudn d¢ khang thé

cé thé duoc thuc hién dé xac dinh sy phu hgp cua viée san xuat khang the.

Khéng thé FLT3 don dong c6 thé dugc san sinh boi cic cach khic nhau da biét
trong linh vuc nay. Vi du, cac dong té biao bt dong tiét khang thé mong mudn don dong
duoc tao ra bang cach si dung k¥ thudt lai tiéu chuén cta Kohler va Milstein hoic cai
bién lam bat dong t& bao B san sinh khang thé, nhu da biét theo cach thong thudng. Cac
dong té bao bit dong tiét cac khang thé mong mudn duoc sang loc bai thir nghiém mién
dich trong d6 khang nguyén la protein lién quan dén FLT3. Khi méi truong nudi cy té
bao bét dong thich hop dwogc xé4c dinh, thi cac té bao c6 thé duge lan rong va céc khang

thé dugc san sinh tir moi trudng nudi cay in vitro hodc tir dich ¢d truéng.

Céc khang thé hodc cac manh theo sang ché ciing c6 thé duoc san sinh boi cac k¥
thuét tai tb hop. Ving gin két dic hidu v6i ving mong mudn cta protein FLT3 ciing ¢6
thé duoc san sinh trong khang thé kham hodc dugc ghép véi ving xac dinh bd sung
(CDR) c6 ngudn gbc tir nhidu loai. Khang thé duoc 1am gidng nhu khang thé ctia nguoi
hoic khang thé ciia ngudi FLT3 ciing ¢6 thé duoc san sinh, va duoc wu tién d dung trong
didu tri. Cac phwong phép duoc 1am gidng nhu ngudi clia khéng thé cua loai gdm nhim
va khang thé khong phai cia ngudi khac, bing cach thé mot hodc nhidu CDR cua khang
thé khong phai ctia ngudi ddi véi trinh tu ciia khang thé ciia nguoi tuong tng, 13 da biét
(xem vi du, Jones et al., 1986, Nature 321: 522-525; Riechmann et al, 1988, Nature 332:
323-327; Verhoeyen et al, 1988, Science 239: 1534-1536). Ngoai ra, xem Carter et al,
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285 va Sims et al, 1993, J. Immunol. 151: 2296.

Theo mot phuong an dugc uu tién, cadc khang thé don dong clia nguoi theo sang
ché ¢ thé dugc tao ra bang cach sir dung chudt nhéit Veloclmmune ma trinh tur ctia bd

gen mang cac doan bién ddi noi sinh ciia chudt nhit & locus ctia chudi ndng cia globulin
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mién dich (cac doan VH, DH, va JH) va/hozc chudi nhe kappa (VK va JK) dugc thay thé,
toan by hoac mot ph?ln, béng trinh tu ctia bd gen cia nguodi mang cac doan bién dbi cua
dong phoi khong duge sip hang ctia locus clia chudi ndng cua globulin mién dich cta
ngudi (VH, DH, va JH) va/hoic chudi nhe kappa (VK va JK) (Regeneron, Tarrytown,
NY). Xem, vi du, C4c patent My sb 6,586,251, 6,596,541, 7,105,348, 6,528,313,
6,638,768, va 6,528,314.

Ngoai ra, cac khang thé ciia ngudi theo sang ché c6 thé dugce tao ra biang cach str
dung chudt nhit HuiMAb (Medarex, Inc.) chira locus nho cia gen globulin mién dich ctia
ngudi ma héa trinh tw globulin min dich ctia chudi nang khéng dugc sip hang (mu va
gamma) va chudi nhe kappa ctia ngudi, ciing voi cac thé dot bién dich bat hoat locus clia
chudi mu va kappa noi sinh (xem vi du, Lonberg, et al. (1994) Nature 368(6474): 856-
859).

Theo mot phuong an khac, cac khang thé hoan toan ciia ngudi theo sang ché ¢
thé duoc tao ra bing cach sir dung chudt nhit mang globulin mién dich ctia ngudi trinh tu
trén c4c gen chuyén va nhiém sic thé chuyén, nhu chudt nhit mang gen chuyén cta chudi
ning clia ngudi va nhiém sic thé chuyén cta chudi nhe ctia ngudi. Chudt nhit nhu vy,
dugc goi trong ban md ta nay 1a “chudt nhit KM”, chuét nhét nhu vay dugc mo ta trong
Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727 va Céng bb don PCT s6
WO 02/43478 ctia Tomizuka, et al.

Céc khang thé don dong ciia ngudi theo sang ché ciing c¢6 thé dugc tao ra bang
céch sit dung phuong phap biéu hién thé thuc khuidn dé sang loc thu vién gen cia
globulin mién dich ctia ngudi. Phuong phap biéu hién thé thuc khudn nhu vdy dé phan
~ 18p céc khang thé cua nguodi duge thiét 1ap trong linh vuc k¥ thuat nay. Xem vi du: Patent
My s6 5,223,409; 5,403,484; va 5,571,698 cia Ladner et al.; Patent My sb 5,427,908 va
5,580,717 ctia Dower et al.; Patent M§ 36 5,969,108 va 6,172,197 cia McCafferty et al.;
va Patent M§ s6 5,885,793; 6,521,404; 6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 va 6,593,081 cua
Griffiths et al.

Céc khang thé don dong ctia ngudi theo sang ché ciing c¢6 thé dugc tao ra bang
cach str dung chuot nhét SCID ma cac té bao mién dich caa nguoi dugc tai sinh sao cho
dap tmg khang thé clia ngudi c6 thé duoc tao ra trong qua trinh tao mién dich. Chudt nhét
nhu vay dugc mo ta trong, vi du, Patent My s6 5,476,996 va 5,698,767 ciia Wilson, et al.
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Ngoai ra, cac khang thé ctia ngudi theo sang ché c6 thé duoc tao ra bang k§ thuit
sir dung chudt nhit chuyén gen, duge bét hoat dé san sinh khang thé, dugc tao ra bang k¥
thuat di truyén v6i locus ctia chudi niang va chudi nhe ctia nguoi duge goi 14 XenoMouse
(Amgen Fremont, Inc., trudc diy la Abgenix, Inc.). Viéc mo ta cu thé v& qua trinh tao ra
chu6t nhéit chuyén gen san sinh cac khang thé cia ngudi c6 thé dugc tim thiy trong U.S.
6,657,103. Xem, Ngoai ra, cac Patent My sb 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016;
va 5,545,806; va Mendez, et. al. Nature Genetics, 15: 146-156 (1998); Kellerman, S.A. &
Green, L.L., Curr. Opin. Biotechnol 13, 593-597 (2002).

Phuong phép bit ky trong s phuong phap sin xuit néu trén dé tao ra cac khang
thé c6 kha ning gin két v6i FLT3 nhét dinh, hodc trinh tyr twong ddng hodc cac manh
hodc trinh tur polypeptit c6 dd tuong d?)ng trinh tu 1a 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 9, 98,
hodc 99% so véi FLT3. Ai luc gén két (Kp) cia cac khang thé, cac manh gin két cta no,
va thé tiép hop khang thé duoc chat chira ciing FLT3 c6 thé 1a 1 mM hodc nhé hon, 100
nM hoic nhé hon, 10 nM hodc nho hon, 2 nM hodc nhé hon hodc 1 nM hoédc nhé hon.
Theo cach khéc, Kp c¢6 thé ndm trong khoang tir 5 dén 10 nM; hoic nim trong khoang tir
1 dén 2 nM. Kp ¢6 thé ndm trong khoang tir 1 micromol dn 500 micromol hozc nim

trong khoang tir 500 micromol dén 1 nM.

Ai luc gén két cua protein gin két véi khang nguyén duge xé4c dinh béi hing sb
lién két (Ka) va hing s6 phan ly (Kd) (KD=Kd/Ka). Ai luc gin két c6 thé dugc do bang
BIACORE vi du, bang cach bét giit khang thé thir nghiém trén bé mit nhay dugc bao
protein A va FLT3 cho chay trén bé mit nay. Theo céach khac, ai luc gén két c6 thé dugc
do bang FORTEBIO vi duy, v6i thu thé khang thé thir nghiém duoc bit giit trén kim tiém
dugc pha protein-A va FLT3 cho chay trén bé mat nay. Ngudi c6 trinh d trung binh
trong linh VlIC nay c6 thé xac dinh cac thir nghiém thich hop khéc da biét trong linh vuc

nay Dé do 4i luc gin két.

Thuat ngir “gdn két dic hiéu”, nhu dugce st dung trong ban md ta nay lién quan
dén kha ning gin két v6i khang nguyén, cac protein cé nghia 1a protein gin két v6i khang
nguyén c6 thé gin két véi FLT3 ciing nhu mién riéng biét, hodc trinh tir axit amin riéng
biét, trong FLT3 khong gén két dic hidu hodc gian két khong dic hiéu véi cac protein
khéac (vi du, protein khéng lién quan). Thuat ngit nay, tuy nhién, khong loai trir thuc té

rang cac khang thé hodc cac manh gan két cua né cling c¢6 thé duoc phan ung chéo voi
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cac phan tir lién quan mat thiét. Cac khang thé va cac manh ctia n6 cling nhu thé tiép hop
khang thé dugc chét chira cac khang thé nay dugc néu trong ban md ta c6 thé gin két dic
hiéu v6i v6i FLT3, véi i luc hon hon it nhat 2, 5, 10, 50, 100, hodc 1000 1an so véi i

Iuc ma ching duoc gin két v6i cac phan tir lién quan mat thiét.

~ Theo mot phuong an dugc uu ti€n, khang thé don dong ciia FLT3 theo sang ché
chira ving bién dbi chudi ning va chudi nhe cta khang thé dugc goi 1a CHv62.21 dugc
san sinh béi té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO) dugc ndp luu véi s6 hidu
luu gitt cua Trung tdm thu gitt moi truong nuodi cdy Hoa Ky (the American Type Culture
Coliection - ATCC): PTA-121831 (Xem, Fig.3A va/hoic Fig.3B), hodc cac ving vién dbi
cua vchu(x)i nang hodc chudi nhe chira trinh tu axit amin déng nhét véi trinh tu axit amin
ctia viing bién ddi chudi ning va chudi nhe cia CHv62.21, va trong d6 cac khang thé nay
vAn ¢6 dic tinh chirc ning mong muébn cia khang thé don dong FLT3 theo sang ché.
Ving bién ddi chudi nang cua CHv62.21 dugce cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong
khoang tir gbc thir nhét (E) dén gdc thtr 123 (S) ctia trinh tr nhur néu trong SEQ ID NO.9,
va ving bién ddi chudi nhe cia CHv62.21 dugc ciu thanh tir trinh tu axit amin nim trong
khoang tir gbc thir nhéat (D) dén gdc thir 108 (R) ciia trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.10. CDRI-3 (Kabat) ctia ving bién dbi chudi ning cia CHv62.21 duge ciu thanh tir
trinh tu axit amin 14n luot nim trong khoang tir 31 dén 35, nim trong khoang tir 50 dén
65, va nam trong khoang tir 95 dén 102 cta trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.9, va
CDRI-3 (Kabat hoic Chothia) ctia ving bién dbi chudi nhe ctia CHv62.21 dugc ciu thanh
tir trinh tu axit amin 14n luot ndm trong khoang tir 24 dén 34, nam trong khoang tir 50 dén
56, va nim trong khoang tir 89 dén 97 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10 (Xem,
Fig. 4 va Bang V). Déi véi viing hang dinh ciia khang thé theo sang ché, phan nhém viing
hang dinh bat ki c6 thé duoc chon. Theo mdt phurong 4n, ving hang dinh IgG1 cta ngudi
12 ving hang dinh chudi ning va ving hing dinh kappa Ig ctia ngudi 1a ving dng dinh

chudi nhe c6 thé duoc sir dung.

Vi du, sang ché d& cap dén khang thé don dong phan 13p, hoic khdng nguyén gén
két phan cia né, chira viing bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe, trong d6:

(a) ving bién ddi chudi ning chira trinh tr axit amin ¢6 do tuong dong it nhit 1a
80% so voi ving bién d6i trinh tr ciia chudi ning axit amin dugc thé hién trén Fig.3A

va/hodc Fig.3B; va
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(b) vung bién d6i chudi nhe chira trinh tr axit amin c6 do tuong ddng it nhét 13
80% so véi vung bién d6i chudi nhe trinh tu axit amin duogc thé hién trén Fig.3A va/hodc

Fig.3B.

Theo cac phuong an khéc, trinh ty axit amin cia Vy va/hodc Vi c¢6 do tuong déng
12 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc
99% so véi trinh tu Vi va Vi duge thé hién trén Fig.3A va/hodc Fig.3B. Sang ché cling
dé cap dén polynucleotit hodc axit nucleic mi héa a hodc b, hodc trinh tu cia VH hodc
VL duoc thé hién trén Fig.3A va/hoic Fig.3B, ciling nhu polynucleotit hodc axit nucleic
c6 ty 1& phan traim twong ddng 13 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%. 95%. 96%. 97%, 98% hodic 99% so vGi cAc trinh ty nay.

Theo mot phuong an khac, sang ché @& cap dén khang thé don dong phan lap,
hodc khang nguyén gin két phan ctia né, chira viing bién d6i chudi ning dugc 1am giéng

nhur ctia ngudi va ving bién d6i chuoi nhe dugce lam giong nhu cia ngudi, trong do:

(a) ving bién dbi chudi nang chira ving xac dinh bd sung (CDRs) ¢6 trinh ty axit

amin cta ving bién dbi chudi nang CDR dugc thé hién trén Fig.3A va/hoic Fig.3B;

(b) ving bién dbi chudi nhe chira CDR c6 trinh tu axit amin ciia ving bién dbi

chudi nhe CDR dugc thé hién trén Fig.3A va/hoic Fig.3B.

Céc khang thé duoc tao ra bang k¥ thuat di truyén theo sang ché bao gbm céc
khang thé trong do6 viéc cai bién duoc thuc hién véi cac géc khung ndm trong Vg va/hodc
V. (vi du, dé cai thién cac dic tinh ciia khang thé). Thong thuong, viéc cai bién khung
nhu viy duoc tao ra dé 1am giam tinh khang ngﬁyén khang thé. Vi du, mot phuong phép
14 tao “dot bién ngugc” mot hoic nhidu gde khung vdi trinh tr dong phéi twong tng. Dic
biét hon, khang thé d3 tao dot bién soma c6 thé chira cac gbc khung khéc so véi trinh tur
dong phdi thu duoc tir khang thé ndy. Cac gbc nhu vay c6 thé dugc x4c dinh bang céch so
sanh trinh tr khung cia khang thé véi trinh tu dong phéi thu dugc tir khang thé. Dé dua
trinh tr ving khung vao c4u hinh dong phdi ciia ching, cac dot bién soma c6 thé 1a “dot
bién ngugc” vai trinh tu dong phoi b.%mg cach, vi du, tao dot bién vi tri hodc tao dot bién
qua trung gian PCR (vi du, “d6t bién ngugc” tir leuxin dén methionin). Cac khang thé

“d6t bién nguoc” nhu vay ciing duoc du dinh dé bao gbm trong sang ché.
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Loai cai bién khung khéc lién quan dén viéc dot bién mot hodc nhiéu géc trong
vung khung, hodc ngay ca trong mot hodc nhidu ving CDR, dé loai bd epitop té bao T tir
d6 1am giam tinh gy mién dich cta khéng thé. Phuong phap nay ciing duge goi 1a “khir
mién dich” va dugc mé ta trong chi tiét hon trong Cong bd don patent M§ sb

2003/0153043 cua Carr, et al.

Ngoai ra hodic cach cai bién khac tao ra trong ving khung hoic ving CDR, céc
khang thé theo sang ché c6 thé duoc tao ra bang k¥ thuat di truyén bao gém viéc cai bién
trong ving Fc, thong thuong dé thay ddi mot hodc nhiéu dic tinh chirc ning cua khang
thé, nhu thoi gian béan thai caa huyét thanh, ¢d dinh bd sung, gin két thu thé Fc, va/hoic
hoat tinh gdy doc té bao phu thﬁ@c khang nguyén. Hon thé nita, khang thé don dong
FLT3 theo sang ché ¢6 thé duge cai bién hoa hoc (vi du, mdt hodc nhiéu géc héa hoc co
thé duge gin vao khang thé) hodc dugc cai bién dé 1am thay déi qua trinh glycosyl hoa
ciia no, dé thay déi tiép mot hodc nhiéu dic tinh chirc ning ctia khang thé don dong. Mdi

phwong an trong sd cac phuong 4n nay duge mo ta chi tiét hon dudi day.

Theo mét phuong an, ving ban 1é ctia CH1 dugc cai bién sao cho sd gbc xystein
trong ving ban 1& duoc thay doi, vi du, dugc ting 1én hoic gidm xubng. Phuong phép nay
dwoc mé ta tiép trong patent My 36 5,677,425 ctua Bodmer, et al. S6 gdc xystein & ving
ban 18 CH1 duoc thay dbi dé, vi du, thuén tién cho viéc 1dp rap chudi nhe va chudi ning

hodc dé 1am ting hodc 1am giam do 6n dinh ciia khang thé don dong FLT3.

Theo mot phuong 4n khac, ving ban 1& Fc ctia khing thé dugc bién ddi dé lam
giam thoi gian ban thai sinh hoc ctia khang thé don dong FLT3. Dic biét hon, mot hodc
nhiéu thé dot bién axit amin duoc dua vao ving bé mit chung ciia mién CH2-CH3 cua
ménh Fc-ban 18 sao cho khang thé nay c6 kha ning gén két véi protein Staphylococcyl A
(SpA) yéu hon so véi kha ning gin két SpA ctia mién Fc-ban 1& tu nhién. Phuong phap
nay dugc md ta trong chi tiét hon trong patent My s6 6,165,745 ctia Ward, et al.

Theo mot phuong 4n khac, khang thé don dong FLT3 dugc cai bién dé 1am ting
thoi gian ban thai sinh hoc cia nd. Cac phuong phap khac nhau co thé duoc dua ra. Vi
du, cac thé dot bién c6 thé dugc dua vao nhu dugc mo ta trong patent My ) 6,277,375
ctia Ward. Theo cach khac, dé 1am ting thdi gian ban thai sinh hoc, khang thé nay c6 thé
duoc bién dbi trong ving CH1 hodc CL vung dé chira epitop gdn két thu thé du phong
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thu duoc tir hai vong ctia mién CH2 cuia ving Fc cua IgG, nhu dugc md ta trong Patent

M5 sb 5,869,046 va 6,121,022 ctia Presta et al.

Theo cac phuong an khéc, ving Fc duge bién dbi bang cach thay thé it nhat mot
gbc axit amin bang gbc axit amin khac dé bién doi chirc ning tic dong ciia khang thé don
dong FLT3. Vi dy, mt hogc nhiéu axit amin duge chon tir cac gde dic hidu axit amin c6
thé duge thay bang gbc axit amin khac sao cho khang thé nay c6 ai luc bién ’dcx)i db6i véi
phéi tir tic dong nhung vén gitt duge kha ning gan két v6i khang nguyén ctia khang thé
bd me. Phéi tir tic dong ma 4i luc duoc bién ddi c6 thé 13, vi du, thu thé Fc hodc thanh
phin C1 cta bd thé. Phuong phéap nay dugc mo ta trong chi tiét hon trong Patent M§ sb
5,624,821 va 5,648,260, ca hai patent nay déu cua Winter, et al.

Theo mot phuong an khéc, chudi ning dugc bién dbi bang cach thay thé it nhét
mot gbe axit amin bing axit amin khéng c6 trong tu nhién nhe k§ thuit ReCODE duoc
phat trién bdi Ambrx (La Jolla, CA). Mét vi du vé axit amin khong c6 trong tu nhién 1a

para-axetylphenylalanin.

Kha ning phan tmg cia khang thé FLT3 véi protein lién quan dén FLT3 c6 thé
duoc thiét 1ap theo nhiduh da biét, bao gdm k¥ thuat thdm Ty, két tia mién dich, ELISA,
va phan tich FACS bang cach sir dung, néu thich hop, protein lién quan dén FLT3, céc té
bao biéu hién FLT3 hodc cic phin chiét ciia n6. Khang thé FLT3 hoic manh cta né cé
thé dugce danh ddu bing chit danh diu co thé phat hién dugc hodc duoc tiép hop véi phan
tir thir hai. C4c chét danh déu c6 thé phat hién duoc thich hop bao gdm, nhung khéng chi
gi6i han &, ddng vi phong xa, hop chit phat huynh quang, hop chét phat quang sinh hoc,
hop chét phat quang héa hoc, chit cang héa kim loai hodc enzym. Ngoai ra, khang thé
dac hiéu kép dac hiéu véi hai hodc nhiéu epitop FLT3 dugc tao ra bang céch sir dung cc
phuong phép thong thuong da biét trong linh vuc nay. Khang thé dime cing loai ciing c6
thé dugc tao ra boi k¥ thuét lién két ngang da biét trong linh vuc nay (vi du, Wolff et al.,
Cancer Res. 53: 2560-2565).

Theo mdt phuong 4n khéc nira, khang thé don dong FLT3 theo sang ché 13 khang
thé chtra chudi ning va chubi nhe cia khang thé c6 ky hiéu CHv62.21. Chudi ning cia
CHv62.21 dugc ciu thanh tir trinh ty axit amin ndm trong khoang tir gbc thir nhét (E) dén
gbc tir 453 (K) cia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi nhe cia CHv62.21
duge chu thanh tir trinh ti axit amin nim trong khoang tir gbc thtr nhat (D) dén gbc thir
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214 (C) cua trinh ty SEQ ID NO.10. Trinh tu cia cac chudi ndy duogc thé hién trén
Fig.2A va/hodc Fig.2B va Fig.3A va/hodc Fig.3B. Theo mot phuong an dugc uu tién,
CHv62.21 duoc cai bién bing axit amin khong c6 trong tur nhién (“nnAA”) va dugce tiép
hop v6i duge chét gay doc té bao. Theo médt phurong 4n, nnAA 13 pAF. Theo mdt phuong

an dugc wu tién, duoc chét gdy doc té bao dugc tao tiép hop ddc hiéu & nnAA.

Theo mdt phuong an khac, khang thé don dong FLT3 theo sang ché duoc san xuét
b6i phuong phép san xuit khang thé hoic manh gin két khang nguyén bao gdm budc
nudi cdy té bao vat chu dé biéu hién khang thé hoic manh gin két khang nguyén, trong

do t& bao vat chit ndy dugc chon tir nhém bao gém cac té bao vat chi (a) dén (c) sau:

(a) té bao vat chu duoc chuyén nhiém véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira
trinh tr co ban mi héa ving bién ddi chudi ning ciu thanh tir trinh ty axit amin ndm
trong khoang tir E thtr nhit dén S thtr 123 cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.9 va
polynucleotit chira trinh t co ban ma héa ving bién d6i chudi nhe cAu thanh tir trinh tu
axit amin nam trong khoang tir D thtr nhit dén R thir 108 ciia trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.10;

(b) t& bao vat chu duge chuyén nhiém vecto biéu hién chtra polynucleotit chira
trinh tu co ban m3 héa ving bién ddi chudi ning ciu thanh tir trinh ty axit amin nim
trong khoang tir E thir nhit d&én S thtr 123 ciia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.9 va
vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh tir co ban m3 hoéa ving bién dbi chubi nhe
chu thanh tir trinh ti axit amin nim trong khoang tir D thtr nhat dén R thtr 108 SEQ ID
NO.10; va

(¢) té bao vat chu dugc chuyén nhiém vecto biéu hién chtra polynucleotit chira
trinh tu co ban mi héa ving bién ddi chudi ning ciu thanh tir trinh ty axit amin nim
trong khoang tir E thtr nhat dén S thtr 123 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 va té
bao vat chi duoc chuyén nhidm vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh tir co ban
mé héa ving bién dbi chudi nhe cAu thanh tir trinh tir axit amin nim trong khoang tir D
ther nhat dén R thir 108 cua trinh trr nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mét phuong 4n khac, khang thé don dong FLT3 theo sang ché dugc san xuét
b6i phuong phéap san xuét khang thé bao gdm viéc nubi ciy té bao vat chii d biéu hién
khang thé, trong d6 t& bao vét cha dwgc chon tir nhém bao gdm céc t& bao vat chi (a) dén

(c) sau:
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(a) té bao vét chi duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban m3 hoéa chudi ning cdu thanh tir trinh tr axit amin nim trong khoang tir E thir
nhit dén K tht 453 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 va polynucleotit chira trinh
tu co ban m3 héa chudi nhe ciu thanh tir trinh ty axit amin nim trong khoang tir D thir
nhét dén C thr 214 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10;

(b) té bao vét cha duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban ma hda chudi nang cAu thanh tir trinh tu axit amin nam trong khoang tir E thur
nhé4t dén K thir 453 cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.9 va vecto biéu hién chira
polynucleotit chira trinh tu co ban ma hda chudi nhe ciu thanh tir trinh tu axit amin nim
trong khoang tir D thtr nhat dén C thi 214 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10; va

(c) t& bao vat chi duge bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban mi héa chudi ning céu thanh tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir E thtr
nhit dén K thir 453 ctia trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.9 va té bao vét chi duoc bién
nap voi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh tir co ban ma hoéa chudi nhe ciu
thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thir nh4t dén C tha 214 cia trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Té bao budng trimg ciia chudt ddng Trung Qudc (CHO) san sinh khang thé cé ky
hiéu CHv62.21 dugc gtri (qua Federal Express) t6i ATCC, P.O. Box 1549, Manassas, VA
20108 vao ngay 09 thang 12 nam 2014 va dugc ky g véi tén truy cap PTA-121831.

Theo cach khac, hodc ngoai ra, theo mdt phuong an khéac theo sang ché, khang thé
don dong gin két véi FLT3, trong truong hop nay, khang thé don dong CHv62.21 c6 thé
cai bién sau dich ma nhu da biét trong linh vuc ndy. Vi du vé cac cai bién sau dich ma
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cai bién héa hoc, nhu lién két disulful,
oligosacarit,tao ra pyroglutamat c6 dau tan cing N, xir 1y lysin c6 dau tan cing C, khir
amin, oxy hda, oxy hda, glycosyl hoa khong enzym, phan cit lién két peptit, lién két
ngang khong khur, loai bo va céc cai bién khac d3 biét trong linh vuc nay. Xem, Liu, et.
al., Heterogeneity of Monoclonal Antibodies, J. Pharma. Sci. vol. 97, no. 7, pp. 2426-
2447 (July 2008). Cac loai cai bién khac bao gbm tuong tac khong cong hoéa tri, khong
d?)ng nhét ciu dang, va Kkét tu.

Theo mét phuong 4n khéc, khang thé don dong CHv62.21 bao vong viéc tao vong

glutamat chudi ning c6 dau tan cing N & gbc 1 dén Pyro-Glutamat. Nguoi c6 trinh do
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trung binh trong linh vue nay s& hiéu va biét duoc rang viéc tao vong nhu vy xay ra mot
cach tu dong. Xem, Dick, et. al, Determination of the Origin of the N-Terminal Pyro-
Glutamtate Variation in Monoclonal Antibodies Model Peptides, Biotechnology and
Bioengineering, vol. 97, no. 3, pp 544-553 (June 15, 2007).

Ngoai ra hodc theo cach khac, axit amin cta khéng thé don dong CHv62.21 c6 thé
cai bién tiép sau dich mi bao gdm, nhung khong chi giéi han &, khir amin, oxy héa,
glycosyl héa khoéng enzym, va/hodc oxy hoa. Cac polypeptit theo sang ché, hoic cac
ménh cta né, c6 thé cai bién sau dich ma bd sung, bao gdm glycosyl hod, vi du, cac vi tri
glycosyl hoa dugc lién két N hodc dugce lién két O 1 da biét trong linh vuc ndy. Nhu
dugc mod ta trén day, cac thay ddi c6 thé dugc tao ra trong trinh tu axit amin cia
polypeptit hodc cac diéu kién xtr Iy (nhu thay d6i méi trudng nudi cdy, tinh ché, va/hoic
diéu kién bao quan) dé loai trir hodc 1am giam dén mirc i thidu sy thay dbi nay, hodc dé
tao diéu kién thuan loi cho ching trong cac trudng hop trong d6 qua trinh x 1y 1a thich
hop. Hon nita, cac ché pham nay c6 thé chira polypeptit c6 ndéng d6 thay ddi cta nhiéu
hon mdt loai ci bién lién quan dén viée xir Iy, vi du, polypeptit c6 thé c6 mot s6, hau hét,
hodc vé co ban 12 toan b lysin ¢o dau tan cung C dugc loai bd va’/hodc mot sb, hau hét,
hodic vé co ban 13 toan bd axit amin c¢6 ddu tdn cing N duoc chuyén hoa thanh axit
pyroglutamatic (vi du, cac polypeptit duoc thé hién trén Fig.2A va/hoic Fig.2B hoic
Fig.3A va/hoac Fig.3B hodc trong trinh tu lién ung hodc manh gin két khang nguyén).
Cac diéu kién xt ly nhu thay dbi thanh phin chit dém va nhiét do c6 thé co tic dung
dang ké & pham vi cai bién nay.

Theo mdt phuong an khac, khang thé don dong CHv62.21 chira doan loai bé cia
lysin trong chudi nang c6 dau tan cing C & gbc 453 cua trinh tr nhu néu trong SEQ ID
NO.9.

Theo mot phuong 4n khéc, khang thé don dong CHv62.21 chira cic doan glycosyl
hoa bd sung véi chudi nang Asparagin & goc 303 bao gbm, nhung khéng chi gidi han &,
GO (Asialo-, agalacto, N-glycan loai phuc chét c6 rau kép dugc afucosyl héa; GOF |
(Asialo-, agalacto, N-glycan loai phirc chét c6 rau kép dugc fucosyl hoa 16i); Mannoza-5
(OligoMannoza-5 dugc lién két N); G1F (Asialo-, monogalacto, N-glycan loai phirc chét
¢o rau kép dugc fucosyl hoa 16i); G2 (Asialo-, bigalacto, N-glycan loai phirc chét c6 rau

kép dugc afucosyl héa); G2F (Asialo-. bigalacto, N-glycan loai phuc chét c6 rau kép
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dugc fucosyl hoa 15i); Al (oligosacarit duge lién két N c6 rau kép, dugc monosialyl héa,
axit Neu5); va/hoic A2 (oligosacarit dugc lién két N ¢6 rdu kép, duge disialyl héa, xit

Neu)).

Ngoai ra, hoidc theo cach khac theo mot phuong an khac, khang thé don dong
CHv62.21 chira glycosyl héa khong enzyme bd sung véi mot hodc nhidu gde serin cia
chudi nhe. N6i chung, glycosyl héa khéng enzym tao ra tir phan ing khong enzym giita
dudng khir va amin bc mot c6 diu tin ciing N hodc nhém amin ctia chudi bén lysin.
Ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay sé& hiéu va biét duoc ring qua trinh
glycosyl hoa khéng enzym c6 thé c6 thé che chin dién tich duong trén nhém axit amin
bic mot ¢ dau tin cung N hoéc chudi bén cua gc lysin, c¢6 thé san xuit khang thé c6

tinh axit hon.

Trinh tu axit amin ciia cic polypeptit theo sang ché c6 thé dugc kiém tra béi
nhiduh bt k¥ d3 biét trong linh vuc nay (vi du, khéi phd) va c6 thé 13 twong ddng véi cac
trinh tu theo sang ché (Xem, Fig.2A vd/hoic Fig.2B va Fig.3A va/hoic Fig.3B) hoic c6
thé khac so v6i cac trinh tur d6 & mot hodc nhiéu gbc axit amin do qua trinh cai bién sau
dich ma. Bing vi du khong gidi han, trén toan bo hodc mét phin polypeptit vé co ban 13
ddng nhét, axit amin ¢6 du tan cing C tir chudi nhe hodc chudi ning c6 thé duoc loai bo,
bang cach phan giai protein hodc quy trinh khac xay ra trong qué trinh nuéi cdy. Tuong
tir, axit amin ¢6 ddu tan cing N c6 thé khéng c6 mat, vi du, mét (1), hai (2), ba (3), bbn

(4), hodc nam (5) axit amin c6 du tan cing N ¢6 thé khong cé mit.

Theo mdt phuong 4n khéac, ving bién dbi chudi ning cta khang thé don dong
CHv62.21 dugc chon tir nhém bao gdm trinh tw axit amin niam trong khoang tir gbc 1 (E)
dén gbc 123 (S) cua trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.9 va trinh ty axit amin nim trong
khoéng tir gbc 1 (E) dén gdc 123 (S) cua trinh trr nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6
gbc 1 ¢ dau tan cung N (E) duoc chuyén héa thanh axit pyroglutamic.

Theo mét phuong an khéc, chudi ning cua khang thé don dong CHv62.21 duoc
chon tir nthém bao gdm trinh tyr axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K)
cla trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9, trinh ty axit amin nam trong khoang tir gbc 1
(E) dén gbc 453 (K) cta trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6 gbc 1 c6 diu tan
cing N (E) duoc chuyén héa thanh axit pyroglutamic, trinh tr axit amin ndm trong
khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6
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gbc 453 c6 dau tan cing C (K) duoc loai bd, va trinh tu axit amin nam trong khoang tir
gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) ctia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6 gbc 1 co
dAu tan cing N (E) dugc chuyén hoa thanh axit pyroglutamic va gbc 453 ¢6 dau tan cung

C (K) dugc loai bo.

Theo mot phuong an khac, khéng thé don dong CHv62.21 hoic manh gin két
khang nguyén ciia né 1a hdn hop di duoc tao ra bang cach tai td hop chira cac protein thu
dugc bang cach bidu hién & té bao vat chu, trong d6 ving bién ddi chudi ning cta khang
thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né dugc chon tir nhém bao gdm trinh tr axit
amin nim trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 123 (S) clia trinh t nhu néu trong SEQ ID
NO.9 va trinh tu axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 123 (S) cia trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong do gbc 1 ¢6 du tan cung N (E) duoc chuyén hoa
thanh axit pyroglutamic.

Theo mot phuong 4an khac, khang thé don dong CHv62.21 13 hon hop di dugc tao
ra bing cach tai tb hop chira cac protein thu dugc bang cach biéu hién & té bao vét chu,
trong d6 chudi ning cta khéng thé duoc chon tir nhém bao gdm trinh tu axit amin _nz“1m
trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.9,
trinh ty axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cta trinh tr nhu néu
trong SEQ ID NO.9 trong d6 gdc 1 c6 dAu tan cing N (E) dugc chuyén héa thanh axit
pyroglutamic, trinh tu axit amin nim trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cta trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6 gdc 453 c6 d4u tin cung C (K) dugc loai bé, va
trinh ty axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gdc 453 (K) ctia trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.9 trong d6 gbc 1 c6 dAu tan cung N (E) duoc chuyén héa thanh axit

pyroglutamic va gbc 453 c6 dau tan cing C (K) duge loai bé.

Theo mot phuong an khéc, khang thé don dong CHv62.21 chira chudi ning ciu
thanh tur trmh tu axit amin ndm trong khoang tir E th nhat &n K thir 453 cua trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6 E thu nhit duoc cai bién thanh pyro-glutamat va
chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thir nhit dén C th 214
cua trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mot phuong 4an khéc, khang thé don dong CHv62.21 chira chudi ning ciu
thanh tir trinh ty axit amin nim trong khoang tir E thir nhat dén K thar 453 cia trinh tu
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nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi nhe cu thanh tir trinh tuy axit amin nim trong
khoang tir D tht nhit dén C thir 214 cta trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mot phuong an khéc, khang thé don dong CHv62.21 chira chudi ning céu
thanh tr trinh tu axit amin ndm trong khoang tir E thir nhit dén K thtr 453 cla trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong do6 E thu nhit duoc cai bién thanh pyro-glutamat va
géc K thir 453 ¢6 dau tan cung C dugce loai bd va chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit
amin nam trong khoang tir D thtt nhét d&én C thir 214 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.10.

Theo mot phuong an khéc, khang thé don dong CHv62.21 chira chudi ning cdu
thanh tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir E thir nhit dén K thtr 453 cta trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6 gbc K thir 453 ¢6 du tin cing C dugc loai bo va
chudi nhe cu thanh tir trinh tu axit amin nam trong khoang tir D thir nhét dén C thu 214
cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mdt phuong an uu tién hon nita 1a theo sang ché, khang thé don dong FLT3
theo sang ché, va dic bidt, khang thé don dong dugc ky hidu CHv62.21 duge cai bién
bing axit amin khong c6 trong tu nhién (“nnAA”) & chudi nang. Theo mdt phuong an
duoc vu tién, bd ba ma hdéa amber dugc nam & vi tri axit amin 124 cta trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.11 dbi v6i doan cai xen cla nnAA dugc ky hiéu 1a para-
axetylphenylalanin (Fig.3C). CHv62.21 duoc cai bién duoc ky hiéu 12 CHv62.21pAF

nham muc dich cua sang ché nay.

Do do, theo mdt phuong an dugc uu ti€n theo sang ché, CHv62.21pAF bao gon

ving sau:

Ving bién dbi chudi nang dugc cAu thanh tir trinh ty axit amin nam trong khoang
tir gbc thir nhét (E) dén gde thir 123 (S) goe cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.11, va
vung bién dbi chudi nhe dugc cdu thanh tir trinh tu axit amin nam trong khoang tir géc
thtt nhit (D) dén gbc th 108 (R) cia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10. CDRI-3
(Kabat) cta ving bién ddi chudi ning dugc cAu thanh tir trinh tr axit amin 14n luot nim
trong khoang tir 31-35, tr 50-65, va tr 95- 102 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.11, va CDRI-3 (Kabat hoic Chothia) ctia ving bién ddi chudi nhe dugc chu thanh tir
trinh tu axit amin 14n lugt nim trong khoang tir 24-34, tlr 50-56, va tir 89-97 cta trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.10 (Xem, Fig.3B, Fig.3C va Bang V).
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Chudi ning cdu thanh tir trinh tur axit amin ndm trong khoang tir gbc thir nhit (E)
dén gbc thir 453 (K) cia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11 VGi nnAA cuia para-
axetylphenylalanin dugc cai xen vao & gbc 124 cia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11
va chudi nhe cia CHv62.21 cAu thanh tir trinh tur axit amin ndm trong khoang tir gbc thir
nhét (D) dén gbc thir 214 (C) ciia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.10. Céc trinh tu cta
ching duoc dugc thé hién trén Fig.2B vi/hodc 2C va Fig.3B va/hodc 3C. Theo mot
phuong an dugc uu tién, CHv62.21pAF dugc tiép hop vé6i duge chét gy doc té bao.

Theo mdt phuong an khéc, khéng thé don dong FLT3 theo sang ché dugc san xuit
b&i phrong phap san xuét khang thé hodc manh gin két khang nguyén bao gém viéc nudi
cdy t& bao vat chu dé biéu hién khang thé hodc manh gin két khang nguyén, trong do6 té

bao vit chil ndy dwgc chon tir nhém bao gdm cac té bao vat chi tir (a) dén (c) sau:

(a) t& bao vit chu dugc chuyén nhiém vecto biéu hién chira polynucleotit chira
trinh tu co ban m3 héa ving bién dbi chudi ning cdu thanh tir trinh trr axit amin nim
trong khoang tir E thr nhit dén S thir 123 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11 va
polynucleotit chira trinh tu co ban ma hdéa vung bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit
amin ndm trong khoang tir D thir nhat ¢&n R thir 108 cla trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.10;

(b) té bao vat chi duoc chuyén nhiém vecto biéu hién chira polynucleotit chira
trinh tw co ban mi hoa ving bién dbi chubi ning ciu thanh tir trinh ty axit amin nim
trong khoang tir E thtr nhat d&n S thir 123 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va
vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh tur co ban ma hoéa vung bién d6i chudi nhe
chira trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thir nh4t dén R thtr 108 SEQ ID NO.10;

va

(c) t& bao vat chu dugc chuyén nhiém vecto biéu hién chira polynucleotit chira
trinh tu co ban m3 héa ving bién dbi chudi nang cdu thanh tir trinh tyr axit amin nam
trong khoang tir E tha nhat dén S thir 123 ciia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11 va té
bao vat chu dugc chuyén nhiém vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh tu co ban
m4 héa ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thtr nhét |

dén R tht 108 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10.
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Theo mot phuong an khac, FLT3 theo sang ché duge san xuit béi phuong phap
san xudt khang thé bao gdm viéc nudi cdy té bao vat chi dé biéu hién khang thé, trong d6

t€ bao vat chu nay duoc chon tir nhém bao gom té bao vat chi (a) dén (c) sau:

(a) té bao vat chil dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban ma hoa chudi ning ciu thanh tir trinh tw axit amin ndm trong khoang tir E thir
nhét dén K tht 453 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va polynucleotit chira trinh
tu co ban ma héa chudi nhe cdu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thtr

nhét dén C thir 214 cda trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10;

(b) té bao vat chi dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban m3 hoéa chudi nang ciu thanh tir trinh tu axit amin nam trong khoang tir E thtr
nhit dén K thir 453 cla trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va vecto biéu hién chira
polynucleotit chira trinh tu co bin ma héa chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nim

trong khoang tir D thir nhét dén C thtr 214 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10; va

(c) t& bao vat chi duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tir co ban mé héa chudi ning cdu thanh tir trinh tr axit amin nam trong khoang tir E thtr
nhit dén K tht 453 cla trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va té bao vat chu dugc

ién nap vdi vecto biéu hién chua polynucleotit chira trinh tr co ban ma hoa chudi nhe
cAu thanh tr trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thir nhit dén C thir 214 cua trinh
tur nhu néu trong SEQ ID NO.10;

Theo mét phuong an khac, khang thé don dong FLT3 theo sang ché duoc san xuét
boi phuong phép san xuét khang thé bao gdm viéc nudi cay té bao vat chi dé biéu hién
khang thé, trong d6 té bao vit chil ndy dugc chon tir nhém bao gbm té bio vat chi (a) d&én

(d) sau:

(a) t& bao vat chii dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban ma hoa chudi ning cu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir E thir
nhét dén K tht 453 cia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11 va polynucleotit chita trinh
tu co ban m3 héa chudi nhe ciu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thur
nhét d@én C thar 214 coa trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10;

(b) té bao vét chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh

tu co ban m3 héa chudi ning ciu thanh tir trinh tr axit amin ndm trong khoang tir E thtr
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nhit dén K thir 453 ctia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11 va vecto biéu hién chira
polynucleotit chira trinh tu co ban ma héa chudi nhe cAu thanh tir trinh tr axit amin nam

trong khoang tir D thir nhit &n C thi 214 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10;

(c) t& bao vat chi duge bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban ma hoa chudi ning cdu thanh tir trinh ty axit amin nam trong khoang tir E tha
nhit dén K thtr 453 cia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va té bao vat chi duoc
bién nap voi vecto biéu hién chua polynucleotit chtra trinh tu co ban ma hoa chudi nhe
c4u thanh tir trinh ty axit amin ndm trong khoang tir D thir nhit dén C tht 214 cua trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.10; va

(d) té bao vat cha dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit chira trinh
tu co ban mi héa chudi ning céu thanh tir trinh tyu axit amin nim trong khoang tir E tha
nhét to G thir 452 SEQ ID NO.11 trong d6 E thir nhit duge cai bién thanh pyroglutamat
va chudi nhe cAu thanh tir trinh tw axit amin ndm trong khoang tir D thir nhit dén C thir
214 cua trinh t nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mot phuong an khac, vung bién dbi chudi ning cua khang thé don dong
CHv62.21pAF dugc chon tir nhdm bao gdm trinh ti axit amin nim trong khoang tir gbe 1
(E) dén gbc 123 (S) ctia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va trinh ty axit amin nim
trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 123 (S) cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11
trong d6 gdc 1 ¢6 dau tan cing N (E) dugc chuyén héa thanh axit pyroglutamic.

Theo mét phuong 4n khac, chudi ning cta khang thé don dong CHv62.21pAF
duge chon tir nhém bao gdém trinh tur axit amin nim trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc
453 (K) cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11, trinh tu axit amin nim trong khoang
tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) ciia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11 trong d6 gbe 1 ¢co
dau tan cing N (E) dugc chuyén héa thanh axit pyroglutamic, trinh tu axit amin nim
trong khoang tir gbc 1 (E) dén gdc 453 (K) cla trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11
trong d6 gbc 453 ¢6 dau tan cung C (K) dugc loai bd, va trinh ty axit amin nam trong
khoéng tir gbc 1 (E) d@én gdc 453 (K) cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 trong d6
gbc 1 ¢6 dau tan cung N (E) dugc chuyén hoa thanh axit pyroglutamic va gbc 453 c6 dau
tan cung C (K) dugc loai bo.

Theo mot phuong 4n khéc, khang thé don dong CHv62.21pAF hoic manh gin két

khang nguyén ctia né 1a hon hop da duge tao ra bang cach tai td hop chita cac protein thu
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duoc biang cach bidu hién & t& bao vat chy, trong d6 ving bién dbi chudi ning ctia khang
thé hoic manh gin két khang nguyén cia n6é dugc chon tir nhém bao gbm trinh tu axit
amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 123 (S) cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.11 va trinh tr gbc axit amin 1 (E) dén gbc 123 (S) ctia trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.11 trong d6 gbc 1 c6 diu tan cing N (E) duoc chuyén héa thanh axit pyroglutamic.

Theo mét phuong 4n khac, khang thé don dong CHv62.21pAF 12 hdn hop di duoc
tao ra bang cach tai td hop chira cac protein thu dugc bang cach biéu hién & t&€ bao vat
chu, trong d6 chudi ning .duqc chon tir nhém bao gdm trinh tu axit amin nidm trong
khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.11, trinh ti
axit amin nim trong khoéng-tfr gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) ctia trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.11 trong d6 gbc 1 c6 diu tin cung N (E) dugc chuyén hoéa thanh axit
pyroglutamic, trinh tu axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) ctia trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 trong d6 gbc 453 ¢6 dau tan cung C (K) dugce loai bé, va
trinh tu axit amin ndm trong khoang tir géc 1 (E) dén gbc 453 (K) ctia trinh tw nhu néu
trong SEQ ID NO.11 trong d6 gbc 1 c¢6 dau tan cung N (E) duoc chuyén hoa thanh axit

pyroglutamic va gbc 453 ¢6 dau tan ciing C (K) dugce loai bo.

Theo mdt phuong an khéc, khang .thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning
chu thanh tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir E thir nhat ¢én K thir 453 cia trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chudi nhe cu thanh tir trinh ty axit amin nim trong
khoang tir D thir nhit dén C thir 214 ciia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mét phuong an khac, khang thé don dong CHv62.21pAF chita chudi ning
cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir E thir nhit dén K thi 453 cia trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.11 trong d6 E thir nhit dugc cai bién thanh pyro-glutamat va
chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nam trong khoang tu D thir nhét dén C thir 214
cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mdt phuong an khéac, khang thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning
cAu thanh tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir E thir nhét dén K tht 453 cta trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.11 trong d6 E thir nhit duoc cai bién thanh pyro-glutamat va
géc K thir 453 ¢6 dau tan cing C dugc loai bd va chudi nhe cAu thanh tir trinh tur axit
amin ndm trong khoang tir D thir nhat dén C thir 214 cta trinh tr nhu néu trong SEQ ID
NO.10.
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Theo mot phuong an khéc, khang thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning
cAu thanh tir trinh ty axit amin ndm trong khoang tir E thir nhit dén K thir 453 ctia trinh tir
nhu néu trong SEQ ID NO.11 trong d6 gbc K thir 453 c¢6 dau tan cung C dugc loai bd va
chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thit nhit dén C tha 214
cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10. |

Té bao budng trimg chudt ddng Trung Qubc (CHO) san sinh khang thé c6 ky hiéu
CHv62.21pAF dugc giri (thong qua Federal Express) dén ATCC, P.O. Box 1549,
Manassas, VA 20108 vao ngay 09 thang 12 nam 2014 va dugc ky gtri v6i tén truy cap
PTA-121836.

I11.) Thé tiép hop khang thé duoc chit

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cap dén thé tiép hop khang thé duch chét
(ADC), chtra khang thé dugc tiép hop v6i dugc chét diéu tri bénh. Dugc chit didu tri
bénh nay c6 thé 13 duge chét gdy doc té bao, chit kim him té bao, duge chit héa tri liéu,
duoc chit, chit Gc ché su phat trién, doc t (vi du, doc t& ¢6 hoat tinh enzym cua vi
khuén, ndm, c6 nguén géc thue vét, hodc dong vat, hodc cac manh cia nd), hodc déng Vi
phéng xa (tirc 13, thé tiép hop phong xa). Theo mot khia canh khéc, séng ché con mé ta
cac phuong phap st dung ADC. Theo mot khia canh, ADC chira khang thé don dong bét
ky trong s& MAb FLT3 cong héa tri duge gfin vao hoic c6 thé dugc gin két qua lién két

oxim véi dugce chat gay doc t€ bao hoac dugc chat c6 theé phat hién dugc.

Viéc sir dung thé tiép hop khang thé dugc chat dé phan phéi tai chd dugc chit gay
doc t& bao hogic chit kim ham té bao, tirc 12 dugc chat dé tiéu diét hodc e ché t€ bao khdi
u d& diéu tri bénh ung thu (Syrigos and Epenetos (1999) Anticancer Research 19:605-
614; Niculescu-Duvaz va Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26: 151-172; Patent My
4,975,278) dé phan phdi hudng dich gbe duge chét t6i khéi u, va tich liiy ndi bao trén do,
trong do6 viéc st dung toan than cac dugc chét duge chit khong duoc tiép hop c6 thé tao
ra ndng do doc tinh khong duogc chép nhin v6i cac té bao binh thuong cling nhu té bao
khéi u cén loai bé (Baldwin et al., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe,
(1985) “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”, in
Monoclonal Antibodies ‘84:Biological And Clinical Applications, A. Pinchera et al.
(ed.s), pp. 475-506). Tir d6, thu dugc hiéu qua t6i da voi doc tinh téi thiéu. Ca khéng thé

da dong 13n cac khang thé don dong dugc thdng bao 14 hiru ich trong cac chién luong nay
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(Rowland et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21: 183-87). Duoc chét dugc sir
dung trong cic phuong phap niy bao gdm daunomycin, doxorubixin, methotrexate, va
vindesine (Rowland et al., (1986) néu trén). Poc t6 dugc sir dung trong thé tiép hop
khang thé-doc t§ bao gdm doc té vi khudn nhu doc t6 gay bénh bach hau, thuc vat doc t6
nhu rixin, ddc t6 phan tir nhoé nhu geldanamycin (Mandler et al (2000) Jour, of the Nat. -
Cancer Inst. 92(19): 1573- 1581; Mandler et al (2000) Biodrganic & Med. Chem. Letters
10: 1025-1028; Mandler et al (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maytansinoids
(EP 1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), va
calicheamicin (Lode et al (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman et al (1993) Cancer Res.
53:3336-3342). Céc doc t6 c6 thé anh khang tac dung gy doc té bao va kim him té bao
ctia ching theo cic co ché bao gdm gin két tubulin, gin két ADN, hoic tc ché
topoisomeraza. Mot s6 dugc chit gay doc t€ bao co6 xu huéng bAt hoat hodc c6 hoat tinh

yéu hon khi dugc tiép hop véi cac khang thé hoac phéi tir thu thé protein 16n hon.

Vi du vé thé tiép hop khang thé dugc chat 13, ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan,
Biogew/Idec) 14 thé tiép hop khang thé- dong vi phéng xa duge ciu thanh tir khang thé
don dong IgGl kappa ctia loai gam nhidm hudng truc tiép véi khang nguyén CD20 duge
tim thdy trén bé mit cua té bao lympho B binh thuong va 4c tinh va dong vi phong xa
"1n hodc *°Y d3 duoc gén két boi chit cang héa lién két thioure (Wiseman et al (2000)
Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman et al (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig
et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol.

20(15):3262-69).

Ngoai ra, MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicin, Wyeth Pharmaceuticals),
thé tiép hop khang thé dugc chét duge cdu thanh tir khéng thé hu CD33 di dugc lién két
v6i calicheamicin, dugc phé chuin nam 2000 dé didu tri bénh bach cu tiy bao cép tinh
bang cach tiém (Drug of the Future (2000) 25(7):686; Patent M§ Nos. 4970198;
5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285; 5773001).

Ngoai ra, FLT3 khang nguoi dugc ddnh gia trude do la chét diéu tri bénh tiém
nang d6i v6i bénh bach ciu tdy bao. Vi du, IMC-EB 10, khang thé khang FLT3 dugc
phét trién boi Imclone. Khang thé nay 1a chit phong bé phéi tir Gtc ché qua trinh hoat héa
qua trung gian FLT3 cua kinaza nguoc chidu (MAPK, Akt va Stat5). Khang thé nay ciing

trc ché qua trinh ting sinh cta cac t& bao bach ciu in vitro; va di biét 1a tac dong thong
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qua doc tinh t& bao phu thudc vio khang thé (ADCC). EB 10 lam kéo dai kha nang séng
s6t cia mod di ghép cia bénh bach ciu khi dugc diéu tri riéng & va két hop véi
methotrexate (Xem, W02009/155015 va US2011/0008355). Khéang thé nay cling dugc
danh gia trong thir nghiém 14m sang cia ngudi (NCT00887926), nhung bi dirng lai do
khong c6 hi€u qua. Xem Ngoai ra, EB 10 dugc tiép hop v6i MMAF dugc phat trién boi
ImClone (Xem, Proc Amer Assoc Cancer Res, Volume 46, 2005). |

D3 biét trong linh vuc nay rang khang thé chu van duoc phat trién khang lai FLT3
c6 thé ting cudng qua trinh ting sinh va/qué trinh biét héa cua té bao mau gdc. (Xem,
WO 95/27062)

Ngoai linh vire sinh hoc, nhidu chét e ché phan tir nhé duge phét trién va dugc
thir nghiém trong thir nghiém lam sang ctia nguoi. Hau hét trong s6 cac chit trc ché
huéng dich FLT3 va cac kinaza khac khong dac hiéu véi chinh FLT3 kinaza. Trong hau
hét cac trudmg hop, cac chit e ché nay khang FLT3-ITD va c6 thé khang FLT-TKD. Do
d6, khong c6 chit nao khang FLT3 kiéu hoang riéng ré&. D3 biét ring chét trc ché phan tir

nho duoc thuc hién thir nghiém 1am sang cua nguoi la:

Midostaurin hodc PKC-412 (Novartis), Quizartinib hoac AC220 (Ambit), Nexavar
(Onyx/Bayer), AZD1152 ho#c Barasertib (Astrazeneca), Crenolinib (Arog), Plexxicon
(Daichii Sankyo), va ASP2215 (Astellas). N6i chung, hdu hét cac thir nghiém 14m sang
cua ngubi van duge thuc hién. Trong hau hét cic trudng hop, lugng giam tiéu cdu, giam
bach cdu, bénh thiéu méu duoc coi la cac tac dung phu.

Ngoai ra, Cantuzumab mertansine (Immunogen, Inc.), thé tiép hop khang thé duoc
chit bao gdm khang thé huC242 dugc lién két théng qua gbc lién két disulfua SPP véi
gbc duoc chét maytansinoid, DM1, dugc dua vao thir nghiém pha IT dé diéu tri bénh ung

thu bidu hién CanAg, nhu rudt két, tuy, da day, va bénh khac.

Ngoai ra, MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologies, Immunogen Inc.), thé
tiép hop khang thé dugc chét bao gdm khéang thé don dong ctia khdng nguyén mang dic
hiéu khang tuyén tién liét (PSMA) dugce lién két v6i gbe duoc chét maytansinoid, DM,
dugc phat trién dé diéu trj khéi u tuyén tién liét.

Cudi clng, peptit auristatin, auristatin E (AE) vad monometylauristatin (MMAE),

cac chét tng hop twong tu cua dolastatin, dugc tiép hop véi khang thé kham don dong
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cBR96 (ddc hiu v6i Lewis Y dbi véi caxinom) va cAC10 (dac hiéu vsi CD30 dbi voi

bénh mau 4c tinh) (Doronina et al (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784).

MAb CD30 dugc tiép hop véi MMAE hién dang c6 ban trén thi truong dudi tén
ADCETRIS (Seattle Genetics, Bothell, WA). ADCETRIS (brentuximab vedotin) 13 thé
tiép hop khang thé dugc chit khang CD-30 dugc cAu thanh tir ba hop phan: 1) khang thé
kham IgG1 dugc ky hiéu la cAC10, dac hiéu voi ngudi CD30, 2) dugc chét pha v vi éng
MMAE, va 3) lién két phan cét proteaza gin két cong hoa tri MMAE véi caC10. Xem,
ADCENTRIS dua ra thong tin.

Ngoai ra, cac duge chét didu tri bénh bao gdm nhung khong chi gi¢i han & dugc
chit hoa tri liéu thich hop trong viéc tao ra ADC duge néu trong ban md ta. Doc td ¢6
hoat tinh enzym va cac manh cua né c6 thé duge sir dung bao gdm chudi A giy bénh
bach hdu, manh c¢6 hoat tinh gin két ctia doc t& gdy bénh bach hau, chudi A chtra ngoai
doc tb (tr Pseudomonas aeruginosa), chudi A cia rixin, chudi abrin A, chudi modeccin
A, alpha-sarcin, protein Aleurites fordii, protein dianthin, protein Phytolaca americana
(PAPI, PAPII, va PAP-S), chét e ché momordica charantia, curcin, crotin, chat trc ché
sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictocin, phenomycin, enomycin, va
tricothecen. Xem, vi du, WO 93/21232 duogc cong bd ngay 28 thang 10 nam 1993. Nhiéu
nuclit phéng xa co sin trén thi truong dé san xuét cac khang thé duoc tiép hop phéng xa.
Vi du bao gébm Ay By Bl Oy va '86Re. Thé tiép hop ciia khang thé va dugc chét
gdy doc té bao duoc tao ra bang cach sir dung nhiéu duoc chat ghép cip protein hai chirc
nhu N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithiol) propionat (SPDP), iminothiolan (IT), cic dan
xuét hai chitc ctia imidoeste (nhu dimetyl adipimidat HC1), este ctia hoat tinh (nhu
disucxinimidyl suberat), aldehyt (nhu glutaraldehyt), cac hop chit bis-azido (nhu bis (p-
azidobenzoyl) hexanediamin), cic dan xuét bis-diazo (nhu bis-(p-diazoniumbenzoyl)-
etylendiamin), diizoxyanat (nhu toluen 2,6-diizoxyanat), va hop chat flo c¢6 hoat tinh bis
(nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Vi du, doc t& mién dich rixin c6 thé duoc tao ra nhu
dugc mo ta trong Vitetta et al (1987) Science, 238: 1098. Axit l-isothioxyanatobenzyl-3-
metyldietylen triaminepentaxetic dugc danh du cabon-14 (MX-DTPA) 1a chit cang héa
cu thé dé tao tiép hop ctia nucleotit phéng xa v6i khang thé (W094/11026).
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Thé tiép hop cia khang thé va mot hoic nhiéu doc td phan tir nho, nhu
acalicheamicin, maytansinoid, dolastatin, auristatin, trichothecene, va CC1065, va céc

dAn xuit cta cac doc td nay cé hoat tinh doc té, cling dugc du dinh trong bdn mo ta nay.
III(A). Maytansinoid

Céc hop chit maytansine thich hgp d& dung 1am gbc dugc chit maytansinoid da
biét trong linh vuc ndy, va c6 thé duge tach ta tir cdc ngudn tu nhién theo cic phuong
phap da biét, dugc tao ra biang cach sir dung phuong phép k¥ thuat di truyén (xem Yu et
al (2002) PNAS 99:7968-7973), hodc cac chét twong tw maytansinol va maytansinol dugc
tao ra bang cach tong hop theo cac phuwong phap da biét.

Géc duge chit maytansinoid cu thé bao gébm cac gdc ¢ nhan thom duoc cai bién,
nhu: C-19-declo (US 4256746) (duoc tao ra biang cach khtr lithi nhém hydrua
ansamytocin P2); C-20-hydroxy (hodc C-20-demetyl) +/-C-19-declo (Patent M§ sd
4,361,650 va 4,307,016) (duoc tao ra bang cach khir metyl c6 sir dung Streptomyces hoic
Actinomyces hodc khur clo héa st dung LAH); va C-20-demetoxy, C-20-axyloxy (-
OCOR), +/-declo (patent My s6 4,294,757) (duoc tao ra bang cach axyl héa st dung axyl

clorua), va cac goc nay c6 cac cai bién & céc vi tri khac.

Géc dugc chit maytansinoid cu thé ciing bao gdm cac gbc c6 cai bién nhu: C-9-
SH (US 4,424,219) (duoc tao ra bang ciach cho maytansinol phin tng véi H,S hoic
P,S;s); C-14-alkoxymetyl(demetoxy/CH, OR)(US 4331598); C-14-hydroxymetyl hodc
axyloxymetyl (CH,OH hodc CH,OAc) (US 4450254) (dugc tao ra tir Nocardia); C-15-
hydroxy/axyloxy (US 4,364,866) (dugc tao ra bang cich chuyén héa hop chit
maytansinol bdi Streptomyces); C-15-metoxy (Patent M§ s6 4,313,946 va 4,315,929)
(dugc tach ta tir Trewia nudlflora); C-18-N-demetyl (Patent M§ s 4,362,663 va
4,322,348) (dugc tao ra bang cach khir metyl ciia maytansinol béi Streptomyces); va 4,5-
deoxy (US 4,371,533) (dugc tao ra bang cach khi titan triclorua/LAH ctia maytansinol).

ADC chira maytansinoid, cac phuong phép tao ra chﬁng, va vi€c sir dung chung
trong diéu tri duoc mo ta, vi du, trong cac Patent My s6 5,208,020; 5,416,064; 6,441,163
va Patent Chau Au EP 0 425 235 BI, ndi dung cia chung duoc két hop vao ddy bing
cach vién din. Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) md ta ADC
chira maytansinoid dugc ky hi¢u 1a DM1 dugc lién két v6i khang thé don dong C242

huéng truc tiép v6i bénh ung thu rudt két cia ngudi. Nhan thdy rang thé tiép hop nay c6
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hoat tinh gy doc té bao manh khang céac té bao bénh ung thu rudt két d3 duogc nudi céy,
va c6 hoat tinh khang khdi u trong thir nghiém phat trién khdi u in vivo. Chari et al.,
Cancer Research 52: 127-131 (1992) mé ta ADC trong d6 maytansinoid dugc tao tiép
hop thoéng qua gdc lién két disulfua véi khang thé ctia loai gam nhim A7 gin két véi
khang nguyén trén dong té bao bénh ung thu rudt két ctia ngudi, hodc véi khang thé don
dong cta loai gim nhim khac TA.1 gin két véi gen gay bénh ung thu HER-2/neu. Doc
tinh té bao cta thé tiép hop TA.l-maytansonoid dugc thir nghiém in vitro trén dong té bao
bénh ung thu vl cta ngudi SK-BR-3, bidu hién 3 x 10° HER-2 c4c khang nguyén bé
mat/té bio. Thé tiép hop dugc chit c6 muc do gay doc té bao tuong tu nhu dugce chét
maytansinoid tu do, c6 thé dugc ting lén bing cach 1am ting s6 lwong phan tir
" maytansinoid/phan tir khang thé. Thé tiép hgp A7-maytansinoid c6 hoat hoat tinh gy doc
t€ bao toan than thip & chudt nhit.

III(B). Auristatin va dolastatin

Theo mot sd phuong an, ADC chita khang thé theo sang ché dugc tiép hop véi
dolastatin hodc cac chit trong tu va cac dan xuét cua dolostatin peptit, auristatin (Patent
My sb 5,635,483; 5,780,588). Nhan thiy rang dolastatin va auristatin gdy anh huéng t6i
dong luc hoc vi dng, thay phin GTP, va phéan chia nhan va té bao (Woyke et al (2001)
Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) va c6 hoat tinh khang bénh ung
thu (US 5,663,149) va hoat tinh khéng ndm (Pettit et al (1998) Antimicrob. Agents
Chemother. 42:2961-2965). Gbc duoc chét dolastatin hodc auristatin c6 thé dugc gan véi
khang thé thong qua dau tan cing N (amino) hoic C (carboxyl) cua gbc duge chat peptit
(WO 02/088172).

Cac phuong 4n vé& auristatin cu thé bao gbébm cac gbc dugc chét
monometylauristatin dugc lién két v6i dau tan cung N 13 DE va DF, dugc boc 1 trong
“Senter et al, Proceedings of the American Association for Cancer Research, Volume 45,
Abstract Number 623, presented March 28, 2004 va dugc mo ta trong Cong bd don sang
ché My s62005/0238649, nodi dung ctia n6 duge két hop hoan toan vao ddy bang cach
vién dan.

Théng thudng, cac gde dugce chit trén co s& peptit b thé dugc tao ra bang cach
tao lién két peptit gifra hai hodc nhiéu axit amin va/hodc méanh peptit. Cac lién két peptit

nhu vy c6 thé duoc tao ra, vi du, theo phuong phap tbng hop pha 16ng (xem E. Schroder
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and K. Liibke, “The Peptides”, volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press) d biét trong
linh vuc hoa hoc peptit. C4c gbc duoc chit auristatin/dolastatin cé thé duoc tao ra theo
cac phuong phap cua: US 5635483; US 5780588; Pettit et al (1989) J. Am. Chem. Soc.
111:5463-5465; Pettit et al (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277; Pettit, G.R., et
al. Synthesis, 1996, 719-725; Pettit et al (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863;
va Doronina (2003) Nat Biotechnol 21(7):778-784.

HI(C). Calicheamicin

Theo cac phuong an khac, ADC chira khang thé theo sang ché dugc tiép hop véi
mot hodc nhiéu phan tir calicheamicin. Ho calicheamicin 1a chit khang sinh c6 kha ning
tao ra AND soi kép bi pha hiy & ndng do dudi picomol. Dé tao ra thé tiép hop cta ho
calicheamicin, xem cac Patent My 5,712,374, 5,714,586, 5,739,116, 5,767,285,
5,770,701, 5,770,710, 5,773,001, 5,877,296 (toan bd cac patent nay cua American
Cyanamid Company). Cac chit tuong tur vé ciu triic cta calicheamicin c6 thé duoc st
dung bao gém, nhung khong chi giéi han &, yll, (121, 03, N—axetyl—yll, PSAG va 0!,
(Hinman et al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al, Cancer Research
58:2925-2928 (1998) va cac Patent M§ néu trén 13 ctia American Cyanamid). Duoc chét
khang khéi u khac ma khang thé c6 thé dugc tiép hop 12 QFA 14 chét khang folat. Ca
calicheamicin va QFA c6 vi tri tic dong ndi bao va khong qua dugc mang huyét twong
mét cach d& dang. Do d6, mirc do hip thu té bao cia cac duge chit nay théng qua khang
thé qua trung gian tuong tac ndi phan tir 1am ting manh tic dung giy doc té bao cua

ching.
III(D). Dugc chit gy ddc té bao khac

Céc duoc chit khang khéi u khac cé thé duoc tiép hop véi cac khang thé theo sang
ché bao gbm BCNU, streptozoicin, vincristine va 5-flouraxil, ho cac dugc chit nay
thuong dugc goi 1a phirc chat LL-E33288 dugc md ta trong cac Patent MY 5,053,394,
5,770,710, cling nhu esperamicin (Patent My 5,877,296).

Poc td ¢ hoat tinh enzym va cac manh cia nod co thé dugc st dung bao gém
chudi A giy bénh bach hau, méanh c6 hoat tinh gin két cua doc t6 gdy bénh bach hau,
chudi A chtra ngoai ddc t6 (tir Pseudomonas aeruginosa), chudi A ciia rixin, chudi abrin
A, chudi modeccin A, alpha-sarcin, Protein Aleurites fordii, protein dianthin, protein

Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chét tc ché momordica charantia, curcin,
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crotin, chét Grc ché sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictocin, phenomycin,
enomycin va tricothecene. Xem, vi du, WO 93/21232 (cong bd ngay 28 thang 10 nim
1993).

Sang ché ciing dé cap dén ADC dugc tao ra gitta khang thé va hop chit cé hoat
tinh phin giai nucleic (vi du, ribonucleaza hodc ADN endonucleaza nhu

deoxyribonucleaza; DNaza).

Dé pha huy chon loc khéi u, khang thé c6 thé chira nguyén tir phong xa manh.
Nhiéu d6ng vi phéng xa cé san trén thi trudng dé san xudt cac khang thé dugc tiép hop
phéng xa. Vi du bao gdm ALY, I 1'% Y*° Re'™ Re'®, Sm'”, B, PP, Pb*'? va cac
ddng vi phong xa ctia Lu. Khi thé tiép hop nay dugc sir dung dé phét hién, thi n6 cé thé
chira nguyén tir phong xa dé nghién clru lép lanh d6, vi du tc?™ hoidc , hodc nhan quay
dé chup cong hudng tir hat nhan (NMR) (con goi 1a chup cdng hudng tir, mri), nhu iot-
123 tiép, iot-131, indi-111, flo-19, cacbon-13, nito-15, oxy-17, gadolini, mangan hodc

-~

sat.

Trinh ty d4nh ddu phong xa hodc trinh tu danh diu khac c6 thé duge dua vio thé
tiép hop theo cac cach da biét. Vi du, peptit c6 thé duoc sinh tdng hop hodc c¢6 thé dugc
tdng hop bang cach tong hop héa hoc axit amin st dung cac tién chat axit amin thich hop
bao gdm, vi du, flo-19 thay vio chd hydro. C4c nhin nhu tc”™ hodc ', Re'®, Re'®® va
" 66 thé dugc lién két qua gdc xystein & peptit. Yttri-90 c6 thé duoc lién két qua gbe
lysin. Phuong phap IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun.
80: 49-57 c6 thé dugc st dung dé dua iot-123 vao. “Monoclonal Antibodies in

In

Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989) mo6 ta chi tiét cac phuong phap khac.

IV.) Céc hop chit thé tiép hop khang thé dugc chét gin két véi FLT3

Sang ché dé cip dén, khong ké nhing céi khac, cac hop chat thé tiép hop khang
thé dugc chit dé phan phdi huéng dich cic dugc chét didu tri bénh. Téc gia sang ché
cling phét hién ra rang cac hop chét thé tiép hop khang thé dugc chét c6 hoat hoat tinh
gy doc té bao va/hoic kim him té bao tiém ning khang lai cic cac té bao biéu hién
FLT3.

Céc thé tiép hop khang thé dugc chat nhu vay khong phong bé kha nang gin két
ctia FL v6i FLT3, sao cho FL ¢6 thé truyén tin hiéu théng qua FLT3 ngay ca khi khang
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~ thé nay duge gén két. Cac khang thé nhu vay c6 hoat hoat tinh gdy doc t€ bao khong bi
giam stt khi c6 mat FL (trong do thé tiép hop khang thé dugc chat khang FLT3 lai phong
bé FL gin két v6i FLT3 c6 doc hoat tinh gy doc té bao giam khi c6 mit FL. Theo cac
phuong an dugc uu tién, thé tiép hop dugc chét khang FLT3 dugc néu trong ban md ta vé

co ban 13 khong trc ché gan két FL v6i FLT3.

Céc hop chit thé tiép hop khéang thé dugc chit bao gdbm don vi khang thé duogc
lién két cong hoa tri voi it nhit mot don vi duge chit. Pon vi duge chét c6 thé dugc lign

két cong hoa tri truc tiép voi don vi khang thé hodc théng qua don vi lién két (-LU-).

Theo mét s& phuong 4an, hop chit thé tiép hop khang thé dwoc chit co cong thirc

sau:
L - (LU-D)e (D)
hodc mudi dwoc dung hoac solvat cua nod; trong do:

I. 12 don vi khang thé, vi du, khang thé don dong FLT3 theo sang ché, nhu
CHv62.21 hodac CHv62.21pAF, va

(LU-D) 1a gbc don vi lién két-don vi duoc chét, trong do:
LU- 14 don vi lién két, va

D 1a don vi dugc chat c6 hoat tinh kim him té bao hodc giy doc té bao khang lai

té bao dich; va
p nam trong khoang tir 1 dén 20.

Theo mot sb phuong én, p nim trong khoang tir 1 dén 10, ndm trong khoang tir 1
dén 9, ndm trong khoang tir 1 d&én 8, nim trong khoang tir 1 dén 7, nam trong khoang tir 1
dén 6, ndm trong khoang tir 1 dén 5, nim trong khoang tir 1 dén 4, nim trong khoang tir 1
dén 3, hodc ndm trong khoang tir 1 dén 2. Theo mét s6 phuong an, p nam trong khoang tir
2 dén 10, nim trong khoang tir 2 dén 9, nim trong khoang tir 2 dén 8, nam trong khoang
tir 2 dén 7, ndm trong khoang tir 2 dén 6, nim trong khoang tir 2 dén 5, nam trong khoang
tir 2 dén 4 hodc 2 dén 3. Theo cac phuong an khéc, p béng 1,2, 3,4, 5hodc 6. Theo mot
s& phuong 4an, p bang 2 hodc 4. Theo mot s6 phuong 4n, p 13 s6 nguyén. Theo cac
phuong an khéc, p dugce do bing ty 18 ciia dugc chét trung binh va khang thé va cé thé 1a

s0 nguyén hodc khong phai s6 nguyén.
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Theo mét s6 phuong 4n, thé tiép hop khang thé dugc chit hop chat ¢ cong thirc

sau:
L - (A;-Wy-Y-D), (II)

hodc mudi dugc dung hodc solvat cua nd, trong do:

L 14 don vi khang thé, vi du, khang thé don dong FLT3, nhu CHv62.21 hoic
CHv62.21pAF; va -A,-Wy-Y,- 1a don vi lién két (LU), trong d6:

-A-1a don vi kéo dai,

a bang 0 hodc 1 hodc 2 hogc 3,

mdi -W- doc 1ap 1a don vi axit amin,

w 13 s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén 12,

-Y- 1a don vi dém tu tiéu diét,

y b%mg 0, 1 hoac 2;

D 1a don vi duge chit c6 hoat tinh kim him té bao hodc gy doc té bao khang lai
té bao dich; va

p 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 20.

Theo mdt sd phuong én, a bang 0 hoic 1, w bang 0 hodc 1, vay bang 0, 1 hoic 2.
Theo mot sé phuong 4n, a bang 0 hodc 1, w bang 0 hodc 1, vay bzing 0 hoac 1. Theo mdt
s6 phuong an, p nam trong khoang tir 1 dén 10, ndm trong khoang tir 1 dén 9, ndm trong
khoang tir 1 d&n 8, ndm trong khoang tir 1 dén 7, ndm trong khoang tir 1 dén 6, ndm trong
khoéng tir 1 dén 5, ndm trong khoang tir 1 dén 4, ndm trong khoang tir 1 dén 3, hodc nim
trong khoang tir 1 dén 2. Theo mét s6 phuong 4n, p ndm trong khoang tir 2 dén 8, nim
trong khoang tir 2 dén 7, ndm trong khoang tir 2 dén 6, ndm trong khoang tir 2 d&n 5, nam
trong khoang tir 2 dén 4 hoic 2 dén 3. Theo céc phuong 4n khac, p bang 1, 2, 3, 4, 5 hoic
6. Theo mdt sb phuong 4n, p bang 2 hoic 4. Theo mdt s& phuong an, khi w khong bang
0, y bing 1 hodc 2. Theo mdt sé phuong 4n, néu w bang 1 dén 12, thi y bang 1 hosc 2.
Theo mét sb phuong an, w bang 2 dén 12 vay bang 1 hoidc 2. Theo mét s6 phuong 4n, a

bang 1 va w va y bang 0.
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Dbi v6i ché phim chira nhidu khang thé, kha nang mang dugc chit dugc thé hién
trong p, sb lugng trung binh cta cic phan tir duoc chat/khang thé. Kha ning mang dugc
chit c6 thé nim trong khoang tir 1 dén 20 dugc chét (D)/khang thé. S6 lugng trung binh
ctia duoc chit/khang thé trong qua trinh tao ra cic phan tng tiép hop coé thé dugc dic
trung béi cac cach thong thuong nhu khéi phd, thir nghiém ELISA, va HPLC. Phan phdi
dinh luong cia thé tiép‘hc_)*p khang thé dugc chét lién quan dén p ciing c6 thé dugc xac
dinh. Trong mot sb truong hop, vi€e tach, tinh ché, va mo ta dic diém cua thé tiép hop
khang thé dugc chit ddng nhét trong d6 p 13 tri s& nhit dinh thu dugc tir thé tiép hop
khang thé dugc chat vdi v6i kha niang mang du;_yc chét khac c6 thé thu dugc bang cach
céc nhu HPLC pha dao hodc dién di. Theo cac phuong 4n cu thé, p ndm trong khoang tir
2 den 8.

Viée tao ra cac hop chét thé tiép hop khang thé duoc chét c6 thé dugc thuc hién
bang k¥ thuat bat ky da biét dbi voi ngudi 6 trinh d trung binh trong linh vuc nay. Tém
lai, cac hop chét thé tiép hop khang thé dugc chit bao gdm MAb FLT3 theo sang ché 1am
don vi khang thé, dugc chét, va tuy v lién két ndi giita duge chit va cac chat gin két.
Theo mdt phuong 4n duoc uu tién, khang thé 13 khang thé don dong FLT3 chia ving
“bién dbi chudi ning va chudi nhe cia khéang thé ky hiéu CHv62.21 néu trén. Theo mdt
phuong an wu tién hon nira, khang thé 13 khang thé don dong FLT3 chira chudi ning va

chudi nhe cta khang thé ky hiéu CHv62.21pAF néu trén (Xem, Cong thirc (I)).

Nhiéu phan @ng khac nhau 13 c6 sin dé gin két cong hoa tri duogc chit Vé/hoéc lién
két voi cac chdt gin két. Thao tac nay thuong dugc thyc hién bang cach cho phan tmg
gbc axit amin ciia cac chat gin két két, vi du, phan tir khang thé, bao gdm nhém amin cuia
lysin, cac nhom carboxylic axit tu do cua axit glutémic va axit aspartic, nhém sulfhydryl
clia xystein va gbc khac nhau ciia axit amin thom. M6t trong s6 phuong phap khong dic
hi€u dugc st dung phé bién nhat vé viéc lién két cong hda tri 1a phan img carbodiimit dé
lién két nhom carboxy (hodc amino) ctia hop chét véi cac nhém amino (hodc carboxy)
cua khang thé. Ngoai ra, dugc chét chirc kép nhu dialdehyt hodc imidoeste dugc s dung
dé lién két nhém amino cia hop chit v6i nhém amino cia phan tir khang thé. Ciing da
biét phan Gng lién két ctia duoc chit vé6i cac chit gin két 13 phan mg bazo Schiff.
Phuong phap nay bao gébm qué trinh oxy héa periodat dugc chét chira nhém glycol hodc

hydroxy, tir d6 tao ra aldehyt ma sau d6 dugc phan tng véi cac chét gin két. Viéc lién két
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xdy ra théng qua viéc tao ra bazo Schiff véi cdc nhém amino ciia cac chit gin két.
Izothioxyanat ciing c6 thé dugc st dung 1am céc chét ghép ciap dé lién két cong hoéa tri
duoc chit vai cac chit gin két. K§ thuat khac 12 da biét di v6i nguoi 6 trinh do trung

binh trong linh vuc ndy va nim trong pham vi ctia sang ché.

Theo céc phuong an nhét dinh, hop chit trung gian, 14 san pham tién than cda lién
két, duoc phan tmg véi duge chit cac didu kién thich hop. Theo cac phuong 4n nhit dinh,
nhém hoat déng duge st dung trén duoc chat va/hodc hop chat trung gian. San phdm clia
phan tng gitta dugc chit va hop chét trung gian, hoic duge chét din xuét, dugc phan tng

sau d6 v6i khang thé don dong FLT3 trong cac diéu kién thich hop.
V.) Pon vi lién két

Thong thudng, cac hop chét thé tiép hop khang thé dugc chat bao gdbm don vi lién
két nim gifta don vi dugc chit va don vi khang thé. Theo mdt sé phuong 4n, lién két c6
thé duoc phéan cét trong cac didu kién nodi bao, sao cho qua trinh phan cit lién két giai
phéng don vi duge chit ra khéi khang thé trong mdi trudng ndi bao. Theo cac phuong 4n
khac, don vi lién két khong dugc phéan cit va duge chit dugc giai phong, vi du, bang cach

thodi bién khang thé.

Theo mot sb phuong an, lién két c6 thé duogc phan cit boi duge chit phan cit c6
mit trong mdi trudng ndi bao (vi du, trong tiéu thé hoic nodi thé hOéC caveolea). Lién két
c6 thé 13, vi duy, lién két peptidyl dugc phan cit bai enzym peptidaza hodc proteaza noi
bao, bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, proteaza & tiéu thé hodc noi thé. Lién két
ciing ¢6 thé duoc phan cit boi duogc chéat phan cit c6 mit trong méi trudng ndi bao (vi du,
nim gin mang té bao hodc ving mé). Lién két co thé 13, vi du, lién két peptidyl dugc
phan cit boi enzym peptidaza hodc proteaza ngoai bao, bao gdm, nhung khong chi gidi
han &, enzym thudc ho cathepsin hodc metalloproteinaza nén). Theo mot sd phuong én,
lién két peptidyl 13 it nhét hai axit amin hodc it nhit ba axit amin. Theo mdt phuong 4n
duoc wu tién, lién két peptidyl chira it nhat mot don vi amino-oxy axit (Ambrx, Inc., La
Jolla, CA). Duoc chét phan cit c¢6 thé bao gdm cac dugc chat di biét trong linh vuc nay
(xem, vi du, Dubowchik and Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83:67- 123 va patent
My sb: 6,214,345). Mot wu diém trong viée sir dung qué trinh giai phéng dugc chit diéu
tri bénh nho protein phan giai ndi bao, 1a duoc chit thong thuong bi suy yéu khi duge
tiép hop va d6 6n dinh trong huyét thanh cta thé tiép hop thudng cao.
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Theo céc phuong 4n khéc, lién két phan cit dugc 1a gbc lién két nhay véi do pH,
nghia 13, nhay v6i qué trinh thiy phén & céc tri s6 pH nhat dinh. Thong thudng, lién két
nhay vé6i do pH c6 kha ning thily phén trong cac diéu kién axit. Vi dy, lién két d& phan
huy bdi axit ¢6 thé thity phan dugc trong tidu thé (vi du, oxim, hydrazon, semicarbazon,
thiosemicarbazon, cis-aconitic amit, orthoeste, axetal, ketal, hodc chét trong tu) c6 thé
dugc st dung. (Xem, vi du, cic Patent My sb '5,122,368; 5,824,805; 5,622,929;
Dubowchik and Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123; Neville et al, 1989, Biol.
Chem. 264: 14653-14661.) Céc lién két nhu vay la tudng db6i 6n dinh trong diéu kién pH
trung tinh, nhu trong mAu, nhung lai khong én dinh hogc kém 6n dinh hon & d6 pH dudi
5,5 hoic 5,0, khoang pH cua tiéu thé. Theo cac phuong 4n nhét dinh, lién két c6 thé thuy
phén dugc la géc lién két thioete (nhu, vi du, thioete dugc gfm vao dugc chét diéu tri

bénh thong qua gde lién két axylhydrazon (xem, vi du, patent My sb 5,622,929).

Theo céc phuong 4n khac, lién két cé thé dugc phén cit trong cac didu kién khur da
biét trong linh vuc nay. (Xem, vi du, Thorpe et ah, 1987, Cancer Res. 47:5924-5931;
Wawrzynczak et al., In Immunoconjugates: Antibody Conjugaes in Radioimagery and |
Therapy of Cancer (C. W. Vogel ed., Oxford U. Press, 1987. Ciing xem patent My sb
4,880,935.). Lién két ciing c6 thé dugc phan giai trong céc didu kién khir trong t& bao
(hodc ngoat té bao). Vi du, theo mdt phuong 4n dugc uu tién, lién két dic hiéu gén két N-

O ¢6 thé duoc khir thong thudng va bi pha v& 1am cho phan cit lién két.

Theo céc phuong 4n khéc, don vi lién két khong thé phan cit va duogc chit duoc
giai phong bing cach thoai bién khang thé. (Xem Céng bd don PCT s6 W02012/166560
(Ambrx, Inc.) duoc két hop vao sang ché bang cach vién din va nhim toan bd cac muc
dichi). |

Miic khac, theo phuong an khong loai trir 14n nhau, lién két thac ddy su tuong tac
trong té bao nhu da biét trong linh vuc nay.

Nhiéu lién két cu thé c6 thé duoc sir dung cing véi ché pham va cac phurong phép
duoc md ta trong WO 2004/010957, Cong bd don sang ché My s6 2006/0074008, Cong
b6 don sang ché My s 20050238649, va Cong bd don sang ché My sé 2006/0024317
(mdi tai liéu ndy dugc két hop vao sang ché bing cach vién din va nhim toan bd cic muc

dichi).
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Theo mét phuong an dugc uu tién, LU theo sang ché dugc ky hiéu la AGL va

thuong duoc goi la axit 2-(aminooxy)axetic hodc C,HsNOs.
V1) Bon vi kéo dai

Don vi kéo dai ( A ), khi c6 mit, c¢6 kha nang lién két don vi khang thé véi don vi
axit amin (-W-), néu ¢6, v6i don vi dém (-Y-), néu c6; hogc véi don vi duge chit (-D).
Céac nhém chirc thich hgp cé thé c6 mit trén MAb FLT3 (vi du CHv62.21 hoidc
CHv62.21pAF), cé trong tu nhién hodc bing cach hoa hoc bao gdbm, nhung khéng chi
gi6i han 0, keto, aldehyt, sulfhydryl, amino, hydroxyl, nhém anomeric hydroxyl cua
hydrat cacbon, va carboxyl. Cac nhom chtc thich hop 1a keto, aldehyt, sulfhydryl, va
amino. Theo mdt vi du, nhém keto ndm trén axit amin khong cé trong tw nhién (nnAA)
duoc dua vao trong MAD theo sang ché. Theo vi du khac, nhém aldehyt nam trén nnAA
duoc dua vao trong MAD theo sang ché. Theo vi du khac, cac nhém sulfhydryl cé thé
duoc tao ra bang cach khir lién két disulful ndi phan tir cia khang thé don dong FLT3.
Theo mdt phuong an khac, cac nhom sulthydryl cé thé duogc tao ra bang cach cho nhém
amino phan mg voi gbe lysin ctia khang thé don dong FLT3 vdi 2-iminothiolan (chét
phan tng Traut) hodc cac chit phan ting tao ra sulthydryl khac. Theo cac phuong an nhét
dinh, khang thé don dong FLT3 1a khang thé tai td hop va dugc tao ra bang k¥ thuat di
truyén dé mang mot hodc nhidu lysin. Theo cic phuong 4n nhét dinh khac, khéng thé don
dong FLT3 tai td hop duoc tao ra bing k¥ thuat di truyén dé mang nhém sulfhydryl bd
sung, vi du, xystein bd sung.

Theo mot phuong an, don vi kéo dai tao ra lién két oxim v6i nhom keto cia don vi
khang thé. Nhém keto c6 mit trén nnAA dugc dua vao MAb.

Cén phai hiéu ring tir toan bd cac phuong 4n cu thé ngay ca khi khong duoc thé
hién rd rang, nim trong khoang tir 1 dén 20 gbc duogc chit c6 thé dugce lién két véi khang
thé (p = 1-20).

Pon vi axit amin

Pon vi axit amin (-W-), khi c6 mdt, s€ lién két don vi kéo dai véi don vi dém néu
don vi dém c6 mat, lién két don vi kéo dai véi gbe duge chit néu don vi dém c6 mit, va
lién két don vi khéng thé véi don vi dugce chét néu don vi kéo dai va don vi dém khéng

cO mat.
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Ww- ¢6 thé 13, vi du, don vi monopeptit, dipeptit, tripeptit, tetrapeptit, pentapeptit,
hexapeptit, heptapeptit, octapeptit, nonapeptit, decapeptit, undecapeptit hodc
dodecapeptit. Mdi don vi -W- doc 1ap c6 cong thirc duge néu duédi diy trong ddu ngoic

vudng, va w 13 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 12:

trong d6 R19 bao gdm nhung khong chi giéi han & hydro, metyl, isopropyl,
isobutyl, sec-butyl, benzyl, p-hydroxybenzyl, -CH,OH, -CH(OH)CHj, -CHZCHZSCHg, -
CH,CONH,, -CH,COOH, -CH,CH,CONH,, -CH,CH,COOH, -(CH,);NHC(=NH)NH,, -
(CH,);NH,, -(CH,);NHCOCH3, -(CH,);NHCHO, -(CH,);NHC(=NH)NH,, -(CH;),NH,,

-(CH,)sNHCOCH;3, -(CH,)sNHCHO, -(CH,);NHCONH,, -(CH;);NHCONH,,

-CH,CH,CH(OH)CH,NH,, 2-pyridylmetyl-, 3-pyridylmetyl-, 4-pyridylmetyl-,
phenyl, xyclohexyl. Pé vién dan tiép, xem (US2014/0072586 & W02012/047724, dugc

két hop vao sang ché bang cach vién dan).

Theo cac phuong an nhét dinh, don vi axit amin c6 th bao gf")m axit amin tur nhién.
Theo cac phuong 4n khéc, don vi axit amin c6 thé bao gém axit amin khong ¢ trong tur
nhién.

Theo mdt s& phuong an, don vi axit amin c6 thé dugc phan giai enzym bdi mot
hodc nhiéu enzym, bao gdm proteaza lién quan dén bénh ung thu hozc khéi u, dé giai
phéng don vi dugc chit (-D), theo mot phuong 4n duoc thém proton in vivo trong qué

trinh giai phéng dé tao ra duge chét (D).

Theo mét khia canh vé don vi axit amin, don vi axit amin 13 valin-xitrulin (ve hodc
val-xit). Theo mot khia canh khéac, don vi axit amin 1a phenylalanin-lysin (tirc 13, fk).
Theo mot khia canh khac nita vé don vi axit amin, don vi axit amin 13 N-metylvalin-

xitrulin.

VIIL.) Pon vi d€m
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Pon vi dém (-Y-), khi cé mdt, lién két don vi axit amin vé6i don vi dugc chét khi
don vi axit amin ¢6 mat. Theo cach khac, don vi dém lién két don vi kéo dai vai don vi
duoc chit khi don vi axit amin khong c6 mét. Pon vi dém ciling lién két don vi dugc chat
v6i don vi khang thé khi ca hai don vi axit amin 1dn don vi kéo dai khong c6 mat. Cac
don vi dém c¢6 hai loai chung: khong tu diét hoac tu diét. Vi du vé cac don vi dém c6 thé
c6 mat theo sang ché da biét trong linh vuc nay. Xem, Toki et al., 2002, J. Org. Chem.
67: 1866-1872 va Nature Biotechnology 21(7):778-784).

Vi du khéc v& tu diét cac don vi dém bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac
hop chét thom 13 twong ty v& mit dién tir v6i nhém PAB nhu cic din xudt 2-
aminoimidazol-5-metanol (Hay et al., 1999, Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237) va ortho
hodc para-aminobenzylaxetal. Cac don vi dém co thé dugc s dung cho qué trinh tao
vong khi thily phén lién két amit, nhu amit ctia axit 4-aminobutyric dugc thé va khéng
duoc thé (Rodrigues et al., 1995, Chemistry Biology 2:223), hé vong bixyclo[2.2.1] va
bixyclo[2.2.2] duoc thé thich hop (Storm et ah, 1972, J. Amer. Chem. Soc. 94:5815) va
amit cua axit 2-aminophenylpropionic (Amsberry et ah, 1990, J. Org. Chem. 55:5867).
Viéc loai trir duge chét chira amin duoc thé & vi tri mé glyxin (Kingsbury et ah, 1984, J.

Med. Chem. 2TAAAT) ciing 13 vi du vé cac don vi dém tur diét.
VIIL) DPon vi duoc chat

Don vi dugc chit (D) ¢6 thé 1a dugc chét diéu tri bénh bat ky. Vi du, don vi dugc
chit c6 thé 1a gbc gay doc té bao, kim him té bao hoic diéu hoa mién dich (vi dy, kim
hdm mién dich) hodc duoc chit hoa tri liéu. D 12 don vi dugc chét (géc) c6 nguyén tr co
thé tao ra lién két v6i don vi dém (néu c6 mait), véi don vi axit amin (néu cO6 mat), voi
don vi kéo dai (néu c6 mit) hodc véi don vi khang thé. Theo mot s6 phuong an, don vi
duogc chét D ¢6 nguyén tir nito c6 thé tao ra lién két véi don vi dém (néu dugc sir dung).
Thuét ngit “don vi duoc chit” va “gde dugce chét” 13 ddng nghia va dugc sir dung thay thé
cho nhau.

Nhém duge chit gdy doc té bao hodc diéu hoa mién dich thich hgp bao gbm, vi
du, dugc chit khang tubulin, chét két dinh rinh ADN nhé, chat tc ché qua trinh sao chép
ADN, va chét alkyl hoa. Theo mét sé phwong 4n, dugc chét 13 auristatin, nhu auristatin E
(cling d3 biét trong linh vuc nay 14 dan xuét cia dolastatin-10) hodc din xuit cia né. Céc

auristatin khac théng thudng bao gbm AFP, MMAF, va MMAE. Su tdng hop va ciu tric
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clia auristatin cu thé dugc md ta trong cac Patent M§ sb 6,323.315; 6,239,104; 6,034,065;
5,780,588; 5,665,860; 5,663,149; 5,635,483; 5,599,902; 5,554,725; 5,530,097; 5,521,284;
5,504,191; 5,410,024; 5,138,036; 5,076,973; 4,986,988; 4,978,744; 4,879,278; 4,816,444;
va 4,486,414, mdi tai liéu nay duoc két hop vao sang ché bang cach vién din va nham

toan b cac muc dich.

Theo mdt sé phuong 4n, don vi dugc chit 13 calicheamicin, camptothecin,
maytansinoid, hodc antraxyclin. Theo mét s§ phuong 4n, dugc chét 13 taxan, chit Gc ché

topoisomeraza, alkaloit cia dira can, hodc tuong tu.

Theo mot sb phuong 4n thong thuong, duoc chat giy doc té bao thich hop bao
gdm, vi du, chit két dinh rinh ADN nhé (vi du, enediyne va lexitropsin, hgp chit CBI;
cling xem patent M§ s6 6,130,237), duocarmycin, taxan (vi du, paclitaxel va doxetaxel),
puromycin, va alkaloit cia dira can. Dugc chit gay doc té bao khac bao gém, vi du, CC-
1065, SN-38, topotecan, morpholino-doxorubixin, rhizoxin, Xyanomorpholino-
doxorubixin, echinomycin, combretastatin, netropsin, epothilone A va B, estramustine,

cryptophysins, cemadotin, maytansinoids, discodermolide, eleutherobin, va mitoxantrone.

Theo mdt sb phuong é&n, dugc chit 13 dugc chét khang tubulin. Vi du vé chat
khang tao 6ng bao gbm, auristatin, taxan (vi du, Taxol® (paclitaxel), Taxotere®
(doxetaxel)), T67 (Tularik) va alkyloit cia dua can (vi dy, vincristine, vinblastine,
vindesine, va vinorelbine). Dugc chét khang tubulin khac bao gém, vi du, d?ln‘ XuAt
baccatin, chét tuong tu taxan (vi du, epothilone A va B), nocodazol, colchicine va
colcimid, estramustine, cryptophycins, cemadotin, maytansinoids, combretastatins,

discodermolide, va eleutherobin.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, dugc chit gay doc té bao 13 maytansinoid, nhém
dugc chit khang tubulin khac. Vi du, theo cdc phuong an cu thé, maytansinoid 13
maytansine hoic DM-1 (ImmuniGen, Inc.; cling xem Chari et al., 1992, Cancer Res. 52:
127-131).

Theo cac phwong 4n nhét dinh, dugc chét giy doc té bao hoic kim him té baois a
dolastatin. Theo cac phuong 4n nhit dinh, dugc chét gay doc té bao hodc kim ham té bao

1a nhom auristatin.
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Theo mot phuong &n khéc, don vi duoc chét 14 c4c chét tuong tu peptit Dolaproin-

dolaisoleuin. Do d6, sang ché d& cip dén hop chit c6 cong thirc (1):

1 3 9 5 P 13 R6 14
R E rl% (]I) Fi% ¢ J R R R 0
> N - X Ny N ~ . N(\\\ //’\\ » N_ '\\ . N e R8
R ' I 7
O R* R O O 0) R7
R R12

trong do

R! va R? doc 14p v6i nhau 13 -H hoic alkyl;
X 14 -O-, -NR%, -S-, hoic khong c6 mit;
trong d6 R” 1a -H hodc alkyl;

15 16
RE_R
|

R’ 12 nhoém c¢6 coéng thae:

trong d6 mdi R va R' doc lap 1a -H, -OH, -NH,, -SH, -N;, alkyl, alkenyl,
alkynyl, alkyl-OH, -alkyl-NH,, -alky!-SH, hodc -alkyl-N3;

=34 R18

R*12 nhém c6 cong thirc : ~
trong d6 mdi R'7 va R'® doc lap 1a _H, -OH, -NH,, -SH, -N, -CO,H, alkyl, alkenyl,
alkynyl, -alkyl-OH, -alkyl-NH,, -alkyl-SH, -alkyl-N; hodc -alkyl-CO,H

R’ 14 sec-butyl hoic isobutyl;
R® 12 -H hoic alkyl;

mdi R” va R® doc 1ap 1a -H, alkyl, -CO,R?, CONRPR®, phenyl dugc thé hodc khong

duoc thé, hodc nhan di vong duoc thé hoac khong duogc thé;
trong d6 R* 1a -H hodc alkyl;
mdi R® va R® doc 1ap 1a H hoic alkyl;

R’ 14 -H hoic alkyl; hoic R’ cing véi R* va c4c nguyén tir ma chiing dugc gdn vao

& tao ra nhan heteroxycloalkyl duoc thé hoic khong dugc thé;

R' 13 -H hoic alkyl;
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R'' 13 -H hoic alkyl;

R'? 13 -H hoic alkyl;

R" 13 -H hoic alkyl; va

R' 13 -H, -OH hoic alkyl;

v6i didu kién khi X khong c6 mat va m&i R”, R', R" va R'® 13 metyl, thi RS
khong 12 phenyl duge thé hoic khong duge thé, hodc nhan di vong duge thé hodc khéng

dugc the;
hodc mudi duge dung cua no.

Theo mot s6 phuong 4n, mdi R' va R? doc 1dp 12 -H hodc alkyl, v du, Cyealkyl.
Theo mdt s6 phuong an, mdi R' va R* doc 1ap 1a -H hoic metyl. Theo mdt s6 phuong an,
mdi R' va R? doc 1ap 12 alkyl. Theo mdt s phuong én, R' va R* déu 1 metyl. Theo mot

A r 1_ s 2 3A \
s0 phuong an, R* va R” déu 1a -H.

Theo mot sb phuong an, X khoéng c6 mit. Theo cdc phuong 4n khac, X 1a -O-.
Theo mot sb phuong an, mdi R! va R* doc 1ap 1a alkyl, va X khong c6 mat. Theo mdt sb
phuong én, R' va R? déu 13 metyl, va X khong c6 mit. Theo céc phuong an khéc, R' va
R? déu 1a -H, va X ia -O-. Theo mdt s6 phuong 4an, X 1a -NR*-, trong d6 R* 1a -H hoic
alkyl. Theo mét s6 phuong an, R” ia -H. Theo mot sb phuong an, X 1a R* 1a alkyl, vi du,

Cysalkyl hogc metyl.

RE__R'™
E

;

Theo cac phuong an nhét dinh, Rla | trong d6 mdi R va R® doc lap 1a -
H, -OH, -NH,, -SH, -Nj3, alkyl, alkenyl, alkynyl, -alkyl-OH, -alkyl-NH,, -alkyl-SH, hodc
-alkyl-N;. Vin theo cac phwong 4n khac, mdi R va R'® doc 1ap 1a -H, alkyl, -(CH,)o.
¢C=CH, -(CH,)o.sCH=CH,, -(CH,)o.sOH, ~(CH,)¢.sNH,, -(CH,)o-sSH, hogic -(CHy)o-sN.
Theo mot sb phuong an, mdi R va R'S doc 1ap 1a -H, -OH, hodc alkyl. Theo mdt sb
phuong 4n, m&i R" va R'® doc lap 14 -H, -OH, hozc metyl. Theo mdt sd phuong 4n, R"”
13 -OH va R 12 hydro. Theo mét s6 phuong 4n, R 13 -OH va R'® 12 metyl.

Theo cac phwong 4n nhét dinh, R® ¢ dang cAu hinh héa 14p thé R d6i v6i phin con
lai ctia phén tir. Theo cac phuong an khéc, R & dang cAu hinh hoéa 14p thé S ddi véi phan
con lai cia phan tir. Theo cac phuong 4an nhéit dinh, ban than nhém R chira mot hoic

nhiéu tam khong ddi xtmg, va mdi tdm 14p thé doc 1ap & dang cdu hinh R hoic S.
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RU_R'® -
Theo cac phuong 4n nhét dinh, R*1a  ~ , trong d6 m&i R' va R'® doc lap 1a -
H, -OH, -NH,, -SH, -N3, -CO,H, alkyl, alkenyl, alkynyl, -alkyl-OH, -alkyl-NH,, -alkyl-

RT, RISJ
SH, -alkyl-N; hodc -alkyl-CO,H. Theo cdc phuong an khac, R'1a4 ~~ | trong do RY

1a -H, -OH, -NH,, -SH, -N;, -CO,H, alkyl, alkenyl, alkynyl, -alkyl-OH, -alkyl-NH,, -
alkyl-SH, -alkyl-N; hoic -alkyl-CO,H, va R 1a -H, -OH, -NH,, -SH, -N;, -CO,H,
alkenyl, alkynyl, -alkyl-OH, -alkyl-NH,, -alkyl-SH, -alkyl-N; hoac -alkyl-CO,H. Van
theo cac phuong an khéc, R'7 va R'® doc 14p v6i nhau 1a -H, alkyl, -(CH,),sC=CH, -
(CH,)osCH=CH,, -(CH,)¢-sOH, ~(CH,)y-NH,, -(CH,)¢-sSH, hogc -(CH,)¢-6N3. Theo mot
s6 phuong 4n, mdi R'7 va R doc lap 1a -H, -OH, -NH,, -SH, -Ns, -CO,H, alkyl, -alkyl-
NH,, hodc -alkyl-N3. Theo mot s§ phuong 4n, méi R' va R'® doc lap 1a -H, -OH, -NH,, -
SH, -Nj, -CO,H, metyl, -CH,NH,, hodc -CH,Ns.

Theo cac phuong an nhét dinh, R* cung véi R’ va cac nguyén tir ma ching duoc
gén vao dé tao ra nhan heteroxycloalkyl dugc thé hoic khong duoc thé. Theo cac phuong
4n nhét dinh, R* cing v6i R’ va cic nguyén tr ma ching duoc gin vao dé tao ra nhin
heteroxycloalkyl ¢6 5 dén 7 canh, c6 thé khong dugc thé hoic dugc thé b?lng mot hoac
nhidu nhém duoe chon tir -OH, -NH,, -SH, va -Nj. Theo céc phuong 4n nhét dinh, nhan
heteroxycloalkyl 12 nhan pyrolidin, ¢6 thé khong dugc thé hodc duge thé bang mot hoic

nhiéu nhém duge chon tir -OH, -NH,, -SH, va -Nj.

Theo céc phuong an nhét dinh, R* & dang cdu hinh héa 1ap thé R ddi véi phan con
lai ctia phén tir. Theo céc phuong 4n khac, R* & dang cdu hinh héa lap thé S dbi v6i phan
con lai cta phéan tir. Theo cac phuong an nhit dinh, ban than nhém R* chira mét hodic
nhidu tAm khong ddi xﬁhg, va mdi tam 1ap thé nay doc lap & dang cAu hinh R hozc S.

Theo cac phuong an nhat dinh, R’ 13 sec-butyl. Theo cic phuong an khac, R’ 1a
isobutyl. Theo cac phuong 4n nhét dinh, R® & dang cAu hinh hoéa lap thé R déi véi phén
coOn lai ctiia phén tir.

Theo cac phuong &n khéc, R’ & dang cAu hinh hoa lap thé S d6i voi phan con lai
cua phan tir. Theo mot s phuong 4n, tim khong d6i xtng trong nhém R’ & dang cu

hinh R, va theo c4c phuong an khéc, tim nay & dang cAu hinh S.
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Theo cac phuong an nhét dinh, R® 14 -H. Theo cac phuong 4n khac, R® 13 alkyl, vi
du C,galkyl, C;salkyl, metyl, hoic etyl.

Theo mét sé phuong an, R va R® doc 1ap v6i nhau 1 14 -H, alkyl, -CO,R® hoic -
CONRPR’; trong d6 R? 1a -H hoic alkyl, vi du C;¢alkyl hodic metyl; va mdi R” va R® doc
1ap 1a -H hodc alkyl, vi du C_salkyl hodc metyl.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, m&i R7 va R® doc 1ap 14 phenyl duge thé hoic
khong duoc thé hodc nhan di vong duge thé hoiac khong dugc thé, trong d6 phenyl hoic
nhan di vong co thé dugc thé béng mét hodc nhiéu nhém duge chon tir halo, oxo,
hydroxy, amino, alkyl, va alkoxy. Theo cic phwong an nhét dinh khac, R’ 13 nhan di vong
c¢6 3 dén 8 canh khong dugc thé. Theo cac phwong 4n nhat dinh khac, R” 12 nhan di vong
¢6 3 dén 8 canh dugc thé. Theo cac phuong 4n nhit dinh khac, R® 14 phenyl ma tuy y

duoc thé bang halo.

Theo céc phuong an nhit dinh, R7 ¢ dang cdu hinh hoa 1ap thé R ddi v6i phan con
lai ctia phén tir. Theo céc phuong 4n khac, R” & dang cdu hinh héa lap thé S d6i v6i phan
con lai cua phan tir.

Theo cac phuong an nhét dinh, R® & dang cdu hinh héa 1ap thé R dbi véi phan con
lai cta phan tir. Theo céc phuong 4n khac, R® & dang cu hinh héa Iap thé S d6i v6i phin
con lai cua phén tif.

Theo mdt sb phuong an, R’ 1a -CO,R* -CONRR®; tetrazolyl hodc thiazolyl, trong
d6 R 13 -H hoic alkyl, vi du, C;alkyl hodc metyl; va mbi R® va R® doc I4p 1a -H hodc
alkyl, vi du, C;_alkyl hodc metyl; va R 13 phenyl ma tuy ¥ duoc thé bang halo.

Theo mdt s6 phuong 4n, R” 1a -H. Theo cc phuong 4n khac, R” 14 alkyl, vi du C,.
salkyl, Cyalkyl, metyl, hodc etyl. Theo mét sd phliong 4n, R’ 1a -H hoic metyl. Theo

mdt s6 phwong an, R’ 1 metyl.

Theo mot sb phuong an, R' 13 -H. Theo céc phuong &n khac, R 1a alkyl, vi du
Cysalkyl, Cysalkyl, metyl, hodc etyl. Theo mdt sb phuong an, R' 14 -H hoic metyl. Theo
mdt s6 phwong 4n, R 13 metyl.

‘Theo mdt sb phuong én, R' 14 -H. Theo céc phuong &n khéc, R'" 1a alkyl, vi du,
Ci.salkyl, Cygalkyl, metyl, hodc etyl. Theo mot sb phuong 4n, R 12 -H hoic metyl. Theo

mot s6 phuong 4n, R'' 13 metyl.
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Theo mdt sb phuong an, R'? 14 -H. Theo cac phuong an khéc, R"7 12 alkyl, vi du
C,salkyl, C,_alkyl, metyl, hoic etyl. Theo mét sé phuong an, R'? 13 -H hodc metyl. Theo

mét sé phuong an, R'* 13 metyl.

Theo mot sb phuong 4n, R 12 -H. Theo cic phuong 4n khac, R" 13 alkyl, vi du
Cisalkyl, Cy_salkyl, metyl, hodc etyl. Theo mot s6 phuong 4n, R" 12 -H hodc metyl. Theo

. mot sb phuong an, R" 13 metyl.

Theo mét sb phuong 4n, R' 13 -H. Theo mét sb phuong 4n, R 1a alkyl, vi du C;. .

salkyl, metyl, hoic etyl. Theo mét s6 phuong an, R'* 12 -OH.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, R' & dang cdu hinh héa 1ap thé R dbi véi phan con
lai cua phén tir. Theo cac phuong an khac, R™ & dang cu hinh héa lap thé S d6i véi phén
con lai ctia phan tir.

Theo mét sé phwong an, R’ 1a -CO,R?, trong d6 R? 1 -H hoic alkyl, vi du C,.
salkyl hodc metyl; R® 1a phenyl; va R'* 1a -H. Theo mot s phuong 4n, R’ 1a -CONRPR®,
trong d6 mdi R® va R® doc 14p 1a -H hodc alkyl, vi du, C,_galkyl hodc metyl; R® 12 phenyl;
va R" 14 -H. Theo mét sé phuong an, R’ 13 alkyl, vi du, Cyealkyl hoic metyl; R® 1a
phenyl; va R 13 -OH. Theo mét s6 phuong 4n, R” 14 metyl, R® 13 phenyl, va R'* 13 -OH.
Theo mét s6 phuong an, R”-va R déu 1a -H, va R® 13 pyridinyl, piperidinyl, phenyl
khong duogc thé, hodc phenyl duogc thé bfmg halo, vi du, flo, clo, hoic brom. Theo mét s6
phuong 4n, R” 12 -CO,R?, trong d6 R® 13 -H hodc aikyl, vi du, Cy_salkyl hodc metyl; R® 13
-H hodc alkyi, vi du C;alkyl hodc metyl; va R™ 12 alkyl, vi du Cj_ealkyl, metyl, hodc -
etyl. Theo mét sé phuong an, R’ 13 -CO,R?, trong d6 R? 14 -H hoic alkyl, vi du Cy_salkyl
hodc metyl; R® 1a -H hodc alkyl, vi du C,_salkyl hodc metyl; va R'* 13 -OH.

Theo céc phuong an nhét dinh,
R' va R* d6c lap v6i nhau 13 -H hoic C,_alkyl;
X 1a -O- hodc khong cé mat;

R15 R16

R’1a I : trong d6 mdi R" va R doc 14p 1a -H, -OH, hoic C;_galkyl;

R’é’?‘ R18
R*1a ™ ; trong d6 R" 1a -OH, -NH,, -SH, -Nj, -CO,H, -C;_alkyl-NH,,
alkynyl, alkenyl, hbéc -Ci¢alkyl-N3; va R'® 12 -H hoic Cialkyl;
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R’ 13 sec-butyl;

R®1a -H;

R 12 -H, C,4alkyl, -CO,R?, -CONRR®, tetrazolyl hoic thiazolyl; trong d6 R* 12 -
'H hodc Cy_alkyl; va

mdi R® va R® 12 -H hoic C;_galkyl;

R® 13 -H, C, ¢alkyl, duoc thé hodc phenyl khong duge thé hodc nhan di vong duge
thé hozc khong dugc thé; |

R’ 1a-H; |

mdi R, R", R™, va R" doc 1ap 1a Cyealkyl; va
R'* 13 -H, Cyalkyl hodc -OH.

Theo cac phuong 4n nhét dinh,

mdi R! va R? doc lap ],;‘i -H hodc metyl;

X 1a -O- hodc khdéng co mét;.

R15 R16
s T o
R 1a = ‘trong do mdi R" va R'® doc lap 1a -H, -OH, hodc metyl;

RY__R"
Y
4
R 134~ strong d6 R la--OH, -NH,, -SH, -Ns, -CO,H, aminometyl,
alkynyl, alkenyl, hodc azidometyl; va R'® 13 -H hodc metyl;

R’ 13 sec-butyl;

RC1a-H;

R’ 1a -H, metyl, -CO,R?, hodc -CONR°R®; trong d6 R* 13 -H hodc metyl; va mbi R
va R® 1a -H hogc metyl;

R® 13 -H, metyl, etyl, pyridinyl, piperidinyl, phenyl khong dugc thé, phenyl dugc
thé b%mg halo; R’ 1a -H;

mdi R', R R va R" 12 metyl; va
R 1a -H, metyl hoic -OH.

Theo c4dc phuong an nhét dinh,
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mdi R' va R? doc 1ap 1a -H hodc Cygalkyl;
X khéng c6 mat;
RY__R'M™
Rla : trong d6 mdi R" va R'® doc lap 1a -H, -OH, hoic C,_alkyl;

R:_’ff R“!E— .
R*IA  ~w~ ;trong doR'7 14 -Nj;, va R'® 13 -H hodc metyl;

R’ 14 sec-butyl;

R’ 13 -H; |

R’ 1a -H, C;galkyl, -CO,R?, -CONRPRS, tetrazolyl hoic thiazolyl; trong d6 R 14 -
H hoic C, ealkyl; va mdi R® va R°1a -H hoic Cyalkyl;

R®1a -H, C,salkyl, duogc thé hozc phenyl khong dugc thé hoic nhan di vong duogc

;ché hodc khong durgc thé;
R’ 13 -H;
RIO, R“, R vaR" doc lap v6i nhau 1a Cygalkyl; va
R 13 -H, C, alkyl hoic -OH.
Theo cac phuong an nhét dinh,
mdi R' va R* doc lap 14 -H hoic C; galkyl;
X1a-0O-;
RY__R'™ |
R*1a == ;trong d6 mdi R va R'® doc lap 14 -H, -OH, hoic C,_galkyl;

Rfif? R‘ﬁ
R*1a  «w~ trong d6 R'7 12 -N3, va R'® 13 -H hoic metyl;
g y

R’ 12 sec-butyl;
R® 13 -H;

R’ 1a -H, Cy¢alkyl, -CO,R? -CONRR’, tetrazolyl hodc thiazolyl; trong d6 R* 1a -
H hoic C,¢alkyl; va mbi R® va R° 13 -H hoic C;_galkyl;
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R® 12 -H, C, ¢alkyl, duoc thé hodc phenyl khong duge thé hoic nhan di vong duoc
thé hoic khong dugc thé;

R’ 14 -H;

mdi R', R R va R" doc 1ap 1a Cyealkyl; va
R'1a -H, C,alkyl hoic -OH.

Theo mdt sé phuong an c6 cong thire (I), trong do,
mdi R' va R 1 metyl;

X khong c6 mat;

RY_RY

R3 la nhém c6 cong thirc : -~
trong d6 mdi R'® va R'® 1a metyl;

rRY__R
E:

R* 14 nhém c6 cong thirc : =~
trong d6 R'7 14 -N3, -NH, -OH, -SH, va R'® 14 -H hoic metyl
R’ 13 sec-butyl;

R® 13 -H;

R’ 12 -CO,R® hodc CONRR®,

trong d6 R* 1a -H hodc Cy_salkyl,

mdi R® va R® doc 14p 14 H hoic C_salkyl;

R® 13 phenyl;

R’ 14 -H;

mdi R%, R, R'2, va R" doc lap 1a metyl; va

R"1a-H.

Theo mét s6 phuong an ciia hop chét c6 cong thirc (1), trong do,
mdi R' va R? 1a -H;

X 1a -O-;
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R? 1a nhém ¢6 cong thuc:  ~~

trong d6 mdi R'® va R'® 13 metyl;

R* 13 nhém c6 cong thie: =~

trong do R'7 12 -N;, va R'® 13 -H hodc metyl;

R’ 13 sec-butyl;

R°1a -H;

R’ 12 -CO,R* hoic CONR'R’,

trong d6 R 1a -H hodc C,_galkyl;

mdi R® va R® doc 14p 13 H hodc Cy_salkyl;

R® 14 phenyl;

R’ 1a -H;

mdi R, R", R va R" doc 1ap 1a metyl; va

R'"1a-H

Can phai hiéu ring dinh nghia v& nhém bién ddi bt ky trong ban mo ta ndy c6 thé
duoc st dung két hop voi dinh nghia v& nhém bién ddi khac bét ky trong ban mb ta nay,
sao cho toan bo cac dang két hop va hoan vi cia cdc nhém bién ddi trong ban mo ta nay,
trong d6 cho phép vé mit hoa hoc, dugc du dinh dua ra.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac hop chét c6 cong thic (I) duge chon tir nhém
bao gbém:

(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,45,55)-4-((S)-2-((S)-2-( dimetylamin )-3-

metylbutanamido)-3-hydroxy-/N-metylpropanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin- 2-y1)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;

(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((2S,3R)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-

metylbutanamido)-3-hydroxy-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2- yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;
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(S)-2-(dimetylamin )-N-((S)-3-hydroxy-1-(((3R,4S,5S5)-3-metoxy-1-((S)-2-
((1R,2R)-1-metoxy-  2-metyl-3-0x0-3-((2-(pyridin-2-yl)etyl)amino)propyl)pyrolidin-1-
yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4- yl)(metyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)-3-metylbutanamit;

(28,3R)-2-((S)-2-(dimetylamin )-3-metylbutanamido)-3-hydroxy-N-((3R,4S,55)-3-
metoxy-1-

((S)-2-(( IR, 2R)-1-metoxy-2-metyl-3-ox0-3-((2-(pyridin-2-yl)etyl)amino
)propyl)pyrolidin-1 yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;

(25)-2-(dimetylamin)-N-((25)-3-hydroxy-1-(((3R,4S,5S)-3-metoxy-1-((25)-2-
((IR,2R)-1- metoxy-2-metyl-3-ox0-3-((2-(piperidin-2-yl)etyl)amino
)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1- oxoheptan-4-yl)(metyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)-3-
metylbutanarmit;

(2S,3R)-2-((S)-2-(dimetylamin )-3-metylbutanamido)-3-hydroxy-N-((3R,4S,5S5)-3-
metoxy-1-((28)-2-((1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-ox0-3-((2-(piperidin-2-
yDetyl)amino)propyl)pyrolidin i-yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;

(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R.4S,55)-4-((2S,35)-3-azido-2-((S)-2-
(dimetylamin)-3-

metyibutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;

(S)-metyl 2-(2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-3-amino-2-( (S)-2-
(dimetylamin)-3-

metylbutanamido)-N-metylpropanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-
2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;

(8)-N-((S)-3-amino-1-(((3R,4S,55)-3-metoxy-1-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxy-2-
metyl-3-0x0-3-

((2-(pyridin-2-yl)etyl)amino  )propyl)pyrolidin-1-yl)-5 —métyl- 1-oxoheptan-4-

yl)(metyl)amino )- 1-oxopropan-2-yl)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamit;

(S)-metyl  2-((2R,3R)-3-((S)-1-(3R.4S,5S)-4-((S)-3-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-

metylbutanamido)-N-metylpropanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-
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2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;
(S)-metyl-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-4-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-
metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
~ yI)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;

(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R 4S,5S)-4-((S)-4-amino-2-( (S)-2-(dimetylamin)-

metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;
()-2-{(S)-2-(aminooxy)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxy-1-((S)-
2-((1R,2R)-1 metoxy-2-metyl-3-0x0-3-((2-(pyridin-2-yl)etyl)amino)propyl)pyrolidin-
1-yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N,3-dimetylbutanamit;
((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-
hydroxypropanamido)-N,3-dimetylbutanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalanin;
((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-2-((2S,3R)-2-(dimetylamin)-3-
hydroxybutanamido)-N,3-dimetylbutanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalanin;
axit (8)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((25,35)-3-azido-2-((S)-2-
{(dimetylamin)-3-
metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoic;
(S)-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((:S)-1-amino-1-oxo0-3-phenylpropan-2-
yl)amino )-1- metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-
oxoheptan-4-yl1)-2- ((2S,3R)—2-(dimetylamin)—3 -hydroxybutanamido)-N,3-
dimetylbutanamit;
(S)-N-((3R,4S,59)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-]l-oxo-3-phenylpropan-2-
yl)amino )-1- metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-
oxoheptan-4-yl)-2-((S)-2- (dimetylamin)-3-hydroxypropanamido)-/,3-dimetylbutanamit;

(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R.4S,5S)-4-((R)-2-((S)-2-(dimetylamin )-3-
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metylbutanamido)-3-mercapto-N-metylpropanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin- 2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;
axit (8)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((R)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-
metylbutanamido)-3-mercapto-N-metylpropanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoic;
axit (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbu-
tanamido)-3-hydroxy-N-metylpropanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl}-
3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoic;
axit (8)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((2S,3R)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-
metylbutanamido)-3-hydroxy-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-y!)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoic;
(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S5,55)-4-((5)-2-((5)-2-( dimetylamin )-3-
hydroxypropanamido)-N,3-dimetylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;
(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-{(S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-2-((25,3R)-2-(dimetylamin)-3-
hydroxybutanamido)-N,3-dimetylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;
(S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,45,55)-4-((2S,3S)-3-amino-2-((S)-2-
(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat;
axit (8)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((2S,3S)-3-amino-2-((S)-2-
(dimetylamin)-3-
metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoic;

(2S,35)-3-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,45,55)-3-

metoxy-1-((S)- 2-((1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-ox0-3-
(phenetylamino)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1- oxoheptan-4-yl)-N-
metylbutanamit;

(2S,3.5)-3-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,45S,55)-1-((S)-
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2-((1R,2R)-3-(((18,2R)-1-hydroxy-1-phenylpropan-2-yl)amino)- I -metoxy-2-metyl-3-
oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;
(25,35)-3-azido-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-((4-clophenetyl)amino)-1-
metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-
((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamit;
(25,35)-3-azido-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-((2-clophenetyl) amino)-1-
metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-
((S)-2- (dimetylamin)-3 -metylbutanamido)-N-metylbutanamit;
(25,35)-3-amino-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,45,55)-3-
metoxy-1-((S)-2-(( 1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-0x0-3-(phenetylamino
)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl 1-oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;
(25,35)-3-amino-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4S,5S5)-1-
((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hydroxy-1-phenylpropan-2-yl)amino)- 1 -metoxy-2-metyl-3-
oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;
(28,3S)-3-amino-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-((4-clophenetyl )Jamino)-1-
metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-
((S)-2- (dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamit;
(28,35)-3-amino-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-((2-clophenetyl)amino)-1-
metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3 —metoxy-S -metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-
((S)-2- (dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamit;
(S)-4-amino-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4S,55)-3-
metoxy-1-((S)-2-(( 1R, 2R)-1-metoxy-2-metyl-3-ox0-3-(phenetylamino
)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1- oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;
(S)-4-amino-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4S,5S5)-1-((S)-2-
((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hydroxy-1-phenylpropan-2-yl)amino)-1-metoxy-2-metyl-3-
oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl- 1 -oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;
(S)-4-amino-N-((3R ,4S,5S)-1-((S)-2-((1R ,2R)-3-((4-clophenethyl )amino)-1-
metoxy-2-metyl-3 —oxoprépyl )pyrolidin-1-y1)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-
((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamit;
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(S)-4-amino-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-((2-clophenetyl)amino)-1-metoxy-
2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-((S)-2-
(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamit;

metyl ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-
metylbutanamido)-N metylpent-4-ynamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-
3-metoxy-2-metylpropanoy L-phenylalaninat;

(2S,38)-N-((3R,4S,59)-1-((5)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-0x0-3-
phenylpropan-2-yl)amino)-1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-
metyl-1-oxoheptan-4-yl)-3-azide-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-/N-

metylbutanamit;

(25,3S5)-3-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4S,55)-3-
metoxy-1-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-0x0-3-({2-(pyridin-2-yl)etyl)Jamino
)propyl)pyrolidin-1-y1)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;

(28,385)-3-azido-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-(tert-butylamino)-1-oxo-

phenylpropan-2-yl)amino)- 1 -metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-
metoxy-5-metyl-1-oxcheptan-4-y1)-2-((8)-2-(dimetylamin) -3-metylbutanamido)-N-
metylbutanamit;  metyl ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((25,3.5)-3-azido-2-((.S)-2-
(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-valinat;

metyl ((2R,3R)-3-((S)-1 -((3R,4S,55)-4-((S)-6-amino-2-((S)-2-(dimetylamin )-3-
metylbutanamido)-V -metylhexanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-
metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalaninat;

metyl ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5 S)-4-((2S,4S)-4—azid0-1—(dimetyl-L—vaIy]_)—N-
metylpyrolidin-2-carboxamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-
metylpropanoy-L-phenylalaninat;

axit  (S)-3-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-4-(((3R,4S,5S5)-3-metoxy-1-
((S)-2-((1R,2R) l-metoxy-3-(((S)-1-metoxy-1-0x0-3-phenylpropan-2-yl)amino)-2-
metyl-3-  oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)(metyl)amino  )-4-

oxobutanoic;
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(2S,3R)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-3-hydroxy-N-((3R,4S,55)-1-
((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hydroxy-1-phenylpropan-2-yl)amino)- 1 -metoxy-2-metyl-3-
oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-metylbutanamit;

metyl (2R,3R)-3-((S)-1 -((3R,45,55)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetylamin . )-3-
metylbutanamido)-V,3-  dimetylbutanamido)-3-metoxy-5 —inetylheptanoyl)pyrolidin—2 -
yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-serinat;

metyl ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((25,35)-3-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-
metylbutanamido)-/N-metylbutanamido)-3-metoxy-S5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-
metoxy-2-metylpropanoyl)-L-isoleuxinat;

(25,38)-3-amino-N-((3R,4S5,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-0x0-3-
phenylpropan-2- yl)amino)-1 —metOXY—Z-metyI-S -oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-
metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamit; -

(2S5,3.5)-3-amino-N-((3R,4S5,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-(tert-butylamino)-1-
0X0-3-

phenylpropan-2-yl)amino)- 1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin- 1-yl)-3-
métoxy~ 5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-
metylbutanamit; metyl ((2R.3R)-3-((S)-1-((3R,4S5,5S5)-4-((S)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-
metyl-2-(metylamino)butanamidc)propanamid) -3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalaninat;

metyl ((ZR,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((25,35)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-metyl-2-

(metylamino)butanamido)butanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2- -
yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalaninat;

(25.,35)-N-((3R,4S,59)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-0x0-3-
phenylpropan-2-yl)amino)-1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-
metyl-1-oxoheptan-4-yl)-3-azidoN-metyl-2-((S)-3-metyl-2-
metylamino)butanamido)butanamit;

((25,35)-3-azido-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-(tert-butylamino)-1-

0X0-3-

phenylpropan-2-yl)amino)- 1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-
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metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-metyl-2-((S)-3-metyl-2-
(metylamino)butanamido) butanamit;

tert-butyl ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((2S,35)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-
metyl-2-(metylamino)butanamido)butanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-
yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalaninat;

((2R,3R)-3-((S)-1-((3R.,4S,55)-4-((2S,35)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-methy  1-2-(-
metylamino)butanamido)butanamido)-3-metoxy-5-metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-
metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalanin;

tert-butyl ((2R,3R)-3-((5)-1 -((3R,4S,SS)-4-((2S,3S)—3—azido—2-((S)-_2-
{dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalaninat;

(28,35)-3-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4.S,55)-3-
metoxy-1-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-0x0-3-(((S)-2-phenyl-1-(1 H-tetrazol-5-

yl)etyl)amino)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-
metylbutanamit;

(25,35)-3-azido-N-((3R,4S,55)-3-metoxy-1-((S)-2-(({ R, 2R)- I-metoxy-2-metyl-3-
0x0-3-(((S)-2- phenyl-1-(1H-tetrazol-5-yl)etyl)amino)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-
~ 1-oxoheptan-4-yl)-N metyl-2-((S)-3-metyl-2-(metylamino)butanamido)butanamit;

(28,35)-3-azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-
metoxy-1-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxy-2-metyl-3-ox0-3-(((S)-2-phenyl-1-(thiazol-2-

yl)etyl)amino)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-
metylbutanamit; tert-butyl ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((25,3.5)-3-amino-2-((:S)-2-
(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-
metylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanoyl)-L-phenylalaninat;

(28,35)-3-amino-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-((3R,4S,5S5)-3-
metoxy-1-((S)-2-(( IR, 2R)-1-metoxy-2-metyl-3-0x0-3-(((S)-2-phenyl-1-(1H-tetrazol-
5-

yl)etyl)amino )propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-
metylbutanamit; and (2S,35)-3-amino-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-/N-
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((3R,4S,55)-3-metoxy-1-((S)-2-((1R,2R)- I-metoxy-2-metyl-3-0x0-3-(((S)-2-phenyl-I1-
(thiazol-2-yl)etyl)amino)propyl)pyrolidin-1-yl)-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-N-

metylbutanamit;
va mudi duge dung clia chung.

Sang ché ciing dé cap dén mudi duge dung céc hop chit ¢6 cong thic (I), tbt hon
12 cac mubi néu trén va hop chat cu thé cu thé trong ban mo ta nay, dugc pham chira cac

mudi nay, va cac phuong phap st dung cac muoi nay.

Thuat ngit “mudi duoc dung” duge st dung trong ban md ta dé chi mubi cua axit
tu do hodc bazo cia hop chét duoc néu trong ban md ta nay khong ddc, c6 kha ning dung
nap sinh hoc, hodc déc tinh sinh hoc khac thich hop dé dung cho dbi tuong. Xem, noi
chung, S.M. Berge, et al. “Pharmaceutical Salts”, J. Pharm. Sci. 1977, 66, 1-19. Cac mudi
dugc dung dugc wu tién 1a cac mubi hitu hiéu vé& mit duge Iy va thich hop d€ tiép xic vé6i
cac md cua dbi tuong ma khong gay ra doc tinh, kich tmg, hodc dap tng di 1'Ing. Hop chét
duoc néu trong ban md ta ¢6 thé ¢ nhém axit thich hgp, nhém bazo thich hop, hodc ca
hai nhém chirc nay, va do do, phan ing voi nhiéu bazo vo co hodc hitu co, va axit vd co
va hitu co, dé tao ra mudi duge dung. Vi du vé cac mudi duge dung bao gém mudi cdng
axit nhu sulfat, pyrosulfat, bisulfat, sulfit, bisulfit, phosphat, monohydrogen-phosphat,
dihydrophosphat, metaphosphat, pyrophosphat, clorua, bromua, iodua, axetat, propionat,
decanoat, caprylat, acrylat, format, isobutyrat, caproat, heptanoat, propiolat, oxalat,
malonat, suxinat, suberat, sebacat, fumarat, maleat, butyn-l,4-dioat, hexyn-1,6-dioat,
benzoat, clobenzoat, metylbenzoat, dinitrobenzoat, hydroxybenzoat, metoxybenzoat,
phtalat, sulfonat, metylsulfonat, propylsulfonat, besylat, xylenulfonat, naphtalen-1-
sulfonat, naphtalen-2-sulfonat, phenylaxetat, phenylpropionat, phenylbutyrat, xitrat,
lactat, y-hydroxybutyrat, glycolat, tartrat, va mandelat, va cac mudi véi bazo vo co nhu
natri, kali, magie, canxi, nhom, va tuong tu hodc bazo hitu co nhu metylamin, etylamin,
etanolamin, lysin, ornithin, va tuong tu, cac mudi v6i cac din xuét axit amin hodc axit
amin khac nhau nhu axetylleuxin va chét tuong tu, mudi amoni, v. v...

P& muc dich diéu tri, duoc phém chira cac hop chét dugc néu trong ban mb ta cb
thé con bao gf?)m mot hodc nhiéu ta4 dugc dugc dung. T4 dugce dugce dung 1a chét khong
doc va dic tinh sinh hoc khéc thich hop dé dung cho dbi tugng. Céc t4 dugc nhu vay tao

diéu kién thuan loi cho viéc tao ra va dung hop chét dugc néu trong ban mo ta va 1a-
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tuong hop véi hoat chit. Vi du vé ta dugc duoc dung bao gém chit én dinh, chat lam
tron, chit hoat dong bé mit, cac chét pha lodng, chit chéng oxy ho4, chit két dinh, chat
tao mau, chét nhii hod, hodc chit lam thay d6i mui vi. Theo cac phuwong an dugc wu tién,

duoc phédm 14 duoc pham vo tring.

Duogc pham dugc néu trong ban mo ta co thé duoc bao ché & dang dung dich, nhii
twong, hon dich, hodic phan tan trong dung mdi hodc chit mang dugc dung thich hop,
hodac & dang vién tron, vién nén, vién hinh thoi, thudc dan, bot dung dé hoan nguyén,
hodc vién nang cing v6i chit mang rin theo cac phuong phap thong thuong da biét trong
Jinh vuc bao ché céc dang lidu khac nhau. Dé ding khu trd, tt hon néu cac hop chét
dugc néu trong ban mo ta dugce bao ché & dang kem bo1 hoac thubc m& hodc ta duge long
twong tu thich hop d& ding khu trd. Dugce phim va cac hop chét dugc néu trong ban mo
ta c6 thé duoc str dung trong cac phuong phép theo sdng ché theo dudng phéan phdi thich
hop, vi du, duong miéng, duong mili, ngoai duong tiéu hda, tryc trang, khu tra, mét, hodc
bing cach ngiri.

Thuit ngi “dilu tri” hoic “viéc diéu tri” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay
dugc du dinh dé chi viée st dung hop chit dugce néu trong ban mb ta cho d6i tuong nham
muc dich tao ra loi ich didu tri. Viéc didu tri bao gdm 1am d4o nguogc, cai thién, lam giam
nhe, @tc ché sy tién trién cua bénh, hoic 1am girém b6t mire dd trAm trong bénh, réi loan,
hodc tinh trang bénh, hodc mdt hodc nhiéu triéu chirng ctia bénh ung thu. Thuat ngir “d6i

tuong” duoc st dung trong ban mo ta dé chi dong vat c6 vl can dugce di€u tri, nhu nguoi.

Trong c4c phuong phap diéu tri néu vtrong ban md ta nay, “lugng hitu hi€u” cé
nghia 13 lugng hoic liéu thudng du dé dem lai loi ich didu tri mong muébn & ddi twong c6
nhu ciu cin diéu tri. Hon thé nita, thuét ngit “lugng hitu hiéu diéu tri bénh” c6 nghia 1a
lugng bat ky, khi duge so sanh véi dbi tuong twong ung khong nhin dugc luong nay,
nhung khong chi gi¢i han ¢, lam lanh, ngén ngtra, hodc cai thién bénh, r6i loan, hoic tac
dung phu, hodc su giam vé tbc do tién trién cta bénh hoic rdi loan. Thudt ngit ndy ciing
bao gém luong hitu hiéu nim trong pham vi ctia né dé tang cuong chirc nang sinh 1y binh
thuong cling nhu lugng hitu hiéu d8 tao ra chuc nang sinh 1y & dbi tuong, vi du, ngudi,
ting cudng hodc hd trg tic dung diéu tri cia dugc chét tht hai. Luong hitu hiéu, bao gdbm
lugng hiru hiéu diéu tri bénh, hodc liéu cua cac hop chit duoc néu trong ban mo ta co thé

duoc xac dinh theo cac phuong phap thong thudng, nhu thir nghiém theo md hinh, thir

-01-



35520

nghiém ting din liéu hodc thir nghiém 1am sang, lién quan dén cac yéu té thong thuong,
vi du, cach dung hoac duong dung hodc phan phéi duoc chét, dugc dong hoc cia céac
chat, mic d6 trAm trong va thoi gian 13y nhiém, tinh trang strc khoe ctia dbi trgng, tinh
trang bénh, va trong lugng, va su phan doan cua th?ly thudc diéu tri. Lidu cu thé d6i voi
thé tiép hop khang thé dugc chit theo sang ché nim trong khoang tir 1 ug dén 2 mg hoat
chat/kilogam thé trong ctia khdi luong/ngay, tot hon 14 nim trong khoang tir 0,05 dén 100
mg/kg/ngdy, hoic nim trong khoang tir 1 dén 35 mg/kg/ngdy, hodc nam trong khoang tir
0,1 dén 10 mg/kg/ngay. Tong lidu lugng c6 thé duoc dwa ra & dang mot liéu don vi hoic

lidu lwong don vi duge chia nhé (vi dy, BID, TID, QID).

Céc hop chit duoc néu trong ban mo ta cé thé dugc str dung trong duogc phém
hoic cac phuong phéap két hop v6i cac thanh phan hoat tinh bd sung dé diéu tri bénh ung
thu. Céc thanh phan hoat tinh bd sung c6 thé dugc sir dung riéng r& v6i hop chét dugc
néu trong ban mé ta hodc c6 thé lién quan dén hop chit dugce néu trong ban mé ta trong
duogc phdm néu trong ban mé ta nay. Vi du, cac thanh phan hoat tinh bd sung 1a cac thanh
phin d4 biét hoic dugc phat hién ra 13 c6 hiéu qua dé diéu tri bénh ung thu, bao gém cac
thanh phan c6 hoat tinh d6i véi dich khéac lién quan dén bénh ung thu, nhu nhung khong
chi gi6éi han &, Velcade, Rituximab, Methotrexate, Herceptih, Vincristine, Prednisone,
Irinotecan, hodc thanh phan tuong tw, hoic dang két hop ciia n6. Dang két hop nhu vy
c6 thé 1am tang hiéu qua, 1am gidm mot hodc nhiéu tac dung phu, hodc 1am giam liéu cin

thiét ciia hop chat theo sang ché.

Céc hop chét c6 cong thirc (I) duoc md ta bang cach vién din t6i cac so dd _téng
hop dudi day dé diéu ché thong thudong va cac vi du cu thé sau ddy. Ngudi c6 trinh do
trung binh trong linh vuc cin phai hiéu rang, d thu dugc cac hop chit khac nhau ﬁong
ban md ta ndy, cic nguyén liéu ban déu cé thé duge chon thich hop sao cho céé phén tir
thé mong mudn cudi cing duoc thuc hién theo so d6 phan tmg cé hoic khdng c6 su bao
vé néu thich hop dé tao ra san phdm mong muébn. Theo cach khac, c6 thé cin hodc mong
mubn ding, & dang cac phin tir thé mong mubn cudi ciing, nhém thich hop cé thé duogc
thuc hién theo so dd phan tmg va duogc thay thé néu thich hop cho phan tir thé mong
mudn. Ngoai ra, nguoi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay can phai hiéu rang céc
nhém bao vé c6 thé duoc st dung dé bao vé cac nhom chirc nhét dinh (amino, carboxy,

hoic nhém mach bén) khéi cac diéu kién phan tng, va cdc nhém nhu viy dugce loai bd
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trong céc diéu kién chudn néu thich hop. Tét hon, néu mdi phan tng dugc mo ta trong So
dd A duogc thuc hién & nhiét dd nim trong khodng tir nhiét do trong phong dén nhiét do
hoi Tuu ctia dung méi hitu co dd dwoc sir dung. Trir khi c6 quy dinh cu thé, cac bién dbi 1a

nhu duoc xac dinh trén day dé vién din t6i Cong thire (I).

So do A
RS
;
RF FG’N’”{CG?’& =5 Ck R{,‘
§ i I = - ~
. O qd (B N A o] Khirbaové
S & IR o SR
l:]\ Q - NN e ﬁ.i l Q\ "‘3
Ry Gheép cap peptit Ryg
{8 1C
L O R RORY e R' R B O R
!‘| ] " . H B i : H
R A 5?"'1\1/' ‘E*“g"\%f’ R X COsH Rl r"N‘,x; \r’N’Y}\N { f\‘?{‘k}\“/’
o 0 | —— , o R oo !
Ris Ghep cdp peptit o R
{0} (F

f:lf‘ 2 B 0o Rs

Khi bio v S
) g RQ/N,X, N\{)L};J\I/wgq

e ———

Lién quan dén So dd A, quy trinh bao ché cac hop chét c6 cong thirc (I) bat dau
bang dang axit dugc bao vé ctia dolaisoleuin (Dil) duoc ky hiéu 13 (A) (xem Pettit et al.
(1994) J. Org. Chem. 59: 1796-1800). Hop chit (A) dugc mo ta bang nhém bao vé fert-
butyt este, nhung ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc niy c6 thé lua chon chét
thay thé thich hop. Viéc ghép cip véi valin hodc din xuét isoleuxin dugc bao vé nito (B),
trong d6 PG 1a nhom bdo vé amin thich hgp nhu nhém Boc (t-butoxycarbonyl) hoac
florenylmetyloxycarbonyl (Fmoc), 13 hiru hiéu trong cac diéu kién ghép cap peptit tiéu
chudn. Vi du, cac phan tng dugc thuc hién véi su c6 mat cua dietyl xyanophosphonat
(DEPC), PyBrOP, PyBOP, BOP, diisopropylcarbodiimit (DIC), dixyclohexylcarbodiimit
(DCC),  1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylcarbodiimit ~ hydroclorua  (EDCI), 1-
hydroxybenzotriazol (HOBt), l-hydroxy-7-aza-benzotriazol (HOAt), HBTU (O-(7-
benzotriazol-1-yl-N,N,N’, N -tetrametyluroni hexaflophosphat), HATU (0-(7-
azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyluroni hexaflophosphat), va chét twong tu, hoic
dang két hop ciia n6. Cac phan tng thudng dugc thuc hién véi su ¢6 mit cia bazo amin

bac ba, nhu diisopropyletylamin. Cac dung méi thich hop bao gém diclometan, N,N-
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dimetylformamit (DMF), dimetyl sulfoxit (DMSO), etyl axetat va twong tu. Nhém bao vé
amin trén dipeptit (C) thu duoc duge loai bo bang cach khir bio v¢ trong cac diéu kién
thich hop. Vi du, trong d6 PG 1a nhém Boc, hop chét (C) duoc cho phan tmg véi axit
trifloaxetic dé tao ra amin tu do (D). Trong d6 PG 12 nhém Fmoc, hop chat (C) dugc cho
phan ng véi piperidin hodc dietylamin dé tao ra hop chit (D). Sau d6, hop chat (D) duoc
lién hop v6i dan xuit axit amin (E), & dang bao vé néu can, trong cac diéu kién ghép czflp
peptit nhu dugc md ta trén day, dé tao ra tripeptit (F). Cho phéan tmg v6i axit loai nhém

bao vé carboxy dé tao ra axit tur do (G).

So dd B
w R Ghép c@p peptit
# E'{f \{’f o i -
w7
3
i{*—- Rﬂ; ﬁﬁ R,‘d ) )
S I N Khir bao vé
MY Y YR .
PG o 0 R
Rz
{Ki (L

Lién quan dén so d6 B, dolaproin dugc bao vé amino (Dap) duogc ky hiéu 1a (H)
(xem Pettit et al. (1994) J. Org. Chem. 59:6287-6295) dugc lién hop véi amin (J) (duoc
tao ra bang cach st dung cac phuong phap da biét d6i v6i nguoi 6 trinh dd trung binh
trong linh vuc k¥ thuat niy) trong cac diéu kién ghép cip peptit nhu duge mo ta trén day.
Dipeptit (K) thu dugc duge khir bao vé nhu dugc néu d6i voi So dd A dé tao ra hop chat
@L).

So dd C

Ghép cap peptit
G+ L} i

Lién quan dén so d6 C, axit (G) va amin (L) dugc lién hop trong céc diéu kién

ghép cap peptit nhu dugc néu trén dé tao ra cac hop chit c6 cong thirc (I). Trong d6 san
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phiam phan tng 13 dang bao vé c6 cong thirc (I), cac didu kién khir bao vé thich hop duogc

st dung dé tao ra hop chét dich.

Sang ché ciing d& cap dén dugc phdm chira lwgng hitu hiéu cua it nhit mét hop

chat c6 cong thac (I), hodc mudi dugce dung cia nd, va ta dugc duge dung.

Sang ché ciing mé ta phuong phap diéu tri cho ddi twgng méic hoic dugce chan
doan bi bénh ung thu, bao gdm viéc str dung cho dbi tugng cé nhu ciu diéu tri bénh

lwong hitu hiéu cta it nhit mot hop chit c6 cong thic (I), hoic mubi duge dung cia né.

Sang ché ciing md ta viéc sir dung it nhét mdt hop chat c6 cong thic (I), hodic

mudi dugc dung cia nd, de dicu tri bénh ung thu & doi tugng c6 nhu cau diéu tri bénh.

Sang ché cling mé ta viéc sir dung it nhat mot hop chat c6 cong thirc (I), hoic
mudi duge dung cta no, trong viéc san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu & dbi tuong cé
nhu ciu diu trj bénh.

Sang ché ciing dé cap dén kit chira it nhat mot hop chét c6 cong thirc (I), hodc
mubi duoc dung cia né, ding dé diéu tri bénh ung thu & @i tugng c6 nhu cau diéu tri
bénh, va huréng dan st dung.

Sang ché ciing dé cap dén vt phim san xuét chira it nhat mot hop chit c6 cong
thirc (1), hoic mudi dirge dung ciia n6, ding dé diéu tri bénh ung thu & déi twong c6 nhu
cAu diéu tri bénh.

Sang ché ciing d& cap dén thé tiép hop khang thé dugc chit (ADC) trong d6 hop
chit ¢6 cong thire (I) duoc tiép hop véi khang thé.

Céac ADC cu thé sir dung Céng thire (I) ¢ ciu triic sau trong d6 “L” hodc “niAb-s-
» 13 khang thé don dong FLT3 duogc ky hiéu CHv62.21 nhu dugc néu trong ban mo ta
nay.

Ngoai ra, cac ADC cu thé khac sir dung cong thire (I) c6 chu trac sau trong d6 “L”
hoac “mAb-s-” 1a khang thé don dong FLT3 dugc ky hi€éu CHv62.21pAF nhu dugc néu
trong ban mo ta nay.

Theo mét phuong 4n dugc wu tién, cac hop chét c¢6 cong thirc (I) bao gdm don vi
dugc chit chia hop chit (2S,3S)-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-
0x0-3-phenylpropan-2-yl)amino)- 1 -metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-
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metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-metyl-2-(metylamino)buta-

namido)butanamit.

Theo mot phuong an dugc uu tién, cac hop chét c6 cong thirc (I) bao gdm don vi

dugc chit chira hop chit dugc néu dudi diy cé cong thire (11):

f” . i
IX.) Kha ning mang duoc chit

Kha ning mang dugc chit dugc thé hién bang p va 13 sé luong trung binh cia cac
gbc duoc chat/khang thé trong phan tir. Kha ning mang dugc chéf c6 thé ndm trong
khoéng tir 1 dén 20 gbc duoc chit (D)/khang thé. ADC theo sang ché bao gdm tap hop
c4c khang thé duoc tiép hop véi cac gbe dugce chét nim trong khoang tir 1 dén 20. S&
luong trung binh cta cac gbc duoc chat/khang thé trong cac ché phim chira ADC thu
dugce tir cac phan tmg tiép hop c6 thé duoc dic trung bdi cac phuong phap thong thuong
nhu khéi phd va, thir nghiém ELISA. Phan phéi dinh lugng ADC lién quan dén p ciing c¢6
thé dugc xac dinh. Trong mot sb truong hop, vi€c tach, tinh ché, va mo ta dic diém cua
ADC déng nhét trong d6 p 1a tri s nhat dinh thu duoc tir ADC c6 kha ndng mang dugc
chét khac ¢6 thé thu duoc bing cac phuong phap nhu dién di.

Déi voi mot sb thé tiép hop khang thé duogc chét, p c6 thé duoc gidi han béi sb vi
tri lién két trén khang thé. Vi du, trong d6 viéc lién két 13 xystein thiol, khang thé c6 thé
chi c6 mdt hodc mdt sé nhém xystein thiol, hodc c6 thé chi ¢6 mdt hoic mot sé nhém
thiol c¢6 hoat tinh thich hop qua lién két c6 thé dugc gin vao. Theo cac phuong an nhét
dinh, kha nang mang duoc chét cao hon, vi du p >S5, co thé gdy ra hién tugng Kkét tu, kha
nang khong hoa tan, doc tinh, hodc gidm tinh thim té bao cua cac thé tiép hop khang thé
dugc chat nhét dinh. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, kha ning mang dugc chat db6i véi
ADC theo sang ché nim trong khoang tir 1 dén 8; nim trong khoang tir 2 dén 6; nim
trong khoang tur 3 dén 5; nam trong khoang tir 3 dén 4; ndm trong khoang tir 3,1 dén 3.9;
nim trong khoang tir 3,2 dén 3,8; ndm trong khoang tir 3,2 dén 3,7; ndm trong khoang tir
3,2 dén 3,6; nim trong khoang tir 3,3 dén 3,8; hodc nim trong khoang tir 3,3 dén 3.7.
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Thuc vay, nhin thiy rang d6i véi cac ADC nhat dinh, ty 1& t6i wu cia cac gbe duge

chit/khang thé c6 thé nho hon 8, va ¢6 thé nim trong khoang tir 2 dén 5.

Theo cac phuong an nhét dinh, sé gbc nho hon s6 gbe duge chét t6i da theo ly
thuyét dugc tiép hop v6i khang thé trong qua trinh phéan tng tiép hop. Khang thé c6 thé
chtra, vi du, gbc lysin khong phan L'rng‘ v6i chét trung gian lién két véi duge chat hodc
- chét phan tg lién két, nhu duge néu dudi day. Néi chung, cic khang thé khong chira
nhiéu nhém xystein thiol tur do va c6 hoat tinh c¢é thé dugc lién két v6i gbe duge chét;
Thuc vy hau hét gbc xystein thiol trong cdc khang thé c¢6 mit & dang cu nbi disulfua.
Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khang thé c6 thé dwoc khir bang chét khir nhu dithiotreitol
(DTT) hoéc tricarbonyletylphosphin (TCEP), trong diéu kién khir mot phan hodc toan b,
dé tao ra nhém xystein thiol hoat tinh. Theo cdc phuong an nhét dinh, khang thé duogc
dua vao céc diéu kién bién tinh dé phat hién cac nhém 4i nhan hoat tinh nhu lysin hodc

xystein.

Kha ning mang (ty 1& dugc chat/khang thé) ciia ADC c6 thé duge kiém soat theo
céc cach khac nhau, vi du, bing cach: (i) giéi han s6 mol du cta chét trung gian qua lién
két duge chit hodc chit phan tng lién két ddi v6i khang thé, (ii) gi6i han thoi gian hodc
nhiét do cta phan tmg tiép hop, (iii) didu kién khir mdt phan hodc giéi han dé cai bién
xystein thiol, (iv) k§ thudt tai {0 hop cta trinh tu axit amin cta khang thé sao cho sb
luong va vi tri ctia gbe Xystein dugc cai bién dé kiém soat s6 luong va/hodc vi tri clia gin
két gitra lién két-dugc chat (nhu thioMab hogc thioFab dugc tao ra theo sdng ché va trong
WO02006/034488 (duoc két hop vao sang ché bang cach vién dan)).

Cén phai hiéu ring néu nhiéu hon mdt nhém phan ng 4i nhan v&i chit trung gian
qua lién két dugc chit hodc chét phan tGng lién két, tiép do6 1a chét phan ng gbc dugc
chét, thi san pham thu duoc 12 hdn hop chira cac hop chit ADC véi kha ning phan phdi
mdt hodc nhidu gbc duge chit duoc gin vao khang thé. S6 luong trung binh cta duoc
chét/khang thé c6 thé dugc tinh toan tir hdn hop boi thir nghiém khang thé ELISA kép, 1a
dic hiéu véi khang thé va dic hiéu véi dugc chit nay. Cac phan tt ADC riéng & c6 thé
duoc xéac dinh trong hdn hop boi khdi phd va duoc tach bang HPLC, vi du, sic ky twong
tac ky nudc (xem, vi du, Hamblett, K.J., et al. “ Hamblett, K.J., et al. “Effect of drug
loading on the pharmacology, pharmacokinetics, va toxicity of an anti-CD30 antibody-
drug conjugate”, Abstract No. 624, American Association for Cancer Research, 2004
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Annual Meeting, March 27-31, 2004, Proceedings of the AACR, Volume 45, March
2004; Alley, S.C., et al. “Controlling the location of drug attachment in antibody-drug
conjugates”, Abstract No. 627, American Association for Cancer Research, 2004 Annual
Meeting, March 27-31, 2004, Proceedings of the AACR, Volume 45, March 2004). Theo
cac phuong an nhét dinh, ADC df‘)ng nhit c6 mot tri sb mang co thé dugc tach ta tir hdn
hop tiép hop bing cach dién di hodc sic ky.

X.) Céc phuong phap xac dinh tdc dung gy doc té bao cia ADC

Cac phuong phap xac dinh xem duoc chét hoic thé tiép hop khang thé duoc chit
¢6 thc dung kim ham té bao v/hoic giy ddc té bao hay khong 14 da biét. Néi chung, hoat
hoat tinh gay doc t& bao hodc kim him t€ bao cia thé tiép hop khang thé dugc chat c6 thé
duoc xac dinh bang cach: cho té bao cia dong vat co vi biéu hién protein dich cta thé
tiép hop khang thé dugc chét tiép xtic v6i moi trudng nudi ciy té bao; thuc hién nubi ciy
cac té bao khoang thoi gian tir 6 gid dén 5 ngly; va xac dinh kha ning song sot cua té
bao. Cc thtr nghiém in vitro trén co s& t& bao c6 thé duge st dung dé xac dinh kha nang
sdng sot (ting sinh), kha ning gy doc té bao, va cam ung gy chét theo chuong trinh

(hoat héa caspaza) cia thé tiép hop khang thé duoc chit.

Dé xéc dinh xem thé tiép hop khang thé dugc chit c6 tic dung kim him té bao hay
khong, thir nghiém két hop thymidin c6 thé duoc sir dung. Vi dy, cac t€ bao bénh ung thu
biéu hién khang nguyén dich & mat do 5.000 té bao/giéng cia dia 96 giéng c6 thé duogc
nudi cdy trong thoi gian 72 gid va dugc tiép xtic v6i 0,5 pCi *H-thymidin trong 8 gi&r cudi
ctia khoang thoi gian 72 gio. Viée két hop *H-thymidin vaoo cac té bio ctia méi truong
nudi cdy duoc xac dinh véi su ¢6 mit va khong c6 mit cla thé tiép hop khang thé dugc

chat.

Dé xac dinh hoat tinh gay ddc té bao, kha ning gay hoai tir hodc chét theo chuong
trinh (gay chét t& bao theo chwong trinh) c6 thé dugc xac dinh. Kha ning gy hoai ti
thuong lién quan dén kha ning thAm qua mang huyét twong; kha nang truong né té bao,
va v& mang huyét tuong. Hién tugng gay chét theo chuong trinh thudng duge dic trung
boi su phdng mang, ngung tu bio chét, va hoat héa endonucleaza ndi sinh. Viée xac dinh
tac dung bét ky trong sb cac tac dung nay trén té bao bénh ung thu chi ra rang thé tiép
hop khéng thé dugc chat 13 hitu ich dé diéu tri bénh ung thur.
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Kha ning sdng s6t té bao c6 thé dugc xac dinh bang cach x4c dinh mirc d6 hip thu
thudc nhudém trong té bao nhu d6 trung tinh, trypan xanh da troi, hodc xanh da troi
ALAMAR™ (xem, vi du, Page et al, 1993, Intl. J. Oncology 3:473-476). Trong thir
nghiém nay, cc t& bao duge 0 trong moi trudng chia thudc nhudm, céc té bao dugce ria,
va phan thudc nhudm con lai, phan anh mirc do hép thu té bao cta thube nhudm, dugce do
bang phd quang ké. Thudc nhudm gin két véi protein sulforhodamin B (SRB) ciing c6
thd duoc st dung dé xac dinh hoat tinh gy doc té bao (Skehan et ah, 1990, J. Natl.
Cancer Inst. 82: 1107-12).

Theo cach khéc, mudi tetrazolium, nhu MTT, duoc sit dung trong thir nghiém dinh
luong so mau dbi v6i kha ning séng va ting sinh clia té bao dong vat c¢6 vii bang cach
phét hién té bao sdng, chir khong phai t& bao di chét (xem, vi du, Mosmann, 1983, J.

Immunol. Methods 65:55-63).

Kha nang gy chét theo chuwong trinh c6 thé duoc dinh luong bang cach xac dinh,
vi du, qué trinh tao manh ADN. Phuong phép do séng thuong mai dé dinh luong qua
trinh tao manh ADN in vitro 13 ¢6 sin trén thi trudng. Vi du vé céc thir nghiém nay, bao
gém TUNEL (phat hién su két hop nucleotit dugc danh dau trong ADN da duogc tao
manh) va thir nghiém trén co s& ELISA, dugc moé ta trong Biochemica, 1999, no. 2, pp.
- 34-37 (Roche Molecular Biochemicals).

Kha ning gy chét theo chuwong trinh ciing ¢ thé dugc xac dinh bang cach xac
dinh su thay dbi v& hinh thai trong t€ bao. Vi du, dbi voi viee gay hoai tir, vi€c gidm tinh
nguyén ven clla mang huyét tuong c6 thé duoc xac dinh bang cach do mirc 6 hip thu
ctia cac thudc nhudm nhit dinh (vi du, thubc nhudém phat huynh quang nhu, vi du,
acridine mau da cam hoic ethidi bromua). Phuong phép xéac dinh kha ning gdy chét theo
chuong trinh ciia nhiéu t€ bao duge mo ta bdi Duke va Cohen, Current Protocols in
Immunology (Coligan et al. eds., 1992, pp. 3.17.1-3.17.16). Céc té bao ciing c¢6 thé duoc
danh ddu b%lng thuéc nhudm ADN (vi du, acridine mau da cam, ethidi bromua, hodc
propidium iodua) va cac té bao quan sit dugc vé su ngung tu chat nhidm sic va su bam
doc theo mang nhan bén trong. Su thay d6i v& hinh thai khac c6 thé duoc do dé xac dinh
kha ning gy chét theo chuong trinh bao gbm, vi du, su ngung tu bao chét, gia ting su

phong mang, va su co té bao.
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Su ¢6 mit cua cac té bao chét theo chuong trinh cé thé dugc x4c dinh & ca thanh
phan duogc gén vao 13n thanh phin “ndi 1én” ciia méi trudng nudi cdy. Vi du, ca hai thanh
phan nay c6 thé duoc thu gom bang cach loai bo dich ndi trén bé mit, trypsin hoéa cac té
bao di duoc gin vao, két hop cac ché pham sau bude rira Iy tAm (vi du, 10 phit & 2000
vong/phut), va phat hién hién tuong gay chét theo chuong trinh (vi du, bang cach xac
dinh sLi’ tao manh ADN). (Xem, vi du, Piazza et al., 1995, Cancer Research 55:3110-16).

Mirc d6 anh hudng in vivo ciia ché phdm diu tri bénh FLT3 c6 thé duoc danh gia
& mo hinh dong vat thich hop. Vi du, mé hinh bénh ung thu di ghép cé thé duoc st dung,
trong d6 md ciy bén ngoai hoic md ciy bén ngoai da ciy truyén ctia bénh ung thu dugc
dua vao vao dong vat bi ton thuong hé mién dich, nhu chudt vo hiéu hodc chudt nhit
SCID (Klein et al, 1997, Nature Medicine 3: 402-408). Vi du, Pon yéu cu cip patent
WO098/16628 va Patent My 6,107,540 md td cac mo hinh di ghép khac nhau cia bénh
ung thu tién liét tuyén ciia ngudi ¢ thé tom tit sy phat trién cia khdi u so cip, di cin
kich thuge nho, va su tao ra di cin nguyén bao xwong & giai doan cudi ciia bénh. Hiéu
qua ndy c6 thé duge du doan bang cach sir dung cac thir nghiém x4c dinh kha ning tc

ché sy tao ra khoi u, mic thoai bién hodc di can khoi u, va yéu to tuong tu.

Céc thir nghiém in vivo danh gia su tién trién cua hién tuong gﬁy chét theo chuong
trinh 13 hitu ich trong viéc danh gia cac ché pham diéu tri bénh. Theo mdt phuong 4n, cac
manh di ghép thu duogc tir chudt nhat mang khéi u d3 dugc diéu tri béng ché phém diéu tri
bénh c6 thé duoc xét nghiém vé sy c6 mit clia qua trinh gy chét theo chuong trinh tap
trung va duge so sanh véi chudt n_hét mang di ghép dbi chimg khong duoc didu tri. Mic
do gy chét theo chwong trinh tip trung dugc tim thiy trong cac khéi u ctia chudt nhét da

dugc diéu tri cung cap hi€u qua difu tri cia ché pham.

Ché phdm diéu tri bénh da sir dung trén thuc té vé cac phuong phap néu trén ¢6
thé dugc bao ché thanh dugce pham chira chit mang thich hop ddi v6i phuong phap phan
phéi‘mong mudi. Cac chit mang thich hop bao gdbm nguyén liéu bat ky ma khi két hop
v6i ché phidm didu tri bénh van gitr dugc tic dung khang khdi u ctia ché phim diéu tri
bénh nay va thuong khong phan tmg v&i hé mién dich ciia ddi tuong bi bénh. Vi du bao
¢bm, nhung khong chi gii han &, chit mang bt ky trong sé nhiéu chit mang duoc dung

tiéu chuén nhu dung dich mudi dém phosphat v6 tring, nuéc kim ham vi khuén, va chét
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mang tuong tu (xem, noi chung, Remington’s Pharmaceutical Sciences 16th Edition, A.

Osal., Ed., 1980).

Ché phim diéu tri bénh c6 thé dugc hoa tan va duge st dung qua dudng bat ky c6
kh& ning phan phdi ché phdm didu tri bénh vao vi tri khdi u. Pudng dung hitu hiéu bao
gbdm, nhung khéng chi gi6i han &, tinh mach, ngoai duong ti€u hda, trong mang bung,
trong co, trong khdi u, trong da, trong co quan, tai vi tri, va duong ding tuong tu. Ché
phém dung dé tiém tinh mach duoc wu tién chira ché phém diéu tri bénh trong dung dich
chtta nuéc kim him vi khudn dugc bao quan, nudc vo tring khong dugc bdo quan,
va/hodc dugce pha lodng trong cac ti polyvinylclorua hodc polyetylen chira 0,9% natri
clorua v tring ding dé tiém, Dugc dién M§. Ché phdm protein diéu tri bénh c6 thé dugc
dong kho nhanh va cét gitt & dang bot vo trung, t6t hon 1a trong chan khong, va sau d6
duge hoan nguyén trong nudc kim ham vi khuin (chta, vi du, chit bao quan rugu

benzylic) hodc trong nudc v trung trude khi tiém.

Lidu luong va cach dung dé didu tri bénh ung thu bang cach st dung cac phuong
phap néu trén s& thay ddi theo phuong phép va bénh ung thu dich, va néi chung s& phu
thudc vio nhidu yéu td khdc da biét trong linh vyc k§ thudt nay.

Theo mdt phuong an, dugc phim theo sang ché ¢ thé chira nhiéu hon mot loai
ADC theo sang ché do sy cai bién Mab CHv62.21 hoic khang thé don dong
CHv62.21pAF. Vi du, sang ché bao gém dugc phim chira ADC theo sang ché, trong d6
khang thé don dong CHv62.21 14 khang thé khong c6 chudi ning lysin ¢6 dau tan cung C,
khang thé c6 doan ci bién sau dich ma c6 dAu tn cing N, khang thé khong c6 chudi
nang lysin co dau tan cung C va cé cai bién sau dich mi cé dau tan cung N, va’hodc
khang thé c6 chudi ning lysin c6 dAu tan cing C va khong cé doan cai bién sau dich ma
¢ dau tan cing N.

Vi du, dugc phém theo sang ché bao gdm dugc phém chtra hai hoic nhiéu loai
ADC theo sang ché, trong d6 khang thé don dong CHv62.21 ctia ADC duge chon tir
nhém bao goém 1) dén 4) sau:

1) Khang thé don dong CHv62.21 chia chudi ning cAu thanh tir trinh tu axit amin
nim trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 |
va chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214
(C) cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10:; |
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2) Khéang thé don dong CHv62.21 chira chudi ning ciu thanh tir trinh tu axit amin
nim trong khoéng tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9
trong d6 gbc 1 ¢6 diu tan cing N (E) dugc chuyén hoa thanh axit pyroglutamic va chudi
nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir gbc 1 (D) dén gdc 214 (C) cua
trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.10;

3) Khang thé don dong CHv62.21 chira chudi nang ciu thanh tir trinh tw axit amin
ndm trong khoang tir gbc 1 (Q) dén gbc 453 (K) ciia trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.9
trong d6 gbc 453 ¢6 dau tan cing C (K) duge loai bd va chudi nhe cAu thanh tir trinh tur
axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (D) dén gdc 214 (C) ciia trinh tur nhu néu trong SEQ
ID NO.10; va |

4) Khang thé don dong CHv62.21 chira chudi ning cu thanh tir trinh tu axit amin
nim trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) ctia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9
trong d6 gbc 1 ¢6 dau tn cing N (E) dugc chuyén hoa thanh axit pyroglutamic va goc
453 ¢6 du tan cung C (K) dugc loai bo va chudi nhe cau thanh tir trinh tur axit amin nim

trong khoang tir gbc 1 (D) d&én gbc 214 (C) ciia trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mét phuong an, dugc phim theo sang ché bao gdbm dugc phdm chira khang
thé don dong CHv62.21 chtra chudi niang ciu thanh tir trinh tu axit amin nim trong
khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) cta trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.9 va chudi
nhe chu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C) cua
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10 va Mab CHv62.21 chira chudi ning c4u thanh tir
trinh tu axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (Q) dén gbc 453 (K) cua trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.9 trong d6 gbc 453 c6 dau tan cing C (K) duoc loai bd va chudi nhe
cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C) ctia trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mdt phwong 4n, duoc phim theo sing ché bao gdm ci duge phim chira
khang thé don dong CHv62.21 chira chudi ning céu thanh tir trinh tu axit amin ndm trong
khoang tir gbc 1 (Q) dén gbc 453 (K) cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6
géc 453 ¢6 dau tan cung C (K) duoc loai bd va chudi nhe ciu thanh tir trinh tu axit amin
nim trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C) cua trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.10 va Mab CHv62.21 chta chudi niang ciu thanh tir trinh ty axit amin nim trong
khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) ciia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.9 trong d6
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gbc 1 ¢6 diu tan cung N (E) duoc chuyén héa thanh axit pyroglutamic va gbc 453 ¢6 diu
tan cing C (K) duoc loai bd va chudi nhe cAu thanh tir trinh ty axit amin nim trong
khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C) cia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mdt phuong a4n dugc uvu tién, dugc phim theo sang ché bao gdm duoc phim
chtra hai hoic nhiéu loai ADC theo sang ché, trong d6 khang thé don dong
CHv62.21pAF ctia ADC dugc chon tir nhém bao gdm 1) dén 4) sau:

1) Khéng thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning cdu thanh tir trinh tu axit
amiin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) clia trinh tir nhu néu trong SEQ ID
NO.11 va chudi nhe cdu thanh tir trinh ty axit amin nam trong khoang tir gbc 1 (D) dén
gbc 214 (C) chia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10;

2) Khang thé don dong CHv62.21pAF chita chudi ning ciu thanh tir trinh ty axit
amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gdc 453 (K) clia trinh tir nhu néu trong SEQ ID
NO.11 trong d6 gbc 1 ¢6 dau tan ciing N (E) duoc chuyén héa thanh axit pyroglutamic va
chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir gc 1 (D) dén gbc 214 (C)
cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10;

3) Khang thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning cAu thanh tir trinh tir axit
amin nim trong khoang tir gbc 1 (Q) dén gbc 453 (K) cua trinh tir nhu néu trong SEQ ID
NO.11 trong d6 gbc co dau tan cing C 443 (T) duge loai bd va chudi nhe cu thanh tir
trinh tu axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C) cua trinh tur nhu néu
trong SEQ ID NO.10; va

4) Khang thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning céu thanh tir trinh tir axit
amin ndm trong khoang tir gbc 1 (E) dén gdc 453 (K) cua trinh tir nhu néu trong SEQ ID
NO.11 trong d6 gbc 1 ¢6 dau tan cung N (E) dugc chuyén hoa thanh axit pyroglutamic va
gbc co dau tan cing C 443 (T) dugc loai bd va chudi nhe c4u thanh tir trinh tu axit amin
nim trong khoang tir gbc 1 (D) dén gdc 214 (C) cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.10.

Theo mot phuong 4n, dugc phém theo sang ché bao gém ca dugc phém chira
khéng thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning cu thanh tir trinh tu axit amin nim
trong khoang tir gbc 1 (E) dén gbc 453 (K) ciia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va
chudi nhe cAu thanh tir trinh tur axit amin ndm trong khoang tir géc 1 (D) dén gbc 214 (C)
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clia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10 va MAb CHv62.21pAF chita chudi ning ciu
thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir gbc 1 (Q) dén gbc 453 (K) cta trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.11 trong d6 gdc c6 dau tin cing C 443 (T) dugce loai bd va
chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C)
ctia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mdt phwong 4n, dugc phim theo sing ché bao gdm ca dugc phim chia
khang thé don dong CHv62.21pAF chira chudi ning cdu thanh tir trinh ty axit amin nam
trong khoang tir gbc 1 (Q) dén gbc 453 (K) ctia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.11
trong d6 gdc c6 dAu tan cing C 443 (T) dugc loai bé va chudi nhe cu thanh tir trinh tu
axit amin ndm trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C) cta tnnh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.10 vA MAb CHv62.21pAF chira chudi nang cu thanh tir trinh tu axit amin nim
trong khodng tir goc 1 (E) dén gbc 453 (K) cta trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11
trong d6 gdc 1 ¢6 du tan cing N (E) dugc chuyén héa thanh axit pyroglutamic va gbe ¢
dAu tan cung C 443 (T) dugc loai bo va chudi nhe cAu thanh tir trinh ty axit amin nam
trong khoang tir gbc 1 (D) dén gbc 214 (C) clia trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

X1.) Diéu tri bénh ung thu biéu hién FLT3

Viéc nhin dién FLT3 la protein thudong duogc biéu hién trong tap hop cac md hodc
t¢ bao gi6i han, nhung ciing dugc biéu hién trong bénh ung thu nhu ching dugc néu

trong bang I, mé ra nhiéu phuong phap diéu tri bénh dé diéu tri cac bénh ung thu nay.

Pang Iuu ¥ 13, phuong phap diéu tri bénh khang khdi u dich 13 hitu ich ngay ca khi
protein dich duoc biéu hién trén cac mé hoic té bao binh thuong, bao gém mod cua co
quan quan trong binh thuong. Co quan quan trong la co quan can thiét dé duy tri su sdng,
nhu tim hodc rudt két. Co quan khong quan trong 13 co quan c6 thé duogc loai bé ma ca
thé van co6 thé sdng dugc. Vi du vé co quan khong quan trong 1a budng trimg, nguc, va
tuyén tién liét.

Su biéu hién protein dich & md binh thudng, bao gbm mé quan trong binh thudng,
khéng anh huéng t6i loi ich clia duge chat dich dbi véi protein lam chét diéu tri cac khoi
u nhét dinh trong d6 protein ciling duoc biéu hién qué mirc. Vi du, su biéu hién & cac co
quan quan trong khong nam trong va khong giy hai. Ngoai ra, cac co quan dugc coi nhu
c6 thé khong cén thiét, nhu tuyén tién liét va budng trimg, c6 thé duoc loai bé ma khong

anh hudng t6i viée tir vong. Cubi cling, mot sd co quan quan trong khong bi anh hudng
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boi sy biéu hién cua co quan binh thuong do su uu tién vé mit mién dich. Cac co quan
duoc wu tién vé& mat mién dich 14 cic co quan dugc bao vé khéi mau béi hang rao mau-co
quan va do d6 khong dé bi anh huéng t6i liéu phap miém dich. Vi du vé cac co quan
duoc uu tién vé mat mién dich 13 nfo va tinh hoan.

Do d6, phuong phap didu tri bénh trc ché hoat tinh ciia protein FLT3 1a hitu ich dbi
v6i céc dbi tugng bi bénh bi bénh ung thu biéu hién FLT3 (nhu, vi dy, c4c bénh ung thu
néu trong Bang I). Cac phuong phap didu tri bénh thudong thudc ba nhém. Nhém thir nhét
diéu hoa chirc nang FLT3 nhu n6 lién quan dén su phat trién té bao khéi u dén dén su wc
ché hodc kim him sy phat trién & bao khéi u hoic tiéu diét n6. Nhém th hai bao gom
cac phuong phap khac nhau dé e ché kha niang gin két hoic lién hop protein FLT3 véi
thanh phin gin két cia nd hodic v6i cac protein khac. Nhém thr ba bao gdm nhiéu

phuong phap dé trc ché su phién ma gen FLT3 hodc dich ma ARN thong tin ctia FLT3.

Do d6, cac déi twong bi bénh bi bénh ung thu c6 thé dugc danh gia vé su c6 mit
va ndng do biéu hién FLT3, t&t hon 1a st dung phuong phap danh gia m6 héa mién dich
clia mé khdi u, chup FLT3 dinh luong, hodc k¥ thuét khac chi ra mot cach chin chin su
c6 mat va mirc do bidu hién FLT3. Phén tich mé héa mién dich ciia viéc sinh thiét khéi u
hoiic cac mAu phiu thuét duge wu tién nhim muc dich ndy, néu dung. Céac phuong phap

phén tich m6 héa mién dich mo khéi u d3 biét trong linh vuc nay.
X111.) FLT3 lam dich dé diu tri bénh trén co sé khang thé

FLT3 la dich hip din d6i véi cac chién lugc trén co s& khang thé. Nhiéu chién
lugc vé khang thé da biét trong linh vuc nay dé khang cAc phan tir ngoai bao 14n noi bao
(xem, vi du, bd thé va qué trinh tiéu diét qua trung gian ADCC ciing nhu viéc st dung
cac thé). Do FLT3 duoc thé hién béi cac té bao bénh ung thu ctia dong khac nhau déi véi
c4c t& bao binh thuong tuong tng, nén viéc st dung toan than ché phdm c6 hoat tinh
mién dich véi FLT3 duge tao ra ¢ d6 nhay m§ man ma khong giy doc, khong dac hiéu
va/hodc khong hudng dich do qua trinh gin két cia ché phim c6 hoat tinh mién dich véi
cac co quan va cac mo khong hudng dich. Cac khang thé cu thé c6 hoat tinh v6i mién cia
FLT3 12 hitu ich d& didu tri bénh ung thu biéu hién FLT3 toan than, t5t hon 1a & dang thé
tiép hop khang thé duoc chit (tirc 1a ADC) trong d6 thé tiép hop nay c6 hoat tinh véi doc

t§ hodic duge chét diéu tri bénh.
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Ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh vuc nay s€ hiéu dugc ring cac khang thé
c6 thé duoc st dung dé hudng dich va gin két dac hiéu véi phan tir gdy mién dich nhu
ving gdy mién dich cta trinh tu FLT3 dugc thé hién trén Fig.1. Ngoai ra, nguoi c6 trinh
d6 trung binh trong linh vuc nay sé hiéu dugc rang c6 thé d& dang tiép hop cac khang thé
vé6i dugc chit gay doc té bao (xem, vi du, Slevers et al. Blood 93: 11 3678-3684 (June 1,
1999)). Khi dugc chét gay doc té bao va/hodc dugc chit diéu tri bénh dugc phan phéi
truc tiép t6i cac t& bao, nhu bing cach tiép hop ching véi cac khang thé ddc hiéu véi
phan tir d& duge bidu hién boi té bao d6 (vi du, FLT3), thi duge chét gdy doc té bao s& cd
tAc dung sinh hoc da biét (tirc 12 gy doc té bao) trén cac t€ bao do.

Nhiéu ché phdm va phuong phép sir dung thé tiép hop khang thé dugc chit gay
doc té bao dé tieu dieté bao T d3 biét trong linh vuc nay. Pi v6i bénh ung thu, cic
phuong phép thong thuong chi ra viéc cho dong vét co va ¢ khéi u dung lugng hiru hiéu
sinh hoc ciia thé tiép hop chira dugc chit gdy doc té bao va/hodc duge chit diéu tri bénh
d4 chon lién két v6i dugc chét dich (vi du, khang thé don dong FLT3, tét hon la
CHv62.21 hoic CHv62.21pAF) gin két voi khang nguyén (vi du, FLT3) da dugc biu
hién, dé bi anh huéng téi kha ning gén két hodc dugc nam trén bé mit t& bao. Theo
phuong an thong thudng, phuong phap phén phéi duge chét gay doc té bao va/hodc duge
chit didu tri bénh @ biu hién FLT3 & té bao, bao gdm viéc tiép hop giita dugc chét gay
doc té bao vé6i khang thé ma gin két dic hiéu mién dich véi epitop FLT3, va cho t€ bao
tiép xtc véi thé tiép hop khang thé duge chit (ADC). Phuong 4n minh hoa khéc 1a
phuong phép diéu tri cho ca th8 nghi méc bénh ung thu di di cin, bao gdbm budc ding
ngoai duong ti€u hoa cho ca thé nay dugc phém chira lugng hitu hiéu diéu tri bénh cua

khang thé duogc tiép hop v6i duge chét gdy doc té bao va/hoic duge chit diéu tri bénh.

Phuong phap didu tri min dich bénh ung thu bang c4ch st dung Khang thé FLT3
c6 thé duge thuc hién theo cac phuong phap khac nhau duge st dung thanh cong dé diéu
tri cac loai bénh ung thu khac, bao gdm nhung khéng chi gi¢i han &, bénh ung thu rudt
Kkét (Arlen et al, 1998, Crit. Rev. Immunol. 18: 133-138), u da tuy (Ozaki et al, 1997,
Blood 90:3179-3186, Tsunenarj et al, 1997, Blood 90:2437-2444), bénh ung thu da day
(Kasprzyk et al, 1992, Cancer Res. 52:2771-2776), u bach huyét té bao B (Funakoshi et
al, 1996, J. Immunother. Emphasis Tumors Immunol. 19:93-101), bénh bach ciu (Zhong
et al, 1996, Leuk. Res. 20:581-589), bénh ung thu truc trang (Moun et al, 1994, Cancer
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Res. 54:6160-6166; Velders et al, 1995, Cancer Res. 55:4398-4403), va bénh ung thu va
(Shepard et al, 1991, J. Clin. Immunol. 11: 117-127). Mét s phuong phap diéu tri bénh
lién quan dén viéce tiép hop khang thé trin v6i doc td hodc ddng vi phong xa, nhur 1an luot
'tiép hop Y*' hodc I"®' véi khang thé khang CD20 (vi du, ZevalinTM, IDEC
Pharmaceutical Corp. hodc Bexxar™, Coulter Pharmaceuticals), ddng thoi phuong phap
khac lién quan dén viéc sir dung dong thoi cac khang thé va cac duge chit diéu tri bénh
khic, nhu Herceptin™ (trastuzu MADb) véi paclitaxel (Genentech, Inc.). Theo mot
phuong 4n dugce uu tién, cac khang thé dugc tiép hop vé6i duoc chit gay doc t& bao néu

trén, tot hon 13 din xuét aurastatin duogc ky hiéu 1a MMAE (Seattle Genetics).

Mic du viéc didu tri bénh bing khang thé FLT3 13 hiru ich dbi véi toan bo giai
doan ctia bénh ung thu, nhung viéc diéu tri bénh bing khang thé c6 thé dic biét 1a thich
hop ¢ bénh ung thu nang hodc di can. Viéc didu tri bing phép didu tri bénh khang thé
theo sang ché duoc chi dinh dbi véi cac dbi tugng bi bénh duge nhan mdt hodc nhiéu chu
ky héa diéu tri bénh. Theo cach khac, viée diéu tri bénh bang khéng thé theo sang ché
duoc két hop v6i phac dd hoa diéu tri bénh hodc xa tri ddi véi cac ddi tuong bi bénh
khong duoc nhan viée diéu tri bing hoa didu tri bénh. Ngoai ra, viéc diéu tri bénh bang
khang thé c6 thé cho phép sir dung lugng héa didu tri bénh giam, dic biét 1a ddi véi cac
dbi tuong bi bénh khong dung nap tdt doc tinh cua dugc chét hoa tri liu. Fan et al.
(Cancer Res. 53:4637-4642, 1993), Prewett et al. (International J. of Onco. 9:217-224,
1996), va Hancock et al. (Cancer Res. 51:4575-4580, 1991) md ta viéc su dung cac

khang thé khac nhau ciing vé6i dugc chét héa tri licu.

Khang thé FLT3 don dong diéu tri bénh ung thu néu trong Bang 1 bao gbém khang
thé bit du tao ra dap tng mién dich ddi véi khdi u hodc ching truc tiép giy ddc té bao.
V& mit nay, khang thé FLT3 don dong (MAb) cé thé phan giai té bao khdi u theo co ché
gdy doc té bao qua trung gian bd sung hoidc phu thudc vao khang thé (ADCC), ca hai co
ché nay doi hoi phan Fc nguyén ven clia phan tir globulin mién dich dé twong tac véi vi
tri thu thé Fc cta té bao tac dong trén cac protein bd sung. Ngodi ra, khang thé don dong
FLT3 c6 tac dung sinh hoc truc tiép dbi v6i su phét trién khéi u 12 hitu ich dé diéu tri
bénh ung thu ma biéu hién FLT3. Co ché ma khang thé don dong tac dong truc tiép giy
doc té bao bao gdm: e ché su phét trién ciia phat trién, didu hoa qué trinh biét hoa té

bao, didu hoa profin cia yéu tb tao khéi u, va cam tmg gy chét theo chuong trinh. Co
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ché ma khang thé don dong FLT3 cu thé co tac dung khang khéi u duge danh gia bang
cach st dung nhiéu thir nghiém in vitro bt ky nhim danh gia kha niang chét cua té bao
nhu ADCC, phén giai té bao qua trung gian b sung, va v.v., nhu thudng da biét trong

linh vuc nay.

Do d6, cac khang thé don dong duge wu tién duge sit dung trong cac phuong phép
diéu tri theo sang ché 1 khang thé c6 chidu dai ddy du ciia ngudi va gin két ddc hidu voi

khang nguyén FLT3 dich vdéi ai luc cao.
XIV.) Dung dich hén hop ADC chira FLT3

Céc phuong phap diéu tri theo sang ché dy dinh ding ADC chtra FLT3 riéng 1é
cling nhu dang két hop, hodc dung dich hdn hop, cta cic khang thé don dong khac nhau
| (tirc 13 khang thé don dong FLT3 hoic khang thé don dong gan két vé6i protein khac).
Dung dich hdn hop khang thé don dong nhu vy cé thé c6 cac wu diém nhét dinh do
ching chira khang thé don dong khang céc epitop khac nhau, c6 co ché tac dong khac
nhau hoic két hop khang thé don dong gay doc té bao truc tiép véi khang thé don dong
dua vao chtc nang tac dong mién dich. Cac khang thé don dong & dang két hop nhu vay
c6 thé c6 tac dung didu tri hiép ddng. Ngoai ra, khang thé don dong FLT3 c6 thé dugc sir
dung ddng thoi vai cac phuong thirc diéu tri khac, bao gdm nhung khong chi gii han &
duoc chét hoa tri liéu va sinh hoc khéac nhau, chét phong bé androgen, chét diéu hoa mién
dich (vi du, IL-2, GM-CSF), phau thuét hoic xa tri. Theo mot phuong 4n dugc uu tién,
khang thé don dong FLT3 dugc st dung & dang tiép hop.

Ché phim ADC chtra FLT3 dugc sir dung qua dudng bat ky cé kha ning phan
phéi cac khang thé t6i t& bao khdi u. Cac duong dung bao gbm, nhung khong chi gi6i han
0, tinh mach, trong mang bung, trong co, trong khéi u, trong da, va duoc tuong tu. Viée
didu tri thudng bao gdm viée sir dung nhic lai ché phdm ADC chia FLT3, théng qua
dudng dung c6 thé chap nhan dugc nhu tiém tinh mach (IV), thong thuong véi lidu nam
trong khoang, bao gém nhung khong chi gigi han ¢, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0.5, 0,6, 0,7, 0,8,
09,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, hoic 25 mg/kg thé trong. Néi chung, liéu ding nam
trong khoang tir 10 &én 1000 mg MAb/tuén 13 hitu hidu va dung nap tét.

Dua trén kinh nghiém 14m sang cta Herceptin® (Trastuzumab) dé didu tri bénh
ung thu va di can, liéu mang ban déu xdp xi 4 mg/kg thé trong clia d6i tuong bi bénh theo

duomg IV, tiép do 1a liéu hing tudn khoang 2 mg/kg theo dudng IV cia ché phidm MADb
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dua ra phac d6 dung lidu ¢6 thé chip nhan duge. Tét hon, néu liéu mang ban dau dugc sir
dung & 90 phut hodc tiém truyén trong thoi gian dai hon. Liéu duy tri theo chu ky dugc
st dung & 30 phut hodc tiém truyén trong thoi gian dai hon, véi diéu kién liéu ban dau
duge dung nap tét. Nhu da biét béi ngudi cé trinh @0 trung binh trong linh vue k§ thuét
nay, cac yéu t& khac nhau c6 thé anh hudng téi phéc dd dung liéu Iy tudng trong trudng
hop cu thé. Cac yéu t6 nhu vay bao gdm, vi dy, 4i luc gan két va thdi gian bén thai cia
khéng thé don dong da duoc st dung, muc do biéu hién FLT3 & ddi tugng bi bénh, mirc
d6 chtra tudn hoan khang nguyén FLT3, nong dd khang thé & trang thai 6n dinh mong
mudn, sb 14n diéu tri, va su anh huéng ctia cic duge chét hoa tri liéu hodc duroc chit khac
d4 str dung két hop vé6i phuong phép didu tri theo sang ché, ciing nhu tinh trang sirc khoe

ctia d6i twong bi bénh cu thé.

Tuy ¥, cac dbi tugng bi bénh can duogc duoc danh gia vé mie do FLT3 trong miu
nhét dinh (vi du, ndng do tudn hoan cua khang nguyén FLT3 vi/hoic té bao biéu hién
FLT3) dé hd tro trong viée xac dinh phac db lidu hitu higu nhét, v. v... Cdc dénh gid nhu
vay cling dugc sir dung nham muc dich kiém so4t trong qué trinh diéu tri bénh, va 13 hiru
ich dé danh gi4 su thanh cong ciia viée diéu tri két hop voi sw danh gia cla céc théng s6
khac (vi du, ndng do té bao niéu va/hoic ndng do té bao mién dich trong viéc diéu tri

“bénh ung thu bang quang, hodc bang chét twong tu, ndng dd PSA trong huyét thanh trong

viéc diéu tri bénh ung thu tién liét tuyén).

Muc dich cta sang ché 13 tao ra Cac ADC chtra FLT3, e ché hoic 1am chdm su
- phat trién cac té bao khédi u biéu hién FLT3. Muc dich khac cta sang ché nay la tao ra cac
phuong phép trc ché su tao mach va chirc ning sinh hoc khac va nho d6 lam giam su phat
trién khdi u & dong vat c6 vi, tot hon 1a ngudi, bang cach sit dung ADC chira FLT3 ndy,
va cu thé sir dung ADC chira FLT3 nay két hop vé6i duoc chét khac hodc dugc chit diéu
tri bénh c¢6 hoat tinh mién dich.

XV.) biéu trj bénh két hop

Theo mét phuong 4n, thu duge tac dung hiép ddng khi khéi u, bao gdm khéi u ctia
nguoi, duge diéu tri bang cac ADC chira FLT3 két hop véi duoc chét hoa tri liéu hoic xa
tri hodc dang Kkét hop cia no. Mét khac, viéc uc ché su phat trién cta khdi u bdi ADC
chira FLT3 dugc ting cudng nhiéu hon mong mudn khi két hop v6i duge chit héa tri liéu

hodc xa tri hodc dang két hop caa né. Tac dung hiép ddng c6 thé dugc chi ra, vi du, bing
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cach rc ché manh su phat trién khéi u bzing duoc chit diéu tri Kkét hop hon so véi tac
dung mong mubn thu duoc tir viéc diéu tri chi cia ADC chita FLT3 hodc tic dung bd
sung cua viéc diéu tri béng ADC chta FLT3 va dugc chét hoa tri 1iéu hoidc xa tri. T bt
hon, néu tac dung hiép ddng dugc chimg minh bing céch thuyén gidém bénh ung thu
trong do su thuyén giadm khong mong mudn thu duge tir viée didu tri tir ADC chita FLT3
hodc két hop vé6i viée didu tri st dung dang két hop bd sung ctia ADC chiaa FLT3 va

dugc chat hoa tri liéu hoac xa tri.

Phuong phap trc ché phat trién cac té bao khdi u bang cach sir dung ADC chira
FLT3 va dang két hop ctia héa didu tri bénh hodc xa tri hoc ca hai loai nay bao gdm viéc
stt dung ADC chira FLT3 trudc, trong, hodc sau khi bat dau dung dugc chit hoa tri liéu
hodc xa tri diéu tri bénh, cling nhu dang két hop b4t kv cia no (tic 1a trudc va trong,
trude va sau, trong va sau, hodc trudce, trong, va sau khi bat dau dung dugc chét hoéa tri
liéu va/hodc xa tri diéu tri bénh). Vi du, ADC chra FLT3 thudng dugc sir dung trong thoi
gian tir 1 dén 60 ngay, t6t hon tir 3 dén 40 ngay, tot hon nita tir 5 dén 12 ngay trude khi
bét ddu xa tri va/hodc hoéa diéu tri bénh. Tuy nhién, tiry thudc vao quy trinh diéu tri va
nhu cAu cu thé caa dbi tugng bi bénh, phuong phap dugc thuc hién theo cach ma tao ra
the dung didu tri hitu hiéu nhat va cudi cing 13 kéo dai thoi gian sng cta ddi tuong bi

bénh.

Viéc stir dung dugc chit héa tri liéu c6 thé dugc thuc hién theo nhiéu cach bao
gbdm dudng ding toan than nhu ngoai dudng rudt va trong duong rudt. Theo mot phuong
an, ADC chira FLT3 va duoc chit hoa tri liéu dugc str dung & dang phén tir riéng r&. Vi
du cu thé v& duogc chét héa tri liéu hodc héa diéu tri bénh bao gém xisplatin, dacarbazine
(DTIC), dacﬁnomycin, mecloetamin (mu tac nito), streptozocin, xyclophosphamit,
carmustihe (BCNU), lomustine (CCNU), doxorubixin (adriamycin), daunorubicin,
procarbazine, mitomycin, xytarabin, etoposide, methotrexate, 5-flouraxil, vinblastine,
vincristine, bleomycin, paclitaxel (taxol), doxetaxel (taxotere), aldesleukin, asparaginase,
busulfan, carboplatin, cladribine, dacarbazine, floxuridine, fludarabine, hydroxyure,
ifosfamit, interferon alpha, leuprolide, megestrol, melphalan, mercaptopurin, plicamycin,
mitotane, pegaspargase, pentostatin, pipobroman, plicamycin, streptozocin, tamoxifen,
teniposide, testolacton, thioguanin, thiotepa, mu tac uraxil, vinorelbine, gemcitabine,

clorambuxil, taxol va dang két hop ctia né.
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Ngudn xa tri, dugc s dung két hop voi ADC chira FLT3, c6 thé 1a trong hoic
ngoai déi tuong bi bénh can diéu tri. Khi nguén nay nam ngoai dbi tuong bi bénh, thi
viéc diéu tri bénh dugc biét 1a didu tri bénh xa tri bang chum tia bén ngoai (externak
beam radiation therapy - EBRT). Khi ngudn xa tri 1a ngudn bén trong ddi tugng bi bénh,

nén viée diéu tri duoc goi 1a can xa tri (brachytherapy - BT).

Phac d6 diéu tri duoc mé ta néu trén co thé duogc két hop tiép v6i duge chit diéu

tri bénh ung thu bd sung va/hoic phéc dd didu tri, vi du, héa diéu tri bénh bd sung, vacxin
tri bénh ung thu, chét uc ché su dan truyén tin hiéu, dugc chét hiru ich dé diéu tri su phat
trién bat thuong cta té bao hodc bénh ung thu, cac khang thé (vi du, khang thé khang
-CTLC-4 nhu duge md ta trong WO/2005/092380 (Pfizer)) hodc cac phdi tir khac {rc ché
su phat trién khdi u bang cach gin két v6i IGF-1R, va xytokin.

Khi déng vat c6 va duge cho dung dugce chit hoa tri liéu bd sung, thi dugc chit
héa tri liéu néu trén c6 thé duge sir dung. Ngoai ra, chét e ché yéu td phat trién, chit cai
bién dap tmg sinh hoc, duoc chit diéu tri bénh khang hormon, chét diéu hoa thu thé
estrogen chon loc (selective estrogen receptor modulator - SERM), chét rc ché su tao
mach, va chét khang androgen c6 thé duoc st dung. Vi du, chét khang hormon, vi du,
chat khang estrogen nhu Nolvadex (tamoxifen) hoic, chat khang androgen nhu Casodex
- (4’ -xyano-3-(4-flophenylsulphonyl)-2-hydroxy-2-metyl-3-  ‘-(triflometyl)propionanilit)

c6 thé duoc sir dung.

Phuong phéap diéu tri bénh néu trén c6 thé dugc két hop v6i phuong phép bat ky
trong s6 nhidu phuwong phap phau thuat, phac dd hoéa didu tri bénh hodc xa tri. Phuong
phap diéu tri bénh theo sang ché c6 thé sir dung liéu giam cta duoc chat hoa tri lidu (hodc
cac phuong phap diéu tri khac) va/hodc s6 1an dung it hon, c6 lgi cho toan bd cac ddi
tugng bi bénh va déc biét 1a dbi voi dbi tugng bi bénh khong dung nap ddc tinh cia duge
chét hoéa tri liéu.

X VL) Kit/vat phim san xuét

Pé thir nghiém, tién lwong, phong ngira, chin doan va diéu tri duge néu trong ban
md t&, kit 1a ndm trong pham vi cia sang ché. Kit nay c6 thé bao gdm chét mang, dd bao
g61, hodc dd chira duogc chira trong khoang dé nhan mot hodc nhidu @6 chira nhu 1o nhd,
bng, va d6 chira trong tw, mdi dd chira chira mot trong sb cac db riéng 18 cn dung trong

phwong phép, cling v6i nhan hodc to roi chira huéng dan st dung, nhu cach st dung dugce
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néu trong ban mo ta. Vi du, dd chira c6 thé bao gdm khang thé dugc hodc cé thé dugce
danh déu d& phét hién. Kit nay c6 thé bao gdm dd chira chira don vi dugc chit. Kit nafy
c6 thé bao gdm toan bd hodc mdt phan trinh tu axit amin duge thé hién trén Fig.2A, 2B
va/hodc 2C, hoic Fig.3A, 3B va/hodc 3C hoiac céac chit tuong tu ciia né, hoic phan tir

axit nucleic ma hoa trinh tu axit amin nay.

Kit theo sang ché thuong bao gdm dd chira néu trén va mot hodc nhiéu db chua
khac cing v6i né ma bao gdm cac nguyén liéu mong mudn tir quan diém thuong mai va
nguoi dung, bao gbdm chit dém, chét pha lodng, chét loc, kim tiém, xi-lanh; chit mang, -
b bao g6i, dd chira, lo nhé va/hoic nhin ciia éng dua ra thanh phin va/hodc huéng din

str dung, va t& roi cua do bao géi kém theo hudng dan sir dung.

~ Nhan c6 thé c6 mat trén hoic trong dd chia dé chi ra thanh phﬁn da dugc su dung
dé diéu tri bénh cu thé hodc khong phai dé didu tri, nhu tién lugng, phong ngira, chan
do4n hoic ding dé thi nghiém, va ciing ¢6 thé chi ra hudng sir dung in vivo hodc in vitro,
nhu cac loai duoc néu trong ban mé ta. Huéng dan va hodc thong tin khéc ciing ¢6 thé
bao gdm trén to roi hodc nhin ma kém theo hoic ndm trén kit. Nhan nay c6 thé nim trén
hodc kém theo dd chira. Nhan c6 thé ndm trén dd chira khi céc chir cai, sb luong hodc dic
diém khéc tao nén nhin ndy duge dac hodic khic ién chinh dd chira; nhin cé thé duge
kém theo dd chira khi n6 ¢ mit trong chd chira hozic chit mang ciing gitt d6 chtra nay, vi
du, & dang to roi ciia d6 bao géi. Nhan ndy c6 thé chi ra ring ché phiam duoc sir dung dé
chén do4n, diéu tri, phong ngira hoc tién luong tinh trang bénh 1y, nhu bénh ung thur ctia

mo dugc néu trong Bang 1.
Thuét ngit “kit” va “vat phdm san xuit” c6 thé dugc st dung thay thé cho nhau.

Theo mot phuong 4n khéac clia sang ché, vat phdm san xuét chira ché pham, nhu
khang thé, hodc thé tiép hop khang thé dugc chat (ADC) vi du, cac nguyén liéu hitu ich
dé chan doan, tién lugng, diéu tri du phong va/hodc diéu tri bénh ung thu cdc md nhu cac
md dugc néu trong Bang 1. Vat phém san xuit thuong bao gom it nhit mot dd chira va it
nhit mot nhin. Do cha thich hop bao gém, vi du, cac chai, 10 nho, xi-lanh, va éng tha
nghiém. D chira c6 thé dugce tao ra tir nhidu nguyén liéu nhu thiy tinh, kim loai hoic
chét déo. D6 chtra ¢6 thé mang trinh tur axit amin, phan tir nho, trinh tu axit nucleic, qu?ln
thé té bao va/hodc khang thé. Theo mot phurong 4n khac, dd chtra chtra khang thé, manh

gin két cia n6 hodc protein gan két dac hiéu d€ dung trong viéc danh gia su bicu hién
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protein cia FLT3 trong cac t& bao va mé, hodc dé thi nghiém, tién lugng, chéan doan,
phong ngtra va muc dich diéu tri thich hop; huéng dan st dung va/hodc cach st dung nhu
vay ¢6 thé dugc nam trén hodc trong d6 chira nay, vi cac chét phan tmg va thanh phan

khéc hoac cong cu st dung nham céc muc dich nay.

Db chira ¢6 thé gifr cac thanh phin theo cach khéc 1a hitu hidu dé diéu tri, chin
doan, tién luvong hodc phong ngtra tinh trang bénh ly va c6 thé c6 dudng di vao v6 tring
(vi du db chira c6 thé 13 tai dung dich diing theo dudng tinh mach hodc lo nhé cé niit ¢6
thd xuyén qua bing kim tiém duéi da). C4c hoat chét trong ché phim c6 thé 12 khang thé
c¢6 kha nang gin két ddc hiéu véi FLT3 hoic thé tiép hop khang thé dugc chit Gin két
dac hiéu véi FLT3.

- Vit phém san xuét c6 thé con bao gém dd chira thi hai chira chit dém dugc dung,
nhu dung dich mudi dém phosphat, dung dich Ringer va/hoic dung dich dextroza. N6 c6
thé con bao gdbm cac nguyén liéu khac mong mudn tir quan diém thuong mai va ngudi
ding, bao gém chit dém, chét pha lodng, chét loc, thia khudy, kim tiém, xi-lanh kh4c,

va/hodc to roi ctia dd bao goi kém theo chi dinh dung va/hodc huéng dan st dung.
Sang ché bao gom cac phuong an sau:

Phuong an 1 13 phuong 4n vé khang thé, trong d6 khang thé chira ving CDRHI1 ¢6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.23, ving CDRH2 ¢6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.29, ving CDRH3 ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.32, ving CDRLI c¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14, ving CDRL2
¢6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17, va CDRL3 ¢6 trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.20. Theo mét phuong an khéac, khang thé chtra cac CDR nhu dugc
xé4c dinh béi Phuong phap Chothia nhu duoc thé hién trong Bang V. Theo mot phuong
4n khac nira, khang thé chira cac CDR nhu duge xac dinh bdi phuong phédp Contact nhu
dugc thé hién trong Bang V.

Phuong an 2 1a phuong an khac, trong d6 khang thé 12 khang thé theo phuong 4n
1, va trong d6 khang thé ndy chira ving bién ddi chudi ning cAu thanh tir trinh tr axit
amin ndm trong khoang tir E thir nhat dén S thtr 123 cia trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.11 va chira ving bién ddi chudi nhe c4u thanh tir trinh tur axit amin nim trong khoang
tir D thir nhét dén R thir 108 ciia trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.10.
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Phuong an 3 1a phuong an khéc, trong d6 khang thé 14 khang thé theo phuong 4n
bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, va trong d6 khang thé nay chira ving bién d6i
chudi ning cu thanh tir trinh tu axit amin cia ving bién ddi chudi ning ctia khang thé
duoc san sinh boi té bao budng trimg chudt dong Trung Quéc (CHO) duoc luu trir tai
Ngan hang giéng va vi sinh vat Hoa Ky v6i mi s6 dang ky 12 PTA-121831 va chira ving
bién dbi chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin cua chudi nhe cua khang thé dugc san
sinh béi budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO) duoc luu tri tai Ngan hang giéng
va vi sinh vat Hoa Ky v6i ma s dang ky 13 PTA—121831; hodc trong d6 khang thé nay
chita ving bién ddi chudi ning cAu thanh tir trinh ty axit amin cia ving bién déi chudi
ning ctia khang thé dugc san sinh béi té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO)
duge luu trit tai Ngan hang gidng va vi sinh vat Hoa Ky v6i ma s6 dang ky 1a PTA-
121836 va chira ving bién dbi chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin cta chudi nhe
clia khang thé duoc san sinh béi budng trimg chudt dbng Trung Quéc (CHO) duoc luu
trit tai Ngan hang gidng va vi sinh vt Hoa Ky v6i ma s dang ky 12 PTA-121836.

Phuong an 4 1a phuong an khac, trong do khang thé 1 khang thé theo phuong 4n
bat ky trong sd cac phrong 4n néu trén, va trong d6 khang thé nay chira ving Fc 13 phan

nhém IgG.

Phuong an 5 1a phuong an khéac, trong d6 khang thé 13 khang thé theo phuong 4n
néu trén, va trong d6 vimg Fc chira doan thé clia axit amin khong c6 trong tu nhién & vi
tri axit amin 124 cta chudi ning, va trong d6 axit amin khong c6 trong tu nhién la para-

axetylphenylalanin (pAF).

Phuong 4n 6 1a phuong an khéac, trong do6 khang thé 1 khang thé theo phuong 4n
bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, va trong d6 khang thé nay chtra chudi ning ciu
thanh tr trinh ty axit amin cia cac axit amin 1 dén 452 cua trinh tu nhu néu tfong SEQ
ID NO.11 va chira chudi nhe cAu thanh tir trinh ty axit amin nim trong khoang tir D thir
nhét dén géc thi 214 ciia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10. Theo mét phuong 4n
khac cta phuong &n 6, khang thé 12 khang thé theo phuong 4n 1 hodc phuong 4n 2, trong
d6 khang thé nay chira chudi ning céu thanh tir trinh tu axit amin cta c4c axit amin 1 dén
452 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chta chudi nhe ciu thanh tir trinh tu
axit amin ndm trong khoang tir D thtr nh4t dén gdc 214 ctia trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.10.
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Phuong an 7 1a phuong 4n khac, trong d6 khang thé 13 khang thé theo phuong an
bét ky trong s6 cac phwong 4n néu trén, va trong d6 khéng thé nay chtra chudi ning ciu
thanh tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir E thir nhit dén K tht 453 cia trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.11 va chta chudi nhe cdu thanh tir trinh tr axit amin nam
trong khoang tir D thir nhit dén C thi 214 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.
Theo mét phuong an khac cia phuong 4n 7, khang thé 1a khéng thé theo phuong an 1
hodc phuong 4an 2, trong d6 khang thé nay chira chudi ning céu thanh tr trinh tu axit
amin nam trong khoang tir E thir nhét dén K thtr 453 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.11 va chtta chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thit nhat
dén C thtr 214 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Phuong an 8 la phuong an khéac, trong d6 khang thé 13 khang thé theo phuong &n
bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, va trong d6 khéng thé nay chira chudi ning ciu
thanh tir trinh tu axit amin cua chudi ning cta khang thé dugc san sinh boi té bao bubng
trimg chudt ddng Trung Qubc (CHO) dugc luu trit tai Ngan hang gibng va vi sinh vat
Hoa Ky v6i ma sb dang ky 12 PTA-121831, va chira chudi nhe cu thanh tir trinh tw axit
amin cia chudi nhe cua khang thé dwgc san sinh boi té bao budng trimg chudt dong
Trung Qudc (CHO) duge lwu trit tai Ngan hang gibng va vi sinh vat Hoa Ky v6i mi s
ding ky 1a PTA-121831. Phuong an khac cua phuong 4n 8 la khang thé theo phuong 4n
5, trong d6 khang thé nay chtra chudi ning cAu thanh tir trinh ty axit amin ciia chudi ning
ctia khang thé duoc san sinh béi té bao budng trimg chudt déng Trung Québc (CHO) duoc
ndp luu vé6i sb hidu Iuu gitt ATCC sé PTA-121831, va chira chudi nhe cdu thanh tir trinh
tir axit amin ctia chudi nhe cta khang thé dugc san sinh béi té bao budng trimg chudt
ddng Trung Québc (CHO) dugc luu trit tai Ngan hang gidng va vi sinh vat Hoa Ky véi ma
s6 dang ky 1a PTA-121831. |

Phuong an 9 1a phuong an khac, trong d6 khang thé 12 khang thé theo phuong 4n
bét ky trong s cac phuong 4n néu trén, va trong d6 khang thé nay chira chudi ning cu
thanh tir trinh ty axit amin ciia chudi ning cta khang thé dugc san sinh béi té bao budng
trang chudt déng Trung Quéc (CHO) duge luu trir tai Ngan hang gidng va vi sinh vét
Hoa Ky v6i mé s6 dang ky 14 PTA-121836, va chtra chudi nhe chu thanh tir trinh tu axit
amin cia chudi nhe ciia khang thé dugc san sinh boi budng trimg chudt ddng Trung Qudc

(CHO) dugc luu trir tai Ngan hang gidng va vi sinh vat Hoa Ky v6i ma s6 dang ky 1a
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PTA-121836. Phuong an khéac ciia phuong an 9 1a khang thé theo phuong an bit ky trong
sd cac phuong 4n tir 1 dén 5, trong d6 khang thé nay chtra chudi ning ciu thanh tir trinh
tu axit amin cia chudi ning cta khang thé dugc san sinh boi té bao budng trimg chudt
ddng Trung Québc (CHO) duge huu trit tai Ngan hang gidng va vi sinh vat Hoa Ky véi ma
sb dang ky 1a PTA-121836, va chira chudi nhe cAu thanh tir trinh ty axit amin ctia chudi
nhe cua khang thé dugc san sinh béi budng trimg chudt dong Trung Quéc- (CHO) dugc
luu trit tai Ngan hang gidng va vi sinh vat Hoa Ky v6i ma s6 dang ky 12 PTA-121836.

Phuong 4n 10 1a phuong an khac trong d6 khang thé 1 khang thé theo phuong 4n
bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, va trong d6 E tha nhét cta ving bién ddi chudi

ning hodc chudi ning dugc thé bang pyroglutamat.

Phuong 4n 11 1a phuong an khac trong d6 khang thé 12 khang thé theo phliong an
bét ky trong sd cac phuong 4n 1-5, va trong d6 khang thé nay chira chudi ning ciu thanh
tir trinh tu axit amin ndm trong khoang tir E thir nhit &én G tht 452 SEQ ID NO.11, va
trong d6 E thir nht ciia ving bién déi chudi ning hodc chudi ning dugc cai bién thanh
pyroglutamat, va trong d6 khéng thé nay chira chudi nhe c4u thanh tir trinh tur axit amin
ndm trong khoang tir D thir nhat dén C thir 214 cia trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.10. Phuong 4n khéc cua phuong an 11 13 khang thé theo phuong 4n bit ky trong sb
cac phuong 4n tir 1 dén 6, trong d6 khéang thé nay chtra chudi nang cu thanh tu trinh tu
axif amin nim trong khoang tir E thit nhat dén G tht 452 SEQ ID NO.11, va trong d6 E
tht nhit cia ving bién d6i chudi ning hoic chudi ning dugc cai bién thanh
pyroglutamat, va trong d6 khéng thé nay chira chudi nhe cAu thanh tir trinh tw axit amin
nim trong khoang tir D thir nhat dén C thi 214 cta trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.10.

Phuong an 12 1a phuong 4n khac vé manh gin két khang nguyén chira cac CDR
ctia cac khang thé theo phuong 4n bt ky trong s cac phuong 4n néu trén, va trong d6
manh gén két khang nguyén gin két v6i FLT-3.

Phuong an 13 1a phuong &n khac vé méanh gin két khang nguyén theo phuong 4n
néu trén, trong d6 manh gin két khang nguyén dugc chon tir nhém bao gdm Fab, Fab’,
F(ab’),, Fv, scFv, VH phén 14p, va VL phén lap.

[0371] Phuong 4n 14 13 khang thé chira manh gin két khang nguyén theo phuong

an 12 hodc phuong 4n 13.
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Phuong 4n 15 1a phuong 4n khac vé khang thé c6 d6 tuong ddng trinh tir 13 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%., 95%, 96%, 97%., 98%, hoic 99% so v6i khang thé
theo phwong an bat ky trong sd cac phuong an tir 1 d&&n 10 hodc 14 néu trén, va trong d6
khang thé chira cac CDR ctia khang thé theo phwong 4n bat ky trong s cac phuong 4n

néu trén.

Phuong 4n 16 1a phuong an khac vé khang thé theo phuong 4n 15.gin két voi
FLT3 c6 4i luc twong tu nhu khang thé tuong tng theo phuong 4n 15, va vé co ban 13
khong trc ché qua trinh gén két cia FL v&i FLT3. |

Phuong 4n 17 12 phuong 4n khac vé mét hodc nhiéu axit nucleic phan 1ap mi héa

khang thé theo diém bat ky trong sb cac diém tir phwong an tir 1 dén 10 hoic 14.

Phuong 4n 18 1a phuong an khac vé mot hodc nhiéu axit nucleic phan 1ap m3 héa

khang thé hoic cac manh theo phuong 4n 12 hoic 13.

Phuong 4n 19 I phuong an khac vé axit nucleic theo phuong an 17 hoic 18 c¢6
80%, do twong dong trinh tur 14 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,

hodc 99% so véi axit nucleic theo phwong an tuong ing.

Phuong 4n 20 1a phuong an khac vé mdt hodc nhidu vecto biéu hién chira mot
hoic nhiéu axit nucleic phan 1ap theo phuong 4n 17 hoic phuong 4n 18 hodc phuong an
19. Theo mét phuong an theo phuong an 20, mot vecto biéu hién biéu hién chudi nang va
chudi nhe ctia khang thé theo phuong an bat ky trong sé cac phuong 4n néu trén. Theo
mot phuong 4n khéc, vecto biéu hién theo phuong 4n 20 chira hai gen khéi ddu. Theo
mdt phuong an khac, vecto biéu hién theo phuong 4n 20 chita méot gen khéi dau. Theo
mdt phuong 4n khéac ciia phuong an 20, c6 hai vecto biéu hién, mét vecto biéu hién chudi
nang, va vecto con lai biéu hién chudi nhe. Theo mot phuong 4n khéc, mdi vecto biéu
hién theo phuong 4n 20 chtra cing mét gen khoi déu. Theo mdt phuong 4n khac, mbi

vecto biéu hién theo phuong an 20 chira gen khéi dau khac nhau.

Phuong 4n 21 1 phuong 4n khéc vé té bao vt chu tai to hop chira mét hodc nhiéu

vecto biéu hién theo phuong an néu trén, phuwong an 20.

Phuong 4an 22 1a phuong an khac vé khang thé dugc san xuat béi viéc nudi cay te

bao vét chi tai tb hop theo phuong an néu trén, phuong an 21.
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Phuong 4n 23 1a phuong 4n khac vé thé tiép hop khang thé duogc chit chira khang

thé theo phuong 4n néu trén, phuong 4n 22, va dugc chét diéu tri bénh.

Phuong 4n 24 13 phuong 4n vé thé tiép hop khang thé dugc chat chira khang thé
gin k&t voi FLT3 va duoc chét didu tri bénh, trong d6 thé tiép hop khang thé dugc chat
v& co ban 12 khong te ché qua trinh gin két ciia FLT3 véi phéi tir FLT3 (FL).

Phuong 4n 25 1a phuong 4n khac vé thé tiép hop khang thé dugc chét theo phuong
4n 23 hodc phuong 4n 24, con bao gom lién két ghép ndi khang thé va dugc chit diéu tri

bénh.

Phuong 4n 26 12 phuong an khac vé thé tiép hop khang thé dugc chét theo phuong

4n 25, trong d6 gbc lién két nay 1a gde lién két khong thé phan cit.

Phuong 4n 27 1a phuong 4n khac vé thé tiép hop khang thé duge chit theo phuong

4n 26, trong d6 lién két 13 axit 2-(aminooxy)axetic.

Phuong an 28 la phuong an khac vé thé tiép hop khang thé dugc chit theo phuong
4n bét ky trong sb cac phuong an tir 23 dén 27, trong d6 duge chét didu tri bénh 13 dugc

chét gy doc té bao hodc kim ham té bio.

Phuong 4n 29 ia phwong 4n khéc v& thé tiép hop khang thé dugc chit theo phuong
4n bt ky trong sb cic phuong an tir 23 dén 28, trong d6 dugc chét diéu tri bénh Ia
(28,35)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-cx0-3-phenylpropan-2-
yl)amino)-1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-
oxoheptan-4-yl)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-metyl-2-(metylamino)butanamido)butanamit.

Phuong 4n 30 12 phuong 4n khac vé thé tiép hop khang thé dugc chét, trong d6 thé
tiép hop khang thé duoc chat 1a thé tiép hop bét ky mot trong sb cac phuong 4n tir 23 dén
29, va trong d6 thé tiép hop khang thé duoc chét c6 cong thirc sau:

Khéng thé - (Gdc lién két - Dugc chit diéu tri bénh),,

trong d6 lién két 13 axit 2-(aminooxy)axetic, va trong d6 dugc chit diéu tri bénh 13
(2S,3S)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-oxo0-3-phenylpropan-2-
yl)amino)- 1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-
oxoheptan-4-yl)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-metyl-2-metylamino)butanamido)butanamit
va trong d6 p dugc chon tir nhém bao gém 1,1,1,1,2,1,3,14,1,5,1,6,1,7, 1,8, 1,9, 2,
2,1,2,2,23,24,25,2,6,2,7,2,8,2,9, va 3.
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Phuong 4n 31 13 phuong an khac vé thé tiép hop khang thé dugc chat theo phuong
an 30, trong d6 p dugc chon tir nhém bao gém 1,1,1,1,2,13,1,4,1,5,1,6,1,7, 1,8, 1,9,
2,2,1,22,23,24,25,2,6,2,7,2,8,2,9,va3.

Phuong 4n 32 1a phuong an khac vé thé tiép hop khang thé dugc chét theo phuong
an 31, trong do p dugc chon tir nhom bao gém 1,5,1,6,1,7,1,8,1,9,2,2,1,2,2, 23,24,
2,5.

Phuong an 33 1a phuong 4n khéc v& thé tiép hop khang thé dugc chét theo phuong
4n 32, trong d6 p duge chon tir nhém bao gém 1,8, 1,9, va 2.

Phuong 4n 34 1a phuong 4n khac vé dugce pham, trong d6 dugc phim nay chira
lwgng hitu hidu diéu tri bénh cia thé tiép hop khang thé dugc chét theo phuong 4n bét ky

trong s6 phwong an tir 23 dén 33.

Phuong 4n 35 1a phuong an khac vé duge phim theo phuong 4n 34, dé ding trong
diéu tri bénh.

Phuong 4n 36 1a phuong 4n khac vé duogc pham, trong d6 dugc pham nay 1a duogc
pham theo phuong 4n néu trén, phuong 4n 35, trong d6 st dung trong didu tri bénh 13

diéu tri bénh ung thu.

Phuong an 37 la phuong an khac vé duge phim, trong d6 dugc phdm nay 1a duoc
pham theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong an tir 34 dén 36, két hop v6i mot hodc ,
nhidu duoc chat khang bénh ung thu.

~ Phuong 4n 38 1a phuong an khéac vé phuong phap didu tri bénh ung thu & dbi
tuong, trong d6 phuong phap diéu tri bénh ung thu & ddi tugng bao gdm viéc cho ddi
twong ding lwong hitu hidu diéu tri bénh cua thé tiép hop khang thé dugc chét theo
phurong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n 123 dén 33, hodc dugc pham cta n6. Phuong
an khac theo phuong an 37 1a phuong 4n vé phuong phap diéu tri bénh ung thu & dbi
tugng, trong d6 phuong phép diéu tri bénh ung thu & d6i trgng bao gbém viée cho dbi
tugng dung luong hiru hiéu diéu tri bénh cia dugc pham theo phuong 4n bét ky trong sb

cac phuong an tir 33 dén 37.

Phuong 4n 39 14 phuong 4n khac vé dugc phim theo phuong 4n bt ky trong sb

cac phuong 4n tir 33 dén 37, hodc phuong phap theo phuong 4n 38, trong d6 bénh ung
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thu chira mot hodc nhiéu té bao biéu hién FLT3 ting hon so véi t& bao khong bi bénh ung
thur.

Vi du thwc hién sang ché

Céc khia canh khac nhau theo sang ché con dugc md ta va minh hoa bdi mot so vi

du sau day, khong c6 vi du nao dugc du dinh dé gidi han pham vi cda sang ché.
Vidul
Khang nguyén FLT3

FLT3, Fms tuong tu thu thé tyrosin kinaza 3, con goi 12 FIk2 (kinaza 2 ctia gan
trong bao thai), STKI (tyrosin kinaza 1 cta t& bao gbc) va CD135, 14 thanh vién cta
tyrosin kinaza cta thu thé loai IIT (RTK). FLT3 cila ngudi ma héa RTK cta 993 axit
amin, bao gdm thu thé gin két v4i mang c6 nam mién ngoai bao tuong tu globulin mién
dich va hai mién tyrosin kinaza ndi bao (TKD) duoc lién két boi mién xen kinaza
(Stirewalt D L et al; Nat Rev Cancer; 650-665(2003). Gen FLT3 cua ngudi (Gene ID
© No.: 2322 (Trung tAm qudc gia vé thong tin sinh hoc - National Center for Biotechnology
Information)) duge nim trén nhiém sic thé 13q12 va c6 dd tuong dong trinh tu axit amin
12 85% so v6i FLT3 ctia chudt nhit (Rosnet O et al; Oncogene 8: 173-179 (1993). FLT3
dugc biéu hién trong tuy bao khoe manh va té bao lympho t6 tién va béi cac té bao bach
cAu cta 70-90% dbi twong bi bénh bi AML (Carow, C.E et al; Blood 87: 1089-1096
(1996); Rosnet O et al; Leukemia 10:238-248 (1996) va cling trong bénh ALL. D3 biét
rang FLT3 c¢6 lién quan dén qué trinh ting sinh, qua trinh biét hoa va chét theo chuong
trinh ctia céc t& bao tao mau. Nhidu té bao tao mau san sinh phdi tir FLT3 (FLT3L), thuc
dAy qua trinh dime hoa va hoat héa thu thé, do tao ra dot dan truyén thong qua con duong
PDkinaza va MAPK (Stirewalt D L et al; Nat Rev Cancer; 650-665(2003). Khoang 30%
d6i trong bi bénh bi AML mang thé dot bién kép bén trong FLT3 (ITD) ma hoat héa cac
thu thé va dot truyén tin hiéu ngugc, kém theo hau quéd bénh ning (Gunawardane R N et
al; Mom Cancer Ther 12:438-447 (2013). Déi v6i cac phuong 4n cu thé vé khang nguyén
FLT3, xem Fig.1.

Vi du 2

San xuét khang thé FLT3 don dong (MAD)
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Theo mdt phuong 4n, cac khang thé don dong (“MAb”) diéu tri bénh véi FLT3
bao gdm céac khang thé phan ting véi epitop dic hidu v6i FLT3 ¢ thé gin két véi FLT3
d3 duge biéu hién trén cac t& bao. Chit gy mién dich dé tao ra cc khang thé don dong
nhu vdy bao gém cac chit dugc thiét ké dé ma héa hoic chua mién ngoai bao hodc
protein nguyén ven trinh ty FLT3, ving duoc du dodn chira cdc motyp chirc nang, va
vung chira FLT3 dugc du doan 13 khang nguyén bang cach phan tich trinh ty axit amin
bang may tinh. Chit gay mién dich bao gbm peptit, protein tai t6 hop va té bao (ma biéu

hién FLT3 ndi sinh hodc dugc tao ra bang k¥ thuat di truyén dé biéu hién FLT3).

MAb véi FLT3 duoc tao ra béng cach st dung k¥ thudt Veloclmmune®
(Regeneron, Tarrytown, NY) trong d6 chudt dugc tao ra bang k¥ thuét di truyén san sinh
khang thé ma c6 ving bién dbi ddy di cia ngudi va ving hang dinh cta chudt nhit. MAb
dugc ky hiéu 1a v62- 1b21 (con goi 1a AGS62.21) duoc tao ra sau khi tao mién dich chudt
nhét Veloclmmune® véi protein FLT3 t4i t6 hop cta ngudi. MAb FLT3, v62- 1b21 gin
két dic hidu v6i protein FLT3 va té bao bidu hién FLT3 (tai td hop va ndi sinh).

Sau khi lya chon, v62-1b21 (dwoc san xuét tu nhién boi dong té bao lai) duoc
chuyén héa thanh CHO dugc biéu hién khang thé tu nhién diy du ctia ngudi bang cach
két hop trinh tu bién ddi cta nguoi tir khang thé Veloclmmune® (Xem, vi du 3 - Su biéu
hién CHv62.21 bang cach sit dung phuong phdp ADN téi t6 hop) ma con véi ving hing
dinh ciia ngudi két hop axit amin khong cé trong tw nhién & vi tri 124 trén chudi ning,
theo k§ thuat ReCODE dugc phat trién bdi Ambrx (La Jolla, CA) (Xem, vi du 4 - Sy biéu
hi¢n CHv62.21pAF cia nguoi bang cach sir dung phuong phap ADN tdi td hop).

ADN ma3 hoa trinh tu déi vi v62-1b21 duoc xac dinh sau khi phan 1dp ARN thong
tin tr v62- 1b21 san sinh c4c t& bao lai. Trinh tu axit nucleic bién ddi cua chudi nang va
chudi nhe cta khang Flt3, v62- 1b21 c6 ngudn gbc tir cac té bao lai bang cach st dung
quy trinh sau. v62- 1b21 tiét ra cac té bao lai dugc phan giai voi chit phan tng Trizol
(Life Technologies, Gibco BRL). ARN toan phén dugc tinh ché va ADN bb sung soi thir
nhét duge tao ra tir ARN toan phén véi oligo (dT) 12-18 cip dbi bang céch sir dung hé
théng Gibco-BRL Superscript Pre-amplification. Sau d6, ADN bd sung soi thir nhét dugc
khuéch dai bang cach sir dung doan mdi cia chudi ning bién ddi cua globulin mién dich

cta ngudi, va doan moi cia chuoi nhe bién doi ctia globulin mién dich cia nguoi. Cac
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san pham PCR dugc giai trinh tu va cac vung bién doi chudi nang va chudi nhe duoc xéc

dinh.

Trinh tu axit nucleic va axit amin cta c4c ving bién ddi chudi ning va chudi nhe
dugc duoc thé hién trén Fig.2A va/hoic Fig.2B va Fig.3A va/hodc Fig.3B. Viéc sap hang
Mab CHv62.21 v6i dong phéi Ig ctia ngudi duge duge thé hién trén Fig. 4A-4B.

Vi du 3
Su bidu hién CHv62.21 bing cach sir dung phuong phap ADN ti t6 hop

Pé bidu hién Mab CHv62.21 téi tb hop trong cac té bao chuyén nhiém, trinh tur ciia
chudi ning va chudi nhe bién ddi v62.21 lai MAb dugc tach dong nguoc lan lugt véi
ving hing dinh ciia IgG1 ctia chudi ning ctia ngudi va Igk cua chudi nhe ciia ngudi. Cat-
sét ctia chudi nang va chudi nhe cua khang thé don dong CHv62.21 ddy dt ctia ngudi
duogc tach dong nguoc gen khoi dau/gen ting cuomg CMV & vecto dung dé tach dong.
Mab CHv62.21 t4i t5 hop biéu hién cAu tric dwoc chuyén nhidm thanh cic t€ bao CHO
dé biéu hién n dinh & hé théng Lonza GS (Lonza, Basel, Switzerland). Mab CHv62.21
duoc tiét ra tr cac té bao CHO tai td hop duoc tinh ché va dugc danh gia dé gin két voi
FLT3 & bé mit t& bao bang cach do dong chay té bao. Két qua chi ra rang khang thé
CHv62.21 t4i td hop duoc bidu hién trong cac t& bao CHO gin két v6i FLT3 & bé mit té
bao.

Céc két qua con chi ra ring CHv62.21 duge biéu hién tai t5 hop duogc biéu hién
trong c4c t& bao CHO gén két voi FLT3 twong tu nhur v62.21 dugc tinh ché tir dang lai.
Mab CHv62.21 duoc tiét tir cc t& bao tai & hop ciing duoc danh gia d& gin két véi
protein FLT3 tai td hop boi thir nghiém ELISA. Kha ning gin két cia CHy62.21 véi
protein FLT3 1a giéng nhau gitta nguyén liéu MAD co ngudn gde tir CHO va tir cac té bao
lai. '

Té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO) san sinh khang thé duoc ky
hiéu 1a CHv62.21 dugc gui (théng qua Federal Express) toi ATCC,' P.O. Box 1549,
Manassas, VA 20108 vao ngay 09 thang 12 nam 2014 va dugc ky gtri véi tén truy cép
PTA-121831.

Trinh tu axit nucleic va axit amin cia cac ving bién ddi chudi ning va chudi nhe

duge dugc thé hién trén Fig.2A va/hoic Fig.2B va Fig.3A va/hoic Fig.3B.
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Biang cach phan tich thir nghiém, sir dung cac phuong phap da biét trong linh vuc
nay (vi du, tiéu proteaza, phan tich LCMS, v. v...), doan cai bién axit amin cta khang thé
don dong CHv62.21 ¢ ngudn gbc tir cac té bao CHO, di chi ra ring doan loai bo lysin &
déu tan cung C cua chudi ning xuét hién & hau hét Mab CHv62.21 d3 duge tinh ché va
qua trinh pyroglutamyl héa & diu tin cing N ctia chudi ning va doan loai bé lysin & déu

tan cung C ctia chudi nang xuét hién & mot phﬁn Mab CHv62.21 d3 duoc tinh ché.
Vidu4

Su biéu hién CHv62.21pAF clia ngudi bang cach sit dung phuong phap ADN tai
t6 hop

Pé biéu hién CHv62.21pAF tai td hop trong céc té bao chuyén nhiém, trinh tw cua
chudi ndng va chudi nhe bién déi MAD lai v62-1b21 dugce tich dong nguogc lan luot vung
hing dinh cta IgG1 ciia chudi ning cta ngudi va Igk cia chudi nhe cia ngudi. Cat-sét
ctia chudi niang va chudi nhe ctia khang thé don dong CHv62.21 dy du cta ngudi dugc
tach dong nguoce gen khoi diu/gen ting cuong CMV & vecto dung dé tach dong. Sau do,
chu triic biéu hién Mab CHv62.21 téi td hop duge chuyén nhidm vio céc té bao CHO
pAFsupl-4E2 (Ambrx, La Jolla, CA). biéu hién 6n dinh chat @c ché amber tARN va
aminoaxyl tARN synthetaza dic hiéu véi pAF, dé tao ra cac dong 6n dinh. Cac dong n
dinh nay san sinh CHv62.21pAF bing cach két hop pAF vao MAb. Cac dong 6n dinh
nay duoc khuéch dai gen, tiép d6 1a tach dong phu. CHv62.21pAF duoc tiét tir dong phu
6n dinh di duogc tinh ché va duge danh gia dé gan két véi FLT3 & bé mit t& bao bing
cach do dong chay té bao. Két qua chi ra rang khang thé CHv62.21pAF tai to hop duoc
biéu hién tir c4c t& bao CHO gin két v6i FLT3 & bé mit té bao.

Té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO) san sinh khang thé dugc ky
hiéu 1a CHv62.21pAF dugc gui (thong qua Federal Express) t6i ATCC, P.O. Box 1549,
Manassas, VA 20108 vao ngay 09 thang 12 nam 2014 va duoc ky giri véi tén truy cép
PTA-121836.

Trinh tu axit nucleic va axit amin cta cac vung bi€n doi chudi ning va chudi nhe

dugc duogc thé hién trén Fig.2C va/hodc 2B va Fig.3C va/hoic 3B.

Bing cach phan tich thir nghiém, str dung cac phuong phap da biét trong linh vuc

nay (vi du; tiéu proteaza, phan tich LCMS, v.v.), doan cai bién axit amin cua khang thé
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don dong CHv62.21pAF ¢6 ngudn gbc tir cac té bao CHO, da chi ra ring doan loai bd
lysin & ddu tan cing C ciia chudi ning xuét hién ¢ hau hét cac CHv62.21 pAF MAb da
dugc tinh ché va qua trinh pyroglutamyl héa & dau tan cing N cta chudi ning va doan
loai b6 lysin ¢ diu tan cung C clia chudi ning xay ra & mot phin CHv62.21 pAF MAD da
duoc tinh ché.

Vidu5
Tao ra don vi lién két AGL

Theo mdt phuong an dugc wu tién, don vi lién két theo sang ché, dugc ky hiéu 13
AGL, duoc st dung dé lién két MAb FLT3 theo sang ché, tot hon 1a CHv62.21pAF, véi
don vi dugc chit theo sang ché, t6t hon 13 AGD-0182 thuong dugc goi 1a axit 2-

(aminooxy)axetic (Chem-Impex International, Inc., Wood Dale, IL).

Theo mot phuong an khéc, don vi lién két AGL theo sang ché c6 cong thic sau:

Q
HNT Ao

Axit 2-(aminooxy)axetic
Cong thire hoa hoc: C:HsNOs
Khoi hrong chinh xae: 91,0269
Khéi hrgng phén tr: 91,0660
mz: 91.0269 (110,0%), 92,0303 (2,.2%)

Vidu6
Taorava téng hop don vi duge chit AGD-0182

Pon vi dugc chit néu trong céng tht’ré 1D duQc tao ra bang cach st dung quy trinh
sau day. Trudc tién, ) sung DIEA (11,0g, 14,9mL, 85,3mmol), sau do bd sung DEPC
(5,19g, 4,80mL, 0,032mol) vao dich hén dich da dugc khudy 23°C chita Boc-Dap-OH
dixyclohexylamin (10,0g, 21,3mmol) va mudi H-Phe-NH, HC1 (6,42g, 32,0mmol) trong
CH,C1, (20,0mL). Sau 10 gio¢, phan tich LCMS chi ra rang phan g xay ra hoan toan.
Hon hop phan tng thd dugc rira bang H,0 (25mL x 2), tiép d6 14 nuéc mubi (25mL x 2).
Phén doan hitu co dugc lam kho qua dém magie sulfat, dugc loc va duogc co trong chan
khong. Dau thd mau cam dugc tinh ché bing sic ky nhanh (silicagel 40 pm, 60 A, kich

cd) bang céch sir dung 2% dén 10% metanol trong CH,C1, 1am dung méi rira giai. Téng
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s6 7,25 g Boc-Dap-Phe-NH, (16,7mmol, 78%) thu dugc ¢ dang dau mau vang. LCMS
RT = 1,28 phat (Phuong phap B); ESI-MS m/z 434,19 [M+H]".

Th hai, bd sung TFA (10mL) vao dich hdn dich da duoc khudy 23°C chira Boc-
Dap-Phe-NH, (7,25g, 16,7mmol) trong CH,C1, (10mL). Sau 5 gio, phén tich LCMS chi
" ra rang phan ng x4y ra hoan toan. Cac chét hitu co dé bay hoi duge 1am bay hoi trong
chan khong dé tao ra san phdm thod, duge st dung tiép ma khong can tinh ché thém. Tong
s& 6,00g H-Dap-Phe-NH, thu dugc & dang chat rin mau da cam (13,4mmol, 80%).
LCMS RT = 0,691 phit (Phuong phép B); ESI-MS m/z 334,17 [M+H]".

Sau d6, bd sung DIEA (0,350g, 0,500mL, 2,74mmol) , sau d6 bd sung HATU
(0,520g, 1,37mmol) vao dich hdn dich di dugc khudy 23°C chira mubi Fmoc-MeVal-
Abu(3-N3)-Dil-OH TFA (456 mg, 0,586mmol) va mudi H-Dap-Phe-NH, TFA (457 mg,
1,02mmol) trong DMF (10mL). Sau 10 gio, phan tich LCMS chi ra rang phan ing xay ra
hoan toan. Hén hgp phéan tmg thd dugc tinh ché bing RP-HPLC didu ché co cot
Phennomenex Gemini NX-C18 10p 110 A (150 x 30 mm) bing cach st dung 10% dén
90% MeCN trong dung dich nuéc axit tormic 0,1% lam dung mdi rira giai. Tong s
526mg Fmoc-MeVal-Abu(3-N3)-Dil-Dap-Phe-NH, thu duogc 1a mudi cia axit formic
(0,513mmol, 75%).

LCMS RT = 1,81 phtit (Phuong phap B); ESI-MS m/z 980,39 [M+H]".

Cubi cung, bd sung piperidin (5mL) vao dung dich da dugc khudy 23°C cha
Fmoc-MeVal-Abu(3-N;)-Dil-Dap-Phe-NH, (525mg, 0,513mmol) trong axetonitril
(10mL). Sau 2 gio, phan tich LCMS chi ra rang phan tmg xiy ra hoan toan. B6 sung
hexan (15mL x 3) vao hdn hgp phan tng thoé dung dich. Lép axetonitril duge co trong
chan khong. Dau thoé dwgc tinh ché bing RP-HPLC diéu ché véi cot Phennomenex
Gemini NX-C18 10p 110 A (150 x 30 mm) bing cach st dung 5% dén 95% MeCN trong
0,1% dung dich nuéc TFA lam dung méi rira giai. Téng s 354mg hop chit & muc thu
duoc & dang mudi TFA (0,406mmol, 79%). LCMS RT = 1,15 phut (Phuong phap B);
ESI-MS m/z 758,24 [M+H]"; HRMS m/z 758,4915 [CasHgsNo0+H] .

Quy trinh tdng hop néu trén tao ra don vi dugce chét sau day dugc goi 1a (2S,3S)-
N-((3R.,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)amino)-1-
metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-oxoheptan-4-yl)-3-
azido-N-metyl-2-(( -3-meth -2-(metylamino)butanamido)butanamit, c6 Cong thirc (II):
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Vidu7
Viée téng hop lién két duoc chit AGL va don vi duge chdt AGD-0182

Viée téng hop don vi lién két AGL va don vi dugc chit AGD-0182 dugc thuc hién

theo cach sau.

Phuong phap A dugc mo ta bang cach sit dung cac phuong phap va cac quy trinh

Sau:

0-0,50 phut: dong thoi 80 nude/10 axetonitril/10 axit formic 1% trong nuéc; 0,50-
3,50 phut: gradien tuyén tinh 80 nuréc/10 axetonitril/10 axit formic 1% trong nuéc dén 0
nude/90 axetonitril/10 axit formic 1% trong nudce; 3,50-3,99 phut déng tho1 0 nude/90
axetonitril/10 axit formic 1% trong nudc; 3,99-4,00 phit gradien tuyén tinh 0 nudce/90
axetonitril/10 axit formic 1% trong nuéc dén 80 nuéc/10 axetonitril/10 axit formic 1%

trong nudc.
Phuong phip B duge mo ta bang cach sir dung cac phuong phép va quy trmh sau:

0-0,50 phut: dong thoi 85 nudc/5 axetonitril/10 axit formic 1% trong nuée; 0,50-
1,60 phit: gradien tuyén tinh 85 nudc/5 axetonitril/10 axit formic 1% trong nuéc dén 0
nu6c/98 axetonitril/2 axit formic 1% trong nudc; 1,60-1,80 phut dong thai 0 nﬁéc/98
axetonitril/2 axit formic 1% trong nudc; 1,80-1,90 phut gradien tuyén tinh 0 nudéc/98
axetonitril/2 axit formic 1% trong nuéc dén 85 nuéc/5 axetonitril/10 axit formic 1% trong
nudéc; 1,90-2,00 phut ddng thoi 85 nude/5 axetonitril/10 axit formic 1% trong nudec.

Str dung cac phuong phap néu trén, quy trinh tdng hop 1a nhur sau:

Bb sung DIEA (11,0g, 14,9mL, 85,3mmol), sau do bd sung DEPC (5,19¢g,
4,80mL, 0,032mol) vao dich hén dich d3 duoc khqu 23°C chira Boc-Dap-OH
dixyclohexylamin (10,0g, 21,3mmol) va mudi H-Phe-NH, HC1 (6,42g, 32,0mmol) trong
CH,C1, (20,0mL). Sau 10 gi&, phan tich LCMS chi ra ring phan @mg xay ra hoan toan.
Hbn hop phéan tmg thd duoc rira bang H,0 (25mL x 2), tiép d6 1a nudc mubi (25mL x 2).
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Phéan doan hitu co dugc lam kho qua dém magie sulfat, dugc loc va duge cd trong chan
khong. Dau thd mau cam duge tinh ché bang sic ky nhanh (silicagel 40pm, 60 A, kich
c®) bang cach st dung 2% dén 10% metanol trong CH,C1, 1am dung méi rira giai. Téng
s6 7,25g Boc-Dap-Phe-NH, (16,7mmol, 78%) thu dugc & dang diu mau vang. LCMS RT
= 1,28 phut (Phirong phap B); ESI-MS m/z 434,19 [M+H]".

B6 sung TFA (10mL) vao dich hén dich da dugc khudy 23°C chira Boc-Dap-Phe-
NH, (7,25g, 16,7mmol) trong CH,C1, (10mL). Sau 5 gi&, phan tich LCMS chi ra ring
phan g x4y ra hoan toan. Cac chét hitu co dé bay hoi dugc 1am bay hoi trong chan
khong dé tao ra san phim thd, duoc sir dung tiép ma khong céan tinh ché thém. Tong s6
6,00g H-Dap-Phe-NH, thu dugc & dang chit rin mau da cam (13,4ﬁ1mol, 80%). LCMS
RT = 0,691 phit (Phuwong phap B); ESI-MS m/z 334,17 [M+H]".

B6 sung DIEA (0,350g, 0,500mL, 2,74mmol) , sau d6 bd sung HATU (0,520g,
1,37mmol) vao dich hén dich di dugce khudy 23°C chita Fmoc-MeVal-Abu(3-N;)-Dil-
OH TFA mubi (456 mg, 0,586mmol) va mudi H-Dap-Phe-NH, TFA (457 mg, 1,02mmol)
trong DMF (10mL). Sau 10 gid, phan tich LCMS chi ra ring phan ting xay ra hoan toan.
Hbn hop phan Gng thé dugc tinh ché bang RP-HPLC diéu ché vé6i cot Phennomenex
Gemini NX-C18 10p 110 A (150 x 30 mm) bang cach sir dung 10% dén 90% MeCN
trong dung dich nuéc axit formic 0,1% lam dung moi rua giai. Téng sd 526mg Fmoc-
MeVal-Abu(3-N;)-Dil-Dap-Phe-NH, thu dugc & dang mudi ciia axit formic (0,513mmol,
75%). LCMS RT = 1,81 phut (Phwong phép B); ESI-MS m/z 980,39 [M+H]".

B sung piperidin (5mL) vao dung dich d3 duogc khudy 23°C chira Fmoc-MeVal-
Abu(3-N;)-Dii-Dap-Phe-NH, (525 mg, 0,513mmol) trong axetonitril (10mL). Sau 2 h,
phan tich LCMS chi ra rang phan tmg xay ra hoan toan. B& sung hexan (15mL x 3) vao
dung dich phan ung tho. Lop axetonitril duge cd trong chin khong. Dau thé dugc tinh
ché bang RP-HPLC diéu ché vé6i cot Phennomenex Gemini NX-C18 10p 110A (150 x 30
mm) bing cach st dung 5% dén 95% MeCN trong 0,1% nuéc TFA 1am dung mdi rira
giai. Tong s6 354mg hop chit thu dugc (MeVal-Abu(3-N3)-Dil-Dap-Phe-NH,) thu dugc
& dang mubi TFA (0,406mmol, 79%). LCMS RT = 1,15 phit (Phuong phap B); ESI-MS
m/z 758,24 [M+H]"; HRMS m/z 758,4915 [C;33HesNoO,+H]"

B6 sung HATU (1,05g, 2,77mmol), sau d6 bd sung DIPEA (0,51mL, 2,92mmol)
vao dung dich di duoc khudy 23°C chira MeVal-Abu(3-N;)-Dil-Dap-Phe-NH, (2,0g,
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2,64mmol) va Boc-Aoa (0,53g, 2,77mmol) trong DMF (7,0mL) va DCM (15,0mL). Sau
1 gitr, hdn hop phan g dugc co trong chan khong dé tao ra dung dich DMF thd duogc
pha lodng tiép bang 150mL EtOAc. Hn hop phan tng thd dugc rira bang 100mL dung
dich NaHCOj; bdo hoa, tiép d6 14 100mL nuée mudi. Phan doan hitu co duge 1am khé qua
dém magie sulfat, dugc loc va dugc co trong chan khong. Boc-Aoa-MeVal-Abu(3-Ns)-
Dil-Dap-Phe-NH, thd duge tinh ché bing séc ky nhanh (silicagel 40 um, 60 A, kich c&)
béng cach st dung 0% dén 5% metanol trong CH,C1, 1am dung mdi rira gidi. Tong s6
2,13g Boc-Aoa-MeVal-Abu(3-N3)-Dil-Dap-Phe-NH, (2,29mmol, 87%) thu duoc ‘ér-d.ang
chét rin mau be. LCMS RT = 1,46 phut (Phuong phép A); ESI-MS m/z 931,46 [M+H]".

B sung 4 M HC1 trong dioxan (10,0mL, 40,0mmol) vao dung dich 23°C dﬁ duoc
khudy chita Boc-Aoa-MeVal-Abu(3-N;)-Dil-Dap-Phe-NH, (2,1g, 2,26mmol) trong
dioxan (15,0mL). Sau 0,5 gi®, hdn hop phéan tng dugc co trong chan khong dé tao ra dau
thé mau vang nhat. Dau mau vang nhat thd thu dugc dugc hoa tan trong 6mL metanol va
duoc bd sung tir tir (timg giot) vao 150mL dung dich dugc khudy manh chira EtOAc.
Chat két tia mau tring thu duoc tir dung dich ndy. Chat két tia mau tring thu duogc duge
thu gom béng cach loc, va dich ndi trén bé mit duge co téi khi dat trang thai ran. Ca hai
chét két tia mau tring va dich ndi trén bé mit di c6 duge tinh ché thanh cic phan bang
RP-HPLC diéu ché v6i Phennomenex Gemini 10y, C18 110 A (150 x 30 mm) bang cach
st dung 5% dén 95% MeCN trong 0,001 M axit clohydric 1am dung méi rira giai.

Phén doan ctia san phém thu dugc duge két hop, dugc cd, va duge 1am kho trong
chan khéng trong 18 gi& dé tao ra chit rdn mau tring. Tong s6 1,31g AGL-0182-30 HC1
(1,51mmo}, 67%) thu dugc. LCMS RT = 1,16 phiat (Phuong phap A); ESI-MS m/z
831,27 [M+H]" .(Xem, néi chung Bang IV).

Theo mdt phuong éan dugc uvu tién, AGL-0182-30 c¢6 cong thure sau:

7 H O™ ; 4 O
pe. w N
R "x%ug % n k?@!“lz
3 4

Vidu 8

Thé tiép hop khang thé duoc chit ciia khang thé don dong CHv62.21pAF
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MAb CHv62.21pAF duge tiép hop vé6i dolaisoluine-Dolaproin chira peptit duge
ky hiéu 1a AGL-0182-30 bing cach st dung lién két alkoxyamin dugc néu trong ban mo
ta dé tao ra thé tiép hop khang thé dugc chit (ADC) theo sang ché duge ky hiéu 1a
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 bing céch st dung quy trinh sau.

Viéce tdng hop lién két duoc chit AGL-0182-30 duoc thyc hién bing cach sir dung
phuong phap da mo ta trong Vi du 7 véi tua dé “Viéc tdng hop lién két dugc chat AGL
va don vi duoc chit AGD-0182”.

Tiép theo, thé tiép hop khang thé dugc chit (ADC) theo sang ché duoc ky higu 1a
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 dugc tao ra bang cach st dung quy trinh sau.

Tém lai, 215,5mL MAb CHv62.21pAF & néng d6 17,17 mg/mL duogc didu ché
trong dung dich dém xitrat S0mM chira NaCl 500mM ¢ dd pH cudi cung 1a 4,0 dugc bd
sung dén 9,7mL dung dich dém xitrat 50mM chira NaCl 500mM & d6 pH cubi cing 1a
4.0, 9,1mL axetic hydrazit 1,35M (dugc hoa tan trong nudc), 7,26mL DMSO, va 5,08mL
dung dich 50mM chita AGL-0182-30 (dugc hoa tan trong DMSO). Thé tiép hop duge xir
1y & 28°C trong 16 - 24 gio. Lwong du AGL-0182-30 va cac thanh phan phan tng phan tir
nhé khéc dugc loai bé bing cach sidu loc/loc ap luc v6i 12 thé tich gdm histidin 20mM &
d6 pH = 6,0 chtra 5% trehaloza.

Thé tiép hop khang thé duge chét (ADC) thu duge duge ky higu 1a CHv62.21pAF-
AGL-0182-30 va c6 cong thic sau:

Trong d6 khang thé don dong 1a CHv6Z2.21pAF va p nim trong khoang tir 1,8 dén
2,0. Tri s p trung binh cua thé tiép hop khang thé dugc chét néu trong vi du nay bang
khoang 1,9 bing cach phan tich khdi phd. Theo mot phuong 4n theo séng ché, tri s6 p
ndm trong khoang tir 1,5 dén 2,5.

ADC thu dugc theo sang ché két hop nnAA vio thanh phén khang thé ctia ADC,
nho @6 lien két duoc chét duoc tiép hop qua lién két oxim va duge sir dung dé diéu tri

diéu tri bénh ung thu néu trong Bang I.
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Vidu9
M t4 dic diém khang thé don dong CHv62.21

Khang thé don dong gin két véi FLT3 duge tao ra bing cach str dung cac phuong
phap néu trong vi du véi twa dé “San xuét khang thé FLT3 don dong (MADb)” va dugc
sang loc, xac dinh, va dugc mo ta dac diém bang cach st dung dang két hop cta céc thir

nghiém da biét trong linh vuc nay.
A. Gin két FACS,

CHv62.21 duoc thir nghiém dé gin két voi cac dong t bao AML va B-ALL phét
trién in vitro. (Xem, Fig.15). Tém lai, CHv62.21 va khang thé d6i chimg dugc 1am phu
hop véi isotyp dugc biotinyl héa bang cach st dung NHS LC biotin. In vitro, dong té bao
bénh ung thir phét trién theo ham s6 mi duge sir dung cho toan bd cac thir nghiém. Céc té
bao duoc thu gom bing cach va rira bang cach ly tim. Céc té bao 1 Fc duoc phong bé dé
khtr qu4 trinh gin két khong dic hidu. Cac khang thé dugc pha loing dén nong do cudi
cting 10 ug/ml va dugce G ddng thoi v6i cac té bao & nhiét dd 4°C trong 1 gid. & giai doan
cudi cla qua trinh 1, cac t& bao nay dugc rira va duge @ v6i khang thé Strep tavidin-PE
phat trién thir cdp v6i ty 16 pha lofing cudi 1:200 (2,5 ug/ml) trong 1 gio & nhiét d§ 4°C.
Sau rira khang thé thir cAp khong gin két, cac té bao ndy duogc phan tich bang FACS va
su phat huynh quang trung binh hinh hoc dugc x4c dinh va dugce thdng bdo. Ty 1€ phat
huynh quang dugc tinh toan 14 nhu sau: Trung binh hinh hoc cia CHv62.21/Trung binh
hinh hoc ctia d6i chimg isotyp=MFR, la thuc do biéu hién gip nép trén dbi ching
isotyp. H

Ty 18 ciia trj s6 trung binh hinh hoc va trj s6 huynh quang trung binh (MFR) thu
duge (Bang VI) va biéu d6 dugce chi ra (Fig.15). Cac két qué chi ra ring CHv62.21 gin
két v6i mot sb dong té bao bénh ung thu cua nguoi biéu hién AML va B-ALL.

B. Hoat tinh ADCC

CHv62.21 va CHv62.21pAF duge tht nghiém vé hoat tinh ADCC in vitro. Tém
lai, khang thé don dong khang FLT3 trin va cia ADC, CHv62.21 va CHv62.21pAF dugc
thir nghiém vé hoat hoat tinh gay ddc té bao phu thudc vao khang thé trung gian (ADCC)

ctia ching bing cach sir dung cac dong té bao dich EOL-1 va SEM véi sy c6 mit té bao

-130-



35520

tac dong, PBMC cta ngudi binh thuong cé st dung thir nghiém gay doc té bao khong
phat xa CytoTox 96® (Promega, G1780).

Mot (1) ngay trude khi thue hién thir nghiém, ba (3) lo nhé chira té bao tac dong,
PBMC cuia ngudi binh thuong (Hemacare, Donor ID: 1888), dugc lam tan, rira va dan
vio binh ciu nudi cdy té bao T-175 trong RPMI-1640 c6 bd sung 10% huyét thanh bao
thai bao da duoc bit hoat boi nhiét. Cac binh cdu nay duoc cét giit trong ti 4p & nhiét do
37°C 5% CO, qua dém. Vao ngay tiép theo, PBMC thu duge tir binh cu nudi ciy bing
cach sir dung 0,25% Trypsin-EDTA (Gibco) va rira va gieo cdy & ndng do 1,0e6 té
bao/giéng trong dung dich dém thir nghiém (RPMI1640+0,1%FBS). Cac té bao dich
SEM va EOL-1 cung v6i dong té bao dbi ching duong, Raji dugc thu gom, rira va gieo

chy & ndng d6 2,0e5 té bao/giéng bang cach sit dung dung dich dém thtr nghiém.

Mobi mau thir nghiém duoc pha lodng tdi ndng dd cudi 12 2,5ug/mL trong dung
dich dém thtr nghiém. C4c thé tich nhu nhau cta cac t& bao dich, miu thir nghiém, va té
bao tac dong duoc bd sung vao cac giéng ciia dia day tron 96 giéng, cac thao tac duoc lap
lai ba 1an. Pia nay dugc ly tim nhe nhang va dugc u trong 4 gid trong ta ap 37°C duoc
1am 4m. Sau bdn (4) giér 0, cac dia thir nghiém duoc ly tAm va thé tich 50ul dich ndi trén
bé mit duge thu gom va duoc chuyén dén dia moi 96 giéng. Hoat tinh cua lactat
dehydrogenaza trong dich ndi trén bé mit dugc xéac dinh bang cach str dung kit phat hién
LDH so mau; Thtr nghi€ém géy d@é té bao khong phat xa CytoTox 96® (Promega) véi dd
hép phu & 490 nm. '

Dit liéu duoc phan tich trude tién bang trir tri s& hip thu trung binh cua giéng cla
duong nén cia cho toan b tri s hip phu cua giéng thir nghiém, tu tac dong, tw huéng
dich va giéng hudng dich t6i da. Tiép theo, tri s6 hép thu trung binh doc dugc duge chuén
hoda va hoat tinh ADCC dugc tinh toan béng cach st dung cong thire sau:

Thir nghiém — Ty tac dong — T hudng dich
ADCC (%) =" X 100
Hudng dich t6i da — Ty hudng dich

Céc két qua & Fig.7 chi ra ring CHv62.21 va MAb CHv62.21pAF khéng c6 hoat
tinh ADCC. Tuy nhién, di ching dwong, Rituximab khing dinh hoat tinh ADCC trong
dong té bao Raji.
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Vi du 10
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 trc ché sy phat trién ctia khdi u In Vivo

Su bidu hién dang ké FLT3 trong c4c t& biao khdi u, cling v6i su biéu hién gidi han
clia no trong céc té bao binh thudng khién cho FLT3 la dich tét dé didu tri bénh bang
khéng thé va tuong tw, didu tri bénh thong qua ADC. Do d6, hiéu qua diéu tri coa
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & mé hinh chudt nhat di ghép bénh ung thu ALL, AML, va
B-LL cua nguoi dugce danh gia.

Hiéu qué cia thé tiép hop khang thé dugc chét dbi voi su phat trién khdi u va su
tao ra di can dugc nghién ciru & md hinh bénh ung thu di ghép cua chudt nhit (vi du, duéi

da va tai vi tri).

Khéi u duéi da (s.c.) duge tao ra bang cach tiém 5 x 10*- 10° té bao bénh ung thu
dugc trdn vai ty 1€ pha lodng 1:1 vdi Matrigel (Collaborative Research) ¢ suon phai cta
chudt nhét duc SCID. Dé thir nghiém hiéu qua ctia ADC ddi véi su tao ra khdi u, tirc 1a
viéc tiém ADC duoc bit diu vao cing ngdy tiém té bao khdi u. Di voi miu dbi ching,
chudt nhét duoc tiém bang IgG hoic PBS di duoc tinh ché ciia nguoi; hodc khang thé
don dong da dugc tinh ché nhan biét khang nguyén khéng thich hgp khong duge biéu
hién trong cac té bao clia ngudi. Trong cac nghién ctru so bo, nhan thay khong c6 su khac
biét gitra IgG hodc PBS ddi chung ddi véi su phat trién khéi u. Kich thuéc khdi u duoc
x4c dinh bing cach do bdi thudc kep, va thé tich khdi u dugc tinh toan bang chiéu rong x
chidu dai/2, trong d6 chidu rong 14 dudong kinh nho nhit va chidu dai 1a dudong kinh 16n
nhit. Chudt nhét ¢6 duong kinh khdi u dudi da 16n hon 1,5 cm duge dem giét.

Ut diém cta md hinh bénh ung thu di ghép 1a cé thé nghién ctu dugc sy tao mach
maéi va su tao mach. Su phéat trién khoi u dugc phu thudc mot phén vao su phat trién
mach mau méi. Mac du hé mao quan va mang ludi mach méu cé ngudn gbe tir vat chu,
su bt dAu va cAu tric cia hé mach méi duoc didu hoa boi khdi u di ghép (Davidoff et ah,
Clin Cancer Res. (2001) 7:2870; Solesvik et al, Eur J Cancer Clin Oncol. (1984) 20:
1295). Mitc d6 anh hudng cta khang thé va phan tir nhé dbi vé6i su tao mach méi duge
nghién ctru theo cic quy trinh da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy, nhu bang cach phan

tich THC ctia mé khdi u va vi trudng xung quanh ching.
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CHv62.21pAF-AGL-0182-30 ADC tic ché su tao ra dong t& bao bénh ung thu
dugc ky hiéu 1a MV4-11, c4c manh bénh ung thu di ghép dugc thiét 1ap dudi da. Cac két
qua nay chi ra loi ich cia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 dé diéu tri tai chd va giai doan

ning ctia bénh ung thu va tét hon 1a cac bénh ung thu dugce néu trong Bang I
Céac ADC chira FLT3:

Céc khang thé don dong duoc tao ra khang FLT3 nhu duge mo ta trong vi du véi
twa d& “San xuit khang thé FLT3 don dong (MAb)”. Hon nita, khéang thé don demg duge
tiép hop véi doc t6 nhu duge mé ta trong vi du véi twa dé “Thé tiép hop khéng thé dugo
chét cua khang thé don dong CHv62.21pAF” dé tao ra CHv62.21pAF-AGL-0182-30.
CHv62.21pAF va CHv62.21pAF-AGL-0182-30 duoc dic trung béi FACS, va céac
phuong phap khac di biét trong linh vuc nay dé xac dinh kha ning gin két ciia n6 véi
FLT3.

Céac dong té bao va manh di ghép:

Céc té bao duogc duy tri trong DMEM, c¢6 b6 sung L-glutamin va 10% FBS, nhu di
biét trong linh vuc ndy. Cac manh di ghép MV4-11 duge duy tri biang cach cdy truyén
theo diy & chudt nhit SCID.

Hiéu qua va chuén do lidu cia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & mo hinh di ghép
duoc thiét 1ap dudi da cia dong té bao bach ciu don nhan dang tay B ciia ngudi MV4-11
dugc cdy & chudt nhat CB 17/SCID.

Trong thir nghiém nay, cac t& bio MV4-11 gy bénh bach cau don nhén tiy B ctia
ngudi (3,0x10° té bao/chudt nhit) dugc tiém vao sudn cla cac con chudt nhit SCID riéng
ré€ va cac khéi u dugc phat trién. Khi thé tich khdi trung binh dat téi1 kich thude xéc dinh
trude (200 mm® ), cac dong vat dat téi kich thude khéi u thich hop va dugc chon ngiu
nhién vao cac nhém diéu tri va nhém dbi chung véi kich thuéc khéi u trung binh trong
duong va bién dbi trong mbi nhém bang cach sir dung phin mém nghién ciru didu khién
(v.2.1; Studylog Systems, Inc., South San Francisco, CA). Toan bd chudt nhit nghién ciru
duoc mang truée d6 chat phong bé Fe (mLys-Ic3.1-hIgGl) véi ndng d6 20 mg/kg bang

c4ch tiém trong mang bung vao budi trua vao trude ngay dung thude.

CHv62.21pAF-AGL-0182-30 dugc sir dung lidu véi 3 muc liéu khac nhau (0,5,
1,0, va 2,0 mg/kg) & dang lidu don to bang cach tiém tinh mach. 20mM histidin/5%
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Trehaloza, do pH = 6,0 va 91.1-AGL-0182-30 dugc st dung lan luot 1am ta dugc 16ng va
chit d6i ching ADC. Toan b céac dugce chit duoc st dung dua trén thé trong riéng clua
mdi dong vat thu dugc ngay trudec mdi khi ding liéu. Su phat trién khdi u trong mdi
nhém dugce kiém tra hai 1An mot tudn bing cach str dung thudc kep cho t6i khi két thuc
nghién ctru. Phan tich théng ké vé dit lidu thé tich khéi u vao ngay cudi cing trude khi
giét 'dcf)ng vat dugc thuc hién bang cach sit dung thir nghiém Kruskal-Wallis. So sanh
timg cdp dwoc thue hién bang cach st dung phuong phép thir nghiém Tukey (2 bén) dé

bao vé ty 1€ sai sO theo cap thir nghiém.

Nghién ctru nay da danh gia dugc hiéu qua cia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 va
SO sanh n6 véi mau dbi chung ADC ctia n6 (91.1-AGL-0182-30) & md hinh di ghép bénh
bach ciu don nhan tiay B ctia nguoi MV4-11 dudi da dugce thiét 1ap & chudt nhit CB
17/SCID. CHv62.21pAF-AGL-0182-30 duoc st dung & 3 mic lidu dung khac nhau (0,5,
1,0, va 2,0 mg/kg) & dang liéu don bing cach tiém tinh mach (i.v.) liéu cao. 9 11-AGL-
0182-30 duoc st dung lidu & 2 mg/kg bang cach tiém i.v. & dang méu ddi chimg ADC.
Va 20mM Histidin/5% Trehaloza, dd pH = 6,0 duoc sir dung 1am t4 duogc 1ong déi ching.

Céc két qua chi ra ring khong c6 su khic biét c6 ¥ nghia théng ké giita viéc diéu
tri bang ta duoc 16ng va mau ddi chimg ACD (p>0,9999). CHv62.2 1pAF-AGL-0182-30
& ndng d0 2,0 mg/kg c6 ¥ nghia thong ké dang ké c6 tac dung 1am thoai héa khdi u 100%
(p<0,0001), khi dugc so sanh véi kich thude khdi u ban diu & giai doan bit dau dung
lidu. Khi so séanh véi ta duge 16ng dbi ching, CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & nong do
1,0 mg/kg c6 ¥ nghia théng ké dang ké co tac dung e ché su phét trién khéi u 78,1%
(p<0,0001). CHv62.21pAF-AGL-0182-30 khong c6 hiéu qua bit ky & mo hinh nay véi
lidu 0,5 mg/kg (p=0,5344). (Fig. 5).

Hiéu qua cia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 (ADC) va CHv62.21pAF (khang thé
tran) & mo hinh di ghép dugc thiét 1ap dudi da ctia dong té bao bach ciu don nhan dang
tay B ctia ngudi MV4-11 duge cdy vao chudt nhit CB 17 SCID.

Trong thtr nghiém khéc, cac té bao MV4-11 cua bénh bach ciu don nhan tay B
clia ngudi (3,0)(106 té bao/chudt nhét) duoc tiém vao sudn cua cac con chudt nhit SCID
riéng ré& va céc khdi u duoc phat trién. Khi thé tich khdi trung binh dat t6i kich thudc xac
dinh trude (200 mm®), cic dong vét dat t6i kich thude khdi u thich hgp va duge chon

ngau nhién vao cdc nhém di€u tri va nhém d6i chimg c6 kich thude khoi u trung binh
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tuong duong va bién dbi trong mdi nhém bang cach st dung phan mém nghién ciru diéu
khién (v.2.1; Studylog Systems, Inc., South San Francisco, CA). Toan b§ chudt nhat
nghién cou dugc mang trude do chét phong bé Fc (mLys-1c3.1-hIgGl) véi ndéng do 20
mg/kg bang cich tiém trong mang bung vao budi trwa truGe ngdy ding thudc.
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 va mdu dbi chimg ADC (91.1-AGL-0182-30) duoc sir
dung lidu v6i ndng d6 1 mg/kg véi liéu don to bang cach tiém tinh mach. AGS62P (a.k.a.
" CHv62.21pAF) va khang thé trdn dbi chimg (91.1-pAF) dugc sir dung liéu & ndng do 2
mg/kg v6i lidu don to bing cach tiém tinh mach. Toan b cic duge chit duge st dung
dua trén thé trong riéng ctia mdi dong vt thu dugc ngay truée mdi khi dung lidu. Su phat
trién khéi u trong mdi nhém dwoc kiém tra hai 1an mot tuan bang cach str dung thuéce kep
cho t6i khi két thuc nghién ciru. Phan tich théng ké vé thé tich khdi u dit liéu vao ngay
cubi cing trude khi dem giét dong vat duge thuc hién bang cach sir dung thir nghiém
Kruskal-Wallis. So sanh timg d6i dugc thuc hién bang cach st dung phuong phép thir

nghiém Tukey (2 bén) dé bio vé ty 18 sai s6 theo cip thir nghiém.

Nghién ctru nay dugce danh gia hiéu qua cua CHv62.21pAF-AGL-0182-30 (ADC)
va CHv62.21pAF (khang thé tran).

Cac két qua chi ra ring dugc so sanh véi mau dbi chimg ADC (911-AGL-
0182.30), CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & ndng d 1,0 mg/kg & dang lidu don bang céch
tiém tinh mach c6 ¥ nghia théng ké déng ké c6 tac dung we ché sy phat trién khéi u
51,4% (p=0,0010). Khi so sanh v6i khang thé tran ddi chimg (91.1-pAF), CHv62.21pAF
v6i ndng d6 2,0 mg/kg & dang lidu don bang céch tiém tinh mach khong c6 sy khac biét
¢6 ¢ nghia théng ké (p=0,6570). Hon thé nita, cac két qua chi ra rang CHv62.21pAF-
AGL-0182-30 & ndng 46 1,0 mg/kg cé ¥ nghia théng ké dang ké c6 tac dung trc ché su
phat trién khéi u 54,3%, khi so sanh véi CHv62.21pAF vé6i nong d6 2,0 mg/kg
(p=0,0134). (Fig. 6).

Hiéu quéa cua CHv62.21pAF-AGL-0182-30 (ADC) va CHv62.21pAF (khang thé
trAn) & mo hinh di ghép dugc thiét 1ap dudi da cta dong té bao bach cau don nhan dang
tay B ctia ngudi MV4-11 duge cdy & chudt nhit CB 17 SCID.

Trong thit nghiém khéc, cc t& bao MV4-11 clia bénh bach cdu don nhan tiy B
clia nguoi (3,0x10° té bao/chudt nhit) dugc tiém vio sudn cla cdc con chudt nhéit SCID

riéng & va cac khéi u duoc phat trién. Khi thé tich khdi trung binh dat t6i kich thudc xéc
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dinh trude (200 mm®), cac dong vat dat t6i kich thude khdi u thich hop va duge chon
ngdu nhién vao cdc nhém didu tri va nhom dbi chimg c6 kich thuée khéi u trung binh
tuong dwong va bién thién trong mdi nhc')mrbzlmg cach sit dung phan mém nghién ciru
didu khién (v.2.1; Studylog Systems, Inc., South San Francisco, CA). Toan bd chuft nhit
nghién ctru duoc mang trude d6 chit phong bé Fc (mLys-1c3.1-hIgGl) véi nbéng do 20
mg/kg bang cich tiém trong niéng bung viao bubi trua trudc ngdy dung thudc.
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 va mau déi chitng ADC (9 1.1-AGL-0182-30) dugc st dung
lidu v6i ndng d6 2 mg/kg QW trohg 2 tudn bang cach tiém tinh mach. AGS62P (a.k.a.
CHv62.21pAF) va khang thé tran dbi ching (91.1-pAF) dugc sir dung liéu véi ndng do 2
mg/kg QW trong tudn bing cach tiémv tinh mach. Toan bd cac dugc chéit duge sir dung
dwa trén thé trong riéng ctia mbi dong vt thu duge ngay truée mdi khi ding lidu. Sy phat
trién khdi u trong mdi nhom dugc kiém tra hai 1an mot tudn bang cach sir dung thudc kep
cho t&i khi két thac nghién ctru. Phan tich théng ké vé thé tich khéi u dit liéu vao ngay
cudi cing trude khi dem giét dong vat duge thuc hién bang cach st dung thir nghiém
Kruskal-Wallis. So sanh tig d6i dugc thuc hién bang cach sit dung phuong phap thir
nghiém Tukey (2 bén) d& bao vé ty 1¢ sai s theo cip thir nghiém.

Nghién ctru nay dugce danh gia hiéu qua cia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 (ADC)
va CHv62.21pAF (khang thé trdn) bing cach sir dung phac dd da liéu trong 2 tuan.

- Cé4c két qua chi ra ring khi so sanh v6i mau ddi chimg ADC (9 1.I-AGL-0182.30),
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 v6i ndng d6 2,0 mg/kg & dang da liéu bang cach tiém tinh
mach c6 ¥ nghia théng ké dang ké c6 tac dung tic ché sy phat _trién khéi u murc thoai bién
khdi u 100% vao ngay thtr 17 (p=0,0001). Khi so sanh véi khang thé tran ddi ching
(91.1-pAF), CHv62.21pAF & ndng d6 2,0 mg/kg & dang da liéu bing cach tiém tinh mach
khong c6 su khéc biét c6 y nghia théng ké. (Fig.13). |

Hiéu qua ctia CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & mé hinh di ghép SEM-xcl dugc thiét
14p dudi da & chudt nhat CB 17 SCID.

Trong thir nghiém khac, cac té bao SEM-xcl ctia bach ciu clia ngudi nguyén bao
lympho cép tinh (1,0x10° t& bao/chudt nhét) dugc tiém vao suon clia cdc con chudt nhit
SCID riéng r& va cac khdi u dugc phat trién. Khi thé tich khdi trung binh dat t&i kich
thudc xac dinh trude (200 mm®), cac dong vat dat t6i kich thude khéi u thich hop va

dugc chon ngau nhién vao cac nhém diéu tri va nhém d6i chimg c6 kich thugce khoi u
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trung binh twong duong va bién ddi trong mdi nhém bang cach st dung phin mém

nghién ctru diéu khién (v.2.1; Studylog Systems, Inc., South San Francisco, CA).

CHv62.21pAF-AGL-0182-30 duoc sir dung lidu & ndng @6 5,0 rhg/kg, 2,0 mg/kg,
hodc 1,0 mg/kg & dang liéu don to vio ngiy 0 bing cach tiém tinh mach. ADC dbi
chimg, AGS91.1-pAF-AGL-0182-30, dugc st dung liéu & ndng do 5,0 mg/kg bang cach
st dung cﬁﬁg mot dudong ding va phac dd ding lidu tuong twy. 20 mM histidin/5%
trehaloza, d6 pH = 5,2 dugc st dung lam ta dugc long. Toan bd cac dugce chét duoc su
dung dua trén thé trong riéng ctia mdi dong vat thu dugc ngay trude mdi khi dung lidu.
Su phat trién khdi u trong mdi nhém dugce kiém tra hai 1an mét tuan bang cach st dung
thude kep cho t61 khi két thic nghién ciru. Phan tich thong ké ctia thé tich khéi u dit ligu
vao ngay cudi cing trudc khi dem giét dong vat dugc thuc hién bing cach st dung thir
nghiém Kruskal-Wallis. So sanh tung do6i dugc thuc hién bang cach st dung phuong
phép thir nghiém Tukey (2 bén) dé bao vé ty 18 sai sd theo cip thir nghiém.

Céc két qua chi ra ring CHv62.21pAF-AGL-0182-30 & toan bo ba mirc licu (5,0,
2,0 va 1,0 mg/kg) da chimg minh dugc hoat tinh khang khdi u tiém nang khi so sanh véi
ADC d6i chimg, AGS91.1-pAF-AGL-0182-30, hodc v6i td4 dugc léng ddi chimg
(p<0,0001), tir d6 thudng cé thc dung e ché su phat trién khéi u 16n hon 75%. Hon nita,
khi dugc st dung véi lidu 5,0 mg/kg, CHv62.21pAF-AGL-0182-30 lam thodi hoa dang
ké khéi u & murc 57,3% khi so sanh v6i thé tich khdi u ban dau ctia né. Su khac biét c6 y
nghia théng ké vé hiéu qua nim trong khoang tir 5,0 mg/kg dén 2,0 mg/kg hoic 1,0
mg/kg quan sat dugc. (Fig.14).

Két luan

Tém lai, Fig.5, Fig.6, Fig.13 va Fig.14 chi ra ring ADC chra FLT3 duoc goi 1a
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 c¢6 tic dung trc ché déng ké su phét trién cla céc té bao
khdi u bidu hién FLT3 khi so sanh véi ADC dbi chimg va khang thé tran gin két véi
FLT3. Do d6, CHv62.21pAF-AGL-0182-30 c6 thé dugc sir dung nhim muc dich diéu tri
dé diéu tri va quan 1y bénh ung thu néu trong Bang 1.

Vidul1l

Thir nghiém 1am sang trén nguoi dé diéu tri va chin doan caxinom cta ngudi

théng qua viéc st dung cac ADC chira FLT3
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Céac ADC chtra FLT3 duge sit dung theo sang ché gin két ddc hiéu véi FLT3, va
dugc st dung dé didu tri cac khdi u nhét dinh, t&t hon 1a khdi u dugc néu trong bang 1.

Lién quan dén mdi chi dinh, hai phurong phap trén 1dm sang dugc thuc hién thanh cong.

1) Pidu tri bénh bd sung: Trong viéc didu tri bénh b sung, cac ddi twong bi bénh
duoc diéu tri béng cac ADC chtra FLT3 két hop véi duge chét hoa tri liéu hodc duoc chit
khang bénh ung thu va/hodc xa tri hodc dang két hop ciia né. Pich bénh ung thu so cép,
nhu bénh ung thu duge néu trong bang I, duge diéu tri theo quy trinh tiéu chuin bang
cach bd sung cac ADC chita FLT3 dé diéu tri bénh tiéu chudn thtr nhit va thir hai. Cac
dAu hiéu cta quy trinh chi ra hiéu lyc nhu duge danh gia boi cac vi du sau, bao gdm
nhung khéng chi gidi han &, giam khdi rong khéi u cia tén thuong so cip hodc di can,
tién trién gia ting v& kha ning khong séng sét, séng sot toan phan, cai thién stc khoe cia
ddi tugng bi bénh, tinh én dinh ciia bénh, cling nhu kha nang 1am giam lidu thong thuong
ctia dugc chat héa tri liéu tidu chudn va dugc chét sinh hoc khac. Viée giam lidu nay cho
phép didu tri bénh bd sung va/hodc diéu tri bénh kéo dai bang cach lam giam dgc tinh lién
quan dén lidu cia dugc chét hoa tr liéu hosic dugce chét sinh hoc. Cac ADC chira FLT3
duoc st dung trong mot sb thir nghiém 1am sang bo sung két hop véi dugc chit héa tri

liéu hodc duge chat khang bénh ung thu.

IL.) Piéu tri bénh don 1&: Lién quan dén viéc st dung ADC chira FLT3 trong viéc
diéu tri bénh don 1& khéi u, ADC chita FLT3 duoc st dung cho cac dbi tuong bi bénh
khong dung dugc chét hoa tri liéu hodc dugc chat khang bénh ung thu. Theo mot phuong
&n, viéc diéu tri bénh don 1& dugc thuc hién trén 1am sang & cac d6i twong bi bénh bi bénh
ung thu giai doan cudi da di cin sau rong. Cac déu hiéu ctia quy trinh nay chi ra higu luc
khi duoc danh gid béi cac vi du sau, bao gdm nhung khéng chi giéi han &, giam khéi
lugng khéi u clia c4c tdn thwong so cip hodc di can, tién trién gia ting vé kha ning khﬁﬁg
séng sot, séng sét toan phﬁn, cai thién strc khoe cua dbi tuong bi bénh, tinh 4n dinh cta
bénh, ciing nhu kha ning giam liéu thdng thuong cia duge chét héa tri lidu tiéu chuén va

duoc chat sinh hoc khac.
Liéu luong

Phac @6 liéu c6 thé dugc di€u chinh dé tao ra dap ing mong muon to6i wu. Vi du,
dang liéu don to c6 thé dugc st dung, mot so lieu dung dugce chia nhéd cé thé duoc su

dung theo thoi gian hodc lidu dung cé thé dugc giam ho#c duge ting 1én theo ty 1& nhu
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duoc chi dinh béi cac yéu cau cia tung truong hop diéu tri. Piac biét ¢6 1oi 1a tao ra ché
phim ding ngoai dudng tiéu héa & dang lidu don vi d& d& ding va dong déu lidu luong.
Dang liéu don vi nhu duge st dung trong bdn mo ta ndy dé chi don vi vat Iy riéng ré
thich hop véi lidu don vi cho dbi twrong 1a dong dong vat ¢6 vii can duge diéu tri; mi don
vi chira lugng xac dinh trudc cia hoat chit dugc tinh toan dé tao ra tac dung diéu tri
mong mudn két hop véi chit mang dugc dung can thiét. Viéc mo ta dang lidu don vi theo
sang ché dugc chi ra bang cach va phu thudc truc tiép vao (a) dic tinh duy nhat cia
khang thé va/hoic ADC va tac dung diéu tri hodc phong ngira cu thé can thu dudc, va (b)
c4c han ché thudc linh vue kg thuat v& bao ché hoat chét nhu viy dé didu tri tinh nhay

trong cac ca thé.

hoang cu thé, khong bi giéi han vé lugng hitu higu diéu tri bénh ciia ADC chta
FLT3 dugc su dung ¢ dang két hop theo sang ché nim trong khoang tir 0,5 dén 10 mg/kg,
nim trong khoang tir 1 dén 5 mg/kg, it nhat 1 mg/kg, it nhit 2 mg/kg, it nhat 3 mg/kg,
hodc it nhit 4 mg/kg. Khoang khong gidi han cu thé khac, vi du, 13 v 0,5 dén 5 mg/kg,
hodc vi du, nam trong khoang tir 0,8 dén 5 mg/kg, hodc vi du, nim trong khoang tur 1 dén
7,5mg/kg. Phuong 4n vé lidu cao theo sang ché @ cap dén lidu lugng 16n hon 10 mg/kg.
Can luu ¥ ring cac tri s& vé lidu lugng c6 thé thay ddi theo loai bénh va mic d trdm
trong cla tinh trang bénh 1y cn 1am thuyén giam, va cé thé bao gém liéu don hoic da
lidu. Hon nita, cAn hidu ring d6i v&i dbi twong cu thé bét ky, phac dd liéu dic hiu can
duoc duoc didu chinb theo thoi gian theo nhu ciu cu thé va danh gia chuyén mén cla
ngudi dung hodc gidm sat viéc sur dung ché phim, va khoang liéu dugc néu trong ban mo
ta nay chi cu thé va khong dugc du dinh dé gi61 han pham vi hodc thuc tién cta ché phém

theo sang ché.
K& hoach phét trién 1am sang (Clinical Development Plan - CDP)

CDP cho phép va phat trién viéc diéu tri cic ADC chira FLT3 lién quan dén viéc
diéu tri bénh bd sung hoic diéu tri bénh don 1&. Cac thir nghiém ban dau chi ra tinh an
toan va sau d6 khing dinh hiéu qua & cac lidu lap lai. Cc thir nghiém 12 nhin mé so sénh
viéc héa didu tri bénh tiéu chuln véi viéc diéu tri bénh tiéu chun cing véi cac ADC
chira FLT3. Nhu d biét, mot tiéu chudn khong giéi han c6 thé duge st dung lién quan
dén dang ky cac ddi tuong bi bénh c6 mirc bidu hién FLT3 trong khéi u nhu dugce xac
dinh bang cach sinh thiét.
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Nhu viéc diéu tri bénh trén co s¢ tiém truyén protein hodc khang thé bit ky, tinh
an toan chu yéu lién quan dén (i) hoi chiing giai phong xytokin, nghia 13, giam huyét ap,
sbt, ring minh, 6n lanh; (i) phat trién dép Gmg giy mién dich v6i nguyén liéu (tic 13,
phét trién c4c khang thé ctia ngudi bai di tugng bi bénh véi khang thé diéu tri, hodc d4p
tmg HAMA); va, (iii) doc tinh v&i cac t& bao binh thudng biéu hién FLT3. Cac thir
nghiém tiéu chudn va thir nghiém sau niy dugc st dung dé kiém soat timg mbi quan' tam

vé tinh an toan nay. Nhén thdy cac ADC chira FLT3 14 an toan khi dung cho ngudi.
Vidu 12
Phét hién protein FLT3 & mAu binh thudng va miu tir dbi tugng bi bénh ung thu

Viéc phat hién protein FLT3 trong bénh ung thu bang cach st dung khang thé
khang FLT3 dugc dénh gid trong cac miu PBMC thu duge tir mau ngoai vi clia cac d6i

twong bi bénh bi bénh bach ciu cAp tinh trong quin thé té bao tiy bao (AML).
A. Céc nguyén liéu gan két FACS va phuong phap

Trong thr nghiém nay, mau dugce @ v6i dung dich hdn hop chira CD45, CD33,
CD34, CD3, CD20, CD38 va emAb khang FIt3-Biotin hoic khang thé don dong Isotyp-
Biotin. ChAt phat hién thir cAp dbi voi khang thé don dong dugc biotinyl héa 1a
Streptavidin-PE. Sy phat huynh quang khong c6 mot (FMO) dung dich hdn hop dbi
chimg dugce tac ra véi chat phan Gmg phat hién Streptavidin-PE (SAv-PE) va dugc st
dung d& chon quan thé té bao. M4y do dong chay té bao LSRII (BD Biosciences) dugc sir

dung dé thu duoc dit lidu.

Té bao lympho duoc chon trong quin thé CD45+ tir bdn quén thé riéng biét dugc
xac dinh, CD33+/3-/20- (Nguyén tiy bao), CD33+/3-/34+/38- (Té bao gbc), CD33-/3+
(t& bao T) va CD33-/20+ (Té bao B). Phan tich dugc thyc hién bing phin mém Flowjo
phién ban 9.5.4 (Tri-Star, Ashland, OR). Tri s6 phat huynh quang dugc thong bio & dang
tri s6 hirth hoc (MFI).

B. Két qua

Céc két qua néu trong Fig.16 dbi v6i miu ciia d6i tuong bi bénh AML chi ra rang
MAD khang FLT3 gén két véi quan thé té bao tiy bao, té bao gbc, T va B clia toan bd cac

mau dugc thir nghiém.
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Hon thé nita, nhu dugc thé hién trong Fig.16, d thi phan bé MFIR ddi v6i toan bd
c4c miu duoc thir nghiém ching t6 rang ¢ su thay doi & mirc trung binh vé quén thé té
bao tiiy bao, t bio gbc va B, trong khi d6 té bao T it thay ddi trong MFIR. MFIR trung
binh d5i v6i nguyén tily bao 1a khoang 963,1, trong khi d6 MFIR trung binh ddi véi té
bao gbc 14 318,2, trong khi d6 MFIR trung binh dbi v6i té bao T 1a 9,842, trong khi d6
MFIR d6i véi t& bao B 1a 72,60 trong AML. MFIR trung binh d6i véi cic mAu binh
thuong 12 642,4 trong tiy bao, 68,29 dbi vé6i t& bao gbe, 11,66 ddi véi cac té bao T, va
13,73 dbi voi té bao B.

Céc két qua néu trong Fig.16 chi ra ring MAb khang FLT3, nhu MAb CHv62.21
va MAb CHv62.21pAF theo sang ché c6 thé phat hién duge protein FLT3 biéu hign qué
mic trong AML.

Vidu 13

Hoat tinh gy ddc té bao in vitro qua trung gian CHv62.21pAF va CHv62.21pAF-
AGL-0182-30

Khd nang cia khang thé FLT3 (CHv6221pAF) va ADC chta FLT3
(CHv62.21pAF-AGL-0182-30) qua trung gian hoat tinh gay doc té bao phu thuéc FLT3
dugc danh gia bang cach sir dung cic dong té bao bach cdu MV-4-11 va MOLM-13 ctia
dbi twong bi bénh, ma bidu hién FLT3 ndi sinh va dong té bao bach ciu cla ddi tugng bi
bénh, Karpas299, ma khong biéu hién FLT3.

Tém lai, cac t& bao MV-4-11, MOLM-13, va Karpas299 dugc gieo cly trong
50pL méi truong ddy du, 1an luot & mat dd 1500, 2000, va 3000 té bao/giéng , 1én dia 96
giéng va dit trong ti nudi ciy 6 37°C; 5% CO,. Vao ngay tiép theo, cac té bao 1a Fc duogc
phong bé & thé tich 25 ul/giéng dé 1am giam qua trinh gin két khong dic hidu va dung
dich gbc 4x chira CHv62.21pAF-AGL-0182-30, déi ching isotyp khéng thé dugc tiép
hop v6i AGD-0182 (91.1pAF-AGL-0182-30), CHv62.21pAF, va d6i chung isotyp khang
thé (91.1pAF) dugc tao ra trong moi trudng ddy da va 25pL dich pha lodng theo diy
chira ADC va cac khang thé dugc bd sung vio cac giéng thich hop. Cac té bao duoc diéu
tri bang CHv62.21pAF-AGL-0182-30, 91. IpAF-AGL-0182-30, CHv62.21pAF, va
91.1pAF trong 5 ngay trong ti nudi cy mé & 37°C; 5% CO,. O giai doan cudi cia qua

trinh 0, 20uL Presto xanh da troi dugc bd sung vao mdi giéng va dugc 1 trong 2 gidr. Cac
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dia nay duoc doc bang cach st dung mdy doc dia BioTek Synergy H4 sir dung budc séng
kich thich 540 va budc séng phat ra 590.

Céac két qua trong Fig.17 chi ra rang ADC khang FLT3 (CHv62.21pAF-AGL-
0182-30) c6 thé cam g mot cach chon loc ddc tinh té bao clia cic dong té bao MOLM-
13 vi MV-4-11 biéu hién FLT3 trong khi d6 n6 khong thé cam tmg doc tinh té bao cta
dong t& bao Karpas299 khong biéu hién FLT3. Khang thé khéang FLT3 (CHv62.21pAF)
khong gdy doc té bao & cac dong té bao MOLM-13 va MV-4-11. Do do, cac dit liéu nay
chimg t6 ring MAb FLT3 CHv62.21pAF riéng 1é khéng gay doc té bao. Tét hon, chi ¢6
ADC chita FLT3 CHv62.21pAF-AGL-0182-30 c6 thé tiéu diét mot cach chon loc céc té
bio MOLM-13 vi MV-4-11 bidu hién FLT3 trong khi d6 n6 khéng anh huéng téi cac té
bao Karpas299 khong biéu hién FLT3.

Vidu 14

Uu diém cta CHv62.21pAF so vé6i khéng thé don dong FLT3 trong tinh trang k¥
thuat

MAb CHv62.21pAF theo sang ché c6 mot sé wu diém so véi khang thé don dong
khac gén két véi FLT3. Dic biét khi xem xet loi ich diéu tri ciia ADC theo sang ché. Vi
duy, tinh trang k¥ thuit dé cp to6i viée sau khi ddi tugng bi bénh bi AML dugc diéu tri
bing dugc chit héa tri lidu, thi s& 1am ting sy biéu hién cla phdi tr FLT3 (“FL”) trong
huyét twong. Xem, Takashi, et. al., Blood vol. 117(12) (March 2011). Ngoai ra, nhén thay
rang FL ting 1én lam gidm déng ké hoat tinh cua cac chét &rc ché FLT. Id. EB 10 dugc
tiép hop v6i Monometyl auristatin F (EB 10-MMAF) duoc thong bdo 1a ADC chira FLT3
khang nguoi. (Xem, Proc Amer Assoc Cancer Res, Volume 46, 2005). Nhén thiy ring
EB 10 phong bé FL. Xem, Patent M§ s6 8,071,099 (Imclone). Do d6, ddi tugng ctia sang
ché nhim tao ra Khang thé don dong gin két voi khang nguyén FLT3, nhung khong gin
két v6i FL.

Trong mdt thir nghiém, khang thé don dong CHv62.21 theo sang ché duoc xac
nhan 13 khong phong bé FL. Tém lai, FLT3-Fc ti td hgp clia ngudi dugc mua tir hé
théng R va D. Protein nay dugc bét dong trén bé& mat ctia vi cdu Luminex da duge hoat
héa bang cach sir dung phuong phép héa hoc sulfo-NHS/EDC tiéu chuén theo quy trinh

duoc cung cap bsi Luminex. Dang protein dugc gan His, cung v6i mot sO protein khac
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dugc tiép hop v6i vi cdu Luminex, va déng vai trd 1am mau d6i chung trong quy trinh
nay.

Ngoai ra, phdi tr FLT3 ciing dugc mua tir hé théng R va D. Phéi tir duogc biotinyl
héa bang cach sit dung Thermo Scientific EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin, No-Weigh
Formula theo huéng din ctiia nha san xuét. Sau hai (2) gio cho pfotein phan ng véi
Sulfo-NHS-LC-Biotin, biotin khong dugc két hop duoc Iy ra biang cach tham tach khang
DPBS.

Kha ning cua FLT3 dugc bit dong trén bé mit cua cac vi cau dé gan két vai phdi
tir dugce biotinyl hoa ctia né duge danh giad bang cach cac vi ciu phan ng véi cac ndng
dd khac nbau cia phéi tir duoc biotinyl hda, duge tao ra trong dung dich dém chira PBS,
2% BSA, 0,05% Tween 20, va 0,1% natri azit, trong 120 phtat & nhiét d9 trong phong
dong thoi lic nhe. O giai doan cudi ctia qué trinh G, cac vi ciu duge hut ra va rira. Phéi tir
duoc biotinyl héa FLT3 gén két véi thu thé d4 duoc bat dong clia né dugce phét hién bang
Strep tavidin-R-Phycoerythrin (Moss, Inc.). Su phat huynh quang lién quan dén cac vi
cAu dugc do bang thiét bi Luminex. Viéc danh gia ndy da chi ra rang ndng d6 5 ng/mL
cua phéi tir dugc biotinyl héa FLT3 1a du dé tao ra tin hiéu manh, ma khong 1am bdo hoa

FLT3 lién quan dén cac vi cau.

Cudi cing, dé danh gia kha ning cila khang thé FLT3 dé phong bé phdi tz, hon
hop duoc tao ra chira phéi tir duge biotinyl héa FLT3 & ndéng d6 5 ng/mL, cing véi cic
khang thé khac nhau trong qua trinh nghién ctru 13 10 pg/mL. Cac hdn hop ndy duge st
dung cho FLT3 da duogc bat dong trén céc vi cdu va duge U trong 60 phat. O giai doan
cudi cia qua trinh 0, cac vi cAu dwogc hit ra va rira. Phéi tir dugce biotinyl héa FLT3 gén
két v6i thu thé d3 duoc bit dong cua né duge phat hién bing Streptavidin-R-
Phycoerythrin (Moss, Inc.). Su phat huynh quang lién quan dén cac vi cau duoc do bang
thiét bi Luminex. Cac khang thé c6 kha ning phong bé phéi tir dugc quan sat bang cach
khir MFI (cuong do phéat huynh quang trung binh).

Céc két qua & Fig.8 khing dinh ring MAb FLT3 CHv62.21 khong phai 14 chit
phong bé FL v MAb FLT3 khéc dugc ky hiéu 1a v62-1b37.1 (Bang VII) 1a chét phong bé
FL, twong tr v6i khang thé don dong FLT3 trong tinh trang k¥ thuat dugc ky hiéu EB 10
(Xem, Patent M§ s6 8,071,099).
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Kha ning cta khang thé FLT3 (CHv62.21 va v62- 1b37.1) qua trung gian tac dong
ciia phéi tir FLT3 ciia ngudi duge danh gia bang cach st dung dong té bao EOL-1 bach
cAu cta ngudi, ma biéu hién FLT3 ndi sinh. Déi ching isotyp khang thé (mLys-1c3.1)
cling dugc st dung. Cac té bao EOL-1 duqc gieo ciy trong 50pL mai trudng day du, &
mat @6 2000 t& bao/giéng trén dia 96 giéng va dat trong ti nudi cdy & nhiét d6 37°C; 5%
CO,: Vio ngay tiép theo, cac t& bao nay duoc diéu tri bing 50, 10 hodc 5 ng/mL phdi tir
FLT3 cua ngudi (trong 25pL mdi truong day da) va 10, 1, 0,1 va 0 pg/mL khéng thé thir
nghiém (trong 25uL moi truong diy dir). Mbi truong riéng r& duoc sit dung 1a déi chimg
khong duogc didu tri. Cac té bao nay duge didu tri trong 5 ngdy trong ti nudi cdy mé &
nhiét do 37°C; 5% CO,. O giai doan cubi ctia qua trinh @, 100uL t& bao chuan d¢ Glo
duoc bd sung vao mdi giéng va duoc U trong 30 phit, lic, & nhiét d trong phong. Céc
dia nay dugc doc cé st dung mdy doc dia BioTek Synergy H4 str dung Luminescence va

duoc v& d6 thi bang cach sir dung phan mém Graphpad Prism.

Cac két qua & Fig.9, chi ra ring v62-1b37.1 trc ché su phét trién & nong do cao véi
su c6 mit ctia phéi tir FLT3, nhung CHv62.21 lai khong anh hudng t6i su phét trién. Phdi
tir FLT3 clia ngudi riéng 1€ cling khong anh huéng téi su phat trién ctia dong té bao EOL-
1.

Dua vao ndng d6 FL trong huyét twong dugc ting 1én sau hoa didu tri bénh ung
thu (Xem, Takashi et. al., néu trén), nhan thiy loi ich khi MAb FLT3 theo sang ché
khong phong bé FL. Dé khang dinh diéu nay, nhan thiy ring trong khi hoat hoat tinh gay
doc té bao cua khéng thé don dong phong bé phdi tir giam xubng khi c6 mit FL thi hoat
hoat tinh gdy ddc té bio cia khang thé don dong khéng phong bé phdi tir lai khong giam
khi c6 mat FL.

Khé nang cua cac ADC chira FLT3 (CHv62.21pAF-AGL-0182-30 va v62-1b21.1-
AGL-0129-08) qua trung gian gy ddc té bao phu thudc FLT3 khong c6 mit va c6 mat
phéi tr FLT3 ctia ngudi (hFL) dugc danh gia bang cach st dung dong té bao RS-4-11
ctia bach cau ciia nguoi, ma biéu hién FLT3 néi sinh.

Tém lai, cac té bao RS-4-11 duge gieo ciy trong S0puL mdi truong day da & mat
6 3000 té bao/giéng trén dia 96 giéng va dit trong ti nudi cdy & nhiét 46 37°C; 5% CO,.
Vao ngay tiép theo, ADC duoc tao ra trong mdi trudng diy da & nong d6 10 pg/mL va
dugc pha loang theo day véi ty 1€ 1:5 d6i voi téng sé 9 diém. 25uL dich pha lodng theo
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diy chira ADC dugc bd sung vao céc giéng thich hop c6 va khong c6 phéi tor FLT3 cia
ngudi (100 ng/mL dugc bd sung 25ul/giéng ). Cac t& bao nay dugc diéu tri bang v62-
1b21.1-AGL-0129-08 (Bang VIII, Xem, WO2015/183978, Agensys, Inc.) va v62-1b37.1-
AGL-0129-08 c6 va khong c6 phdi tir FLT3 ctia nguoi trong 5 ngay trong ti nudi cdy md
& nhiét do 37°C; 5% CO,. O giai doan cudi ctia qua trinh 0, 20uL Presto xanh da troi
~ duge bd sung vio mdi giéng va dugc 1 trong 2 git. Cac dia nay duge doc ¢ sir dung
mdy doc dia BioTek Synergy H4 sir dung ¢ budce song kich thich 540 va buge song phat

ra 590 va dugc v& dd thi bang cach sir dung phén mém Graphpad Prism.

Cac két qua duoc thé hién trén Fig.10(A) va 10(B) chi ra ring ADC khang FLT3

(v62- 1621.1-AGL-0129-08 va v62-1b37.1-AGL-0129-08) c6 thé gy doc té bao clia dong

té bao RS-4-11 biéu hién FLT3. ADC khang FLT3, v62-1b21.1-AGL-0129-08, c6 mirc

gdy doc té bao tuwong tu khi c6 mit va khong c¢6 mat phéi tir FLT3 ctia ngudi. Tuy nhién,

hoat hoat tinh giy doc té bao ciia ADC khang FLT3, v62-1b37.1-AGL-0129-08, giam

xubng khi c6 mat phdi tir FLT3 ctia nguoi so sanh véi viée diéu tri bang ADC khong cé
phdi tir.

~ Trong thir nghiém khéc, kha ndng gén két cta khang thé khéng FLT3, CHv62.21

va v62-1b37.1, véi FLT3 duge bidu hién trén bé mit cua dong té bao MOLM-13 bach ciu

ctia nguoi duge danh gid voi s c6 mit cua phéi tir FLT3 cta ngudoi (hFL). D&i chimg

isotyp khang thé, AGS91.1-pAF, dugc st dung lam mau dbi chung am.

Tém lai, cac té bao MOLM-13 dugc gieo céy & mat do 50.000 té béo/giéng trén
dia 96 giéng day tron. Cac dia nay dugc rira mot 1an bang 150pL/giéng PBS. Céc té bao
1a Fc dugc phong bé (20 pg/mL) véi thé tich 50uL/giéng trong dung dich dém FACS
(PBS + 2% FBS + 0,1% natri azit) d& 1am giam qua trinh gan két khong dic hiu. Cac té
bao nay dugce u & nhiét 46 4°C trong 15 phut. Phéi tir FLT3 cua ngudi duge bd sung vao
cac giéng thich hop & 100 ng/mL va duge pha lodng theo ddy vdi ty 18 1:2 trong c6 tong
sb 11 diém. Cac té bao duge 1 trong 30 phat & nhiét do 4°C trudce khi bd sung khang thé
FLT3 da dugc biotinyl hoa. Sau khi 1, khang thé khang FLT3 d4 dugc biotinyl héa va dbi
chimg isotyp khang thé dugc tao ra trong dung dich dém FACS ¢ 10 pg/mL va 1 pg/mL
va 25pL duoc bd sung vao cac giéng va duoc 0 trong 1 gid & nhiét do 4°C. Cac té bao
duoc rta hai 14n bang dung dich dém FACS va Strep tavidin-PE (mién dich Jackson)
dugc bd sung 100pL/giéng va duge & trong 1 gid & nhiét d§ 4°C. Cac té bao duoc rira hai
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14n bang dung dich d&&m FACS va doc trén Attune Cytometer (Life technologies) va dugc
phan tich trong phan mém Flow Jo (Tree Star).

Céc két qua & Fig.11(A) chi ra rang phdi tir FLT3 cia ngudi khong gdy anh huéng
t6i khang thé khang FLT3, AGS62P, gin két vdi cac t& bao MOLM-13. Tuy nhién, phéi
tir FLT3 ciia ngudi gy anh huéng t6i kha nang gan két cua khang thé khang FLT3,
cHv62-1b37.1, v6i cac té bao MOLM-13 theo céch phu thudc lidu.

Cudi cung, kha ning ciia ADC chira FLT3, AGS62P1, qua trung gian gy doc té
bao phu thugc FLT3 khi khong c6 mdt va c6 mat phéi tir FLT3 cta ngudi (hFL) dugc
danh gia bang cach st dung .d(‘)ng té bao MOLM-13bach cdu clia ngudi, ma biéu hién
FLT3 ndi sinh. Péi ching isotyp ADC, AGS91.1.88-pAF-AGL-0182-30 dugc st dung
lam miu d6i chimg 4m.

Tém lai, cac t& bao MOLM-13 dugc gieo cdy trong S0uL méi trudng ddy di & mat
d6 2000 té bao/giéng trén dia 96 giéng va dit trohg t nudi cay & nhiét do 37°C; 5% CO.,.
Vao ngay tiép theo, cac té bao 1a Fc dugce phong bé véi thé tich 25uL/giéng dé 1am giam -
qué trinh gin két khong dic hiéu. ADC dugc tao ra trong mdi trudng day du ddi véi ndng
d6 cubi 10 pg/mL va dugce pha lodng theo diy véi ty 1€ 1:5 trong téng s6 9 diém. 12,5uL
dich pha loang theo day chira ADC dugc bd sung vao cac giéng thich hop c6 va khong c6
phdi tir FLT3 ciia ngudi (100 ng/mL duge bd sung 12,5pL/giéng ). Céc té bao nay dugc
didu'tri bing AGS62P1 va AGS91.1.88-pAF-AGL-0182-30 cé va khong c6 phéi tir FLT3
clia nguoi trong 5 ngay trong td nudi cdy mo & nhiét d6 37°C; 5% CO,. O giai doan cudi
ctia qua trinh 0, 20uL Presto xanh da tro1 dugc bd sung vao mdi giéng va duoc 1 trong 2
gio. Céac dia dugc doc str dung may doc dia BioTek Synergy H4 c6 sir dung ¢ budc song
kich thich 540 va budc song phat ra 590 va dugc vE dd thi bang cach st dung phan mém

Graphpad Prism.

Két qua & Fig.11(B) chi ra rang phéi tir FLT3 ciia ngudi khéng gy anh huéng t6i
ADC khang FLT3 (CHv62.21pAF-AGL-0182-30) giy doc té bao & cac té bao MOLM-
13.

Do d6, trong khi d6 khang thé don dong FLT3 c6 thé dugc sir dung trong didu tri,
chtr khong phai toan bd MAb FLT3 la tuong tu nhau. Cac két qua trong cac Fig.8-11 chi
ra rang MAb FLT3 khong gén két v6i FL c6 wu diém ndi bat so v6i khang thé don dong

FLT3 gén két voi FL. Ngoai ra, lién quan dén loi ich didu tri cia ADC theo sang ché, cac
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két qua chi ra raing ADC chira khéng thé don dong FLT3 khong phong bé phéi tir, nhu
CHv62.21pAF-AGL-0182-30 van c6 tac dung khang khéi u khi so sanh véi ADC chia
chat phong bé phdi tir MAb FLT3 véi su ¢6 mit ciia FL. Ngudi ¢6 trinh d trung binh
trong linh vuc nay hiéu dugc ring sy c6 mit cta FL gia ting sau khi didu tri bang hoa
didu tri bénh. Ngoai ra, da biét ring su c6 mit ciia FL gia ting cfing 1am giam hoat tinh
cac chét e ché FLT3. Do dé, cac két qua trong cac Fig.8-11 goi y ring ADC chira khang
thé don dong FLT3 khong phong bé phéi tir c6 chi sé diéu tri va tic dung khang khdi u
t6t hon so v6i ADC chira chét phong bé phdi tir MAb FLT3 & cac dbi tuong bi bénh bi
bénh ung thu.

Vidu 15
Thir nghiém do on dinh ctia CHv62.21pAF-AGL-0182-30

Do dn dinh cua ADC chira FLT3 CHv62.21pAF-AGL-0182-30 vd ADC khéc
chira FLT3 st dung hop chét giy doc t& bao khac dugc ky higu 1a AGL-0301-20 (Xem,
W02014/043403, Agensys, Inc.) dugc danh gid in vitro. Trong thtr nghiém nay, huyét
thanh ngudi (Millipore) duoc 1am mét tic dung bing 0,4 mg/mL mdi ADC va phosphat
d6 pH = 7,3 v6i ndng dod cudi 1a 50 mM va dugc @ trong ti 4p duge lam dm & nhiét do
37°C. 100pul cac phﬁn dugc thu gom va duge lam dong lanh & nhiét d6 -80°C & 5 phut, 3
gio, 25,25 gio, 51,25 gio, va 171,2 gio. Sau khi toan b cac mau dugc thu gom, ELISA
duoc thue hién dé dinh lugng khang thé va thanh phan duoc chét ciia mdi ADC. Céc két
qua chi ra tang lién két dugc chit-khang thé CHv62.21pAF-AGL-0182-30 14 6n dinh
theo thoi gian thir nghiém & Fig.12(A). Tuy nhién, Fig.12(B) chi ra rang lién két dugc
chit-khéng thé dbi véi v62-1b21-AGL-0301-20 1a khong 6n dinh, din dén sy tiép hop
ddng thoi theo thoi gian thir nghiém.

Trong ban mo ta nay, dit li€u khac nhau trén trang web, cong bd don, don yéu ciu
cAp patent va patent dugc vién din. (C4c trang web duge dua ra boi Uniform Resource
Locator cta ching, hodc URL, trén trang web toan cau). Noi dung cia cac tai lidu duoc
két hop vao sang ché bang cach vién din. Sang ché khong bi gidi han boi cac phuong an
theo sang ché, ma chi du dinh minh hoa riéng ré& c4c khia canh riéng ré& cla sang ché, va
cac phuwong an bét ky twong duong v& mit chtrc ning nim trong pham vi ctia sang ché.
Céc cai bién khac nhau so v&i mé hinh va phuwong phap theo sang ché, ngoai cac cai bién

duoc néu trong ban mé ta, 13 hién nhién ddi véi ngudi c6 trinh @ trung binh trong linh
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vuc nay tir phan mo ta va cach ti€p cén néu trén, va dugc du dinh theo cach tuong tu dé
nam trong pham vi ctia sdng ché. Cac cai bién hodc phuong an khac nhu vay c6 thé duoc

dua ra ma khong nam ngoai pham vi ctia sang che.
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Bang

Béang I: Cac m/té bao bidu hién FLT3 khi mic bénh ung thu 4c tinh.
Bénh bach ciu tiy bao cip tinh (FAML”);

Bénh bach ciu nguyén bao lympho cép tinh (“ALL”)

Bénh bach ciu nguyén bao lympho té bao B;

Bénh bach ciu lympho tién té bao B. |

Baéng II: Cac chir viét tit clia axit amin

Mot chit cai | Ba chircai | Tén diy di
F Phe phenylalanin
L Leu leuxin
S Ser serin
Y Tyr tyrosin
C Cys Xystein
W Trp tryptophan
P Pro prolin
H His histidin
Q GIn glutamin
R Arg arginin
1 lle isolenxin
M Met methionin
T Thr threonin
N Asn asparagin
K Lys lysin
\% Val valin
A Ala alanin
D Asp axit aspartic
E Glu axit glutamic
G Gly glyxin

Bang [1I: Ma tran thé axit amin

Pugc tich hop tir Phdn mém GCG 9.0 BLOSUMG62 vé ma tran thé axit amin
(phong bé ma tran thé). Tri sb cang cao, viéc thé cang tim thay nhiéu hon & cac protein tu

nhién, li€n quan. I
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Bang IV. Phuong phép téng hgp chung AGL-0182-30
Phuong phéap tong hop chung AGL-0182-30

Trong d6 AA1 = Axit amin 1

AA2 = Axit amin 2

AAS = Axit amin 5

Dil = Dolaisoleuin

Dap = Dolaproin

Gbc lién két = Aminooxyaxetyl

AA1 + AA2—Dil Bocfgl(‘\rro” + AAS

oL ©
Dap

AA1-AAZ-Dil-Dap-AAS

Gbc lién két —~ AA1T-AAZ-Di-Dap-AAS
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Bang V. Céc vi tri CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 va CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3
nhu dugc x4c dinh 1dn luot béi cac hé théng danh s thir ty Kabat, Chothia, va Contact.

Déi véi CDR-H1, viée dénh sb gbc duge dua ra bang cach sir dung ca hé théng danh sb
thir tu Kabat 1an Chothia.

CDR Kabat Chothia Contai
124-134 (24-134 £30-136
COR-L1 RASQGIRNDLG RASQOGIRNDLG  RNDLGWY
(SEQID NO: 14) {SEQIDNO: 15} {SEQID NO: 16)
150-L56 L50-L56 ;j.sﬁ‘;;iism
COR-12 AASSLOS AASSLQS {s&é a‘:{ NO: 19)
(SEQ 1D NO: 17) (SEQIDNO: 18) T
189-197 L89-L97 189-196
COR-L3 LOHNGEPYT LOHNGFPYT LOHNGEPYT
‘ {SEQ 1D NO: 20) (SEQIDNO: 21} {SEQID NO: 22)
H31-H35 H26-H32 H30-H35
CDRHE* GYSIN GETESGY SGYSIN
B {SEQ 1D NO: 23} (SEQIDNO: 24} {SEQID NO: 25)
ORH1* H31-H35 H26-H32 H30-H35
COR-H1 GYSIN GFTESGY SGYSIN
{SEQID NO: 26) {SEQIDNO: 27} {SEQID NO: 28)
COR-H3 H50-HB5 H52-H56 H47-H58
SISSSSNYIYYADSVKG  SSSSN WVSSISSSSNYI
(SEQ 1D NO: 29) (SEQIDNO: 30} {SEQIDNO: 31)
CORH3 H95-H102 H95-H102 H93-H101
I EGFIAGTTFDAFDI EGFIAGTTFDAFD] AREGFIAGTTEDAFD

(SEQ 1D NO: 32)

{SEQ ID NO: 33}

{SEQ ID NO: 34)

*Hé théng danh s thir ty Kabat

** Hg théng danh s6 thir tu Chothia

Bang VI. Bang ty 1€ giita tri s6 trung binh hinh hoc va phét huynh quang trung
binh (MFR) trong thit nghiém FACS.
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" Khong Phat
Dong té bao u]n?gg:l}:u' Ngudn du"({t ' hiénﬁ thivr | Isotyp cll‘:;’f ‘21- MFR
nhudm cap
Karpas-299 ALCL DSMZ 623 596 569 634 1
REH ALL ATCC 220 236 235 16200 69
EOL-1 AML Sigma/HPA 282 292 281 14000 50
MOLM-13 AML DSMZ 303 313 320 14000 44
MONOMAC-1 AML Creative Bioarray 315 348 338 11400 34
MV-4-11 AML ATCC 344 355 366 2875 8
OCI-AML2 AML DSMZ 343 337 329 5646 17
PL-21 AML DSMZ 598 584 570 3715 7
SKM-1 AML DSMZ 465 449 445 3208 7
THP-1 AML ATCC 486 475 474 19700 42
RS4;11 B-ALL ATCC 184 213 213 18400 86
SEM B-ALL DSMZ 181 207 212 13200 623
NALM-1 CML ATCC 197 254 262 12900 49

Béng VIL Trinh tu khang thé ctia v62-1b37.1.

Trinh ty axit amin ctia chudi ning v62-1b637.1. (SEQ ID NO.12).

15 FDDY
51 SRDDAKNSLYLOMNS D
101 ¥ ALV KD

151 ; PSSSLOTOTY
201 I«
251 DTLEI

301 T

351 1} IAVEWESHGQPENNYRTTFPRVL

401 D506 SVMBEALBENHYTQORKESLELEPEK

GJEPCRAPKRLIYA

FTLTISSL

QPEDEATYYCLOHNSYPYTEGO
T

PSDEQLKSCGTASVVCLLENFYPREAKVOWEY

TYSLSSTLILSKADYEKHEVYACEVTHQG

201 LESPVTEKSER

Bang VIIIL. Céng thirc hoa hoc ctia AGL-0129-08.
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0129-08 c6 nghia la (S)-metyl 2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((28S,3S)-3-
azido-2-((S)-2-(dimetylamin)-3-metylbutanamido)-N-metylbutanamido)-3-metoxy-5-me-
tylheptanoyl)pyrolidin-2-yl)-3-metoxy-2-metylpropanamido)-3-phenylpropanoat

P

O Ny ~ /\:
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé hodc manh gén két khang nguyén cta né gin két v6i FLT-3 chta ving
CDRHI1 cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.23, vuing CDRH2 ¢6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.29, ving CDRH3 ¢6 trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.32, vang CDRL1 c¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.14,
ving CDRL2 c¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.17, va CDRL3 c¢6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ TD NO.20.

2. Khéng thé hoic manh gin két khang nguyén cta né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay chtra ving bién dbi chudi ning cdu thanh tir trinh tu axit amin nam trong khoang tir E
thir nhat dén S thtr 123 cia trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.11 va ving bién ddi chudi
nhe cAu thanh tr trinh tu axit amin ndm trong khoang tr D thit nhét d&én R thir 108 cia
trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10.

3. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6 khang thé
niy chita ving bién ddi chudi ning céu thanh tir trinh tu axit amin cta ving bién doi
chudi ning cua khang thé duoc san sinh bdi té bao budng tring chudt dong Trung Qudc
(CHO) duge luu trit tai Ngan hang giéng va vi sinh vat Hoa Ky voi ma s dang ky 1a
PTA-121831 va ving bién ddi chudi nhe cdu thanh tir trinh ty axit amin ctia chudi nhe
ctia khang thé dugc san sinh bdi budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO) dugce luu
trit tai Ngan hang giéng va vi sinh vit Hoa Ky v6i ma sb dang ky 1a PTA-121831.

4. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia n theo diém 1, trong d6 khang thé
nay chira vung Fc 1a phan nhém IgG.

5. Khang thé hodc méanh gan két khang nguyén cua n6 theo diém 1, trong d6 ving Fc nay
chtra gbc thay thé axit amin khong co trong ty nhién & vi tri axit amin 124 cia chudi
ning, va trong d6 axit amin khong cé trong tu nhién nay la para-axetylphenylalanin
(pAF).

6. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira chudi nang cdu thanh tir trinh tu
axit amin ndm trong khoang tir E thir nhat dén G thir 452 cia trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO.11 va chudi nhe cAu thanh tir trinh tr axit amin nim trong khoang tir D thi nhat
dén C thtr 214 cua trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.10.
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7. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira chudi ning cdu thanh tir trinh tur
axit amin ndm trong khoang tir E tht nhat dén K thir 453 cia trinh ty nhu néu trong SEQ
ID NO.11 va chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin nim trong khoang tir D thir nhét
dén C thtr 214 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

8. Khang thé theo diém 5, trong d6 khang thé nay chira chudi ning c4u thanh tir trinh tu
axit amin cta chudi ning ciia khang thé dugc san sinh boi té bao budng trimg chudt dong
Trung Qudc (CHO) duge luu trit tai Ngan hang gibng va vi sinh vat Hoa Ky v&i ma s6
dang ky 12 PTA-121836, va chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin of the light chain
ctia khéng thé dugc san sinh bdi t& bao budng trimg chudt dong Trung Quéc (CHO) duoc
lua trit tai Ngan hang gidng va vi sinh vat Hoa Ky véi ma s6 dang ky 1a PTA-121836.

9. Khang thé hoic manh ghn két khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6 axit amin
thir nhat cta viing bién ddi chudi ning hodc chudi ning 14 pyroglutamat.

10. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé niy chira chudi ning ciu thanh tir trinh tu
axit amin nim trong khoang tir V thir 2 dén G thr 452 cua trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.11, va trong d6 axit amin thir nhit clia ving bién ddi chudi ning hodc chudi ning 1a
pyroglutamat, va trong d6 khang thé nay chira chudi nhe cAu thanh tir trinh tu axit amin
nim trong khoang tir D thir nhat dén C thtr 214 cla trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.10.

11. Manh gin két khang nguyén chira cac ving CDR cua khang thé theo diém 1, trong d6
ménh gin két khang nguyén nay gin két véi FLT-3.

12. Manh gin két khang nguyén theo diém 11, trong d6 méanh gin két khang nguyén
duge chon tir nhém bao gém Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, va scFv.

13. Axit nucleic phan 14p ma héa khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo
diém 1.

14. Vecto bidu hién chira axit nucleic phén l4p theo diém 13.

15. Té bao vat chu tai td hop chira vecto biéu hién theo diém 14.

16. Khang thé hoic méanh gin két khang nguyén duogc san xut bang cach nudi ciy té bao

vét chi tai t6 hop theo diém 15.
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17. Thé tiép hop khang thé dugc chét chira khang thé hodc manh gin két khang nguyén

theo diém 1 dugc tiép hop v6i duge chét didu tri bénh thong qua gbc lién két.

18. Thé tiép hop khang thé dugc chét theo diém 17, trong d6 gdc lién két nay 14 gbc lién
két khong thé phan cét.

19. Thé tiép hop khang thé dugc chit theo diém 18, trong d6 gbc lién két nay 1a axit 2-

(aminooxy)axetic.

20. Thé tiép hop khang thé dugc chit theo diém 17, trong d6 duge chat didu tri bénh 13
(28S,3S)-N-((3R,4S,59)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-ox0-3-phenylpropan-2-
yl)amino)-1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-metyl-1-
oxoheptan-4-yl)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-metyl-2-(metylamino)butanamido)butanamit.
21. Thé tiép hop khang thé duoc chét theo diém 17, trong do thé tiép hop khang thé dugc
chét nay c6 cong thirc sau: |
Khéng thé - (Gdc lién két - Dugc chét diéu tri bénh),,

trong d6 gde lién két nay 1a axit 2-(aminooxy)axetic, trong d6 duge chit diéu tri
bénh la (2S,3S)-N-((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((S)-1-amino-1-ox0-3-
phenylpropan-2-yl)amino)-1-metoxy-2-metyl-3-oxopropyl)pyrolidin-1-yl)-3-metoxy-5-
metyl-1-oxoheptan-4-yl)-3-azido-N-metyl-2-((S)-3-metyl-2-(metylamino)butanamido)-
butanamit, va trong d6 p dugc chon tir nhom bao gém 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7,
1,8,1,9,2,2,1,2,2,23,2,4,2,5,2,6,2,7,2,8,2,9, va 3.
22. Duoc phdm chira Iwong hitu higu diéu tri bénh ctia thé tiép hop khang thé dugc chat
theo diém 17, va ta duoc duoc dung.
23. Duogc phém theo diém 22, trong d6 duoc phém nay con chira mét hodc nhidu duoc

chét khang bénh ung thur.
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Fig.1 (tifp)
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#

Fig.1 (tiép)
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Fig.2A (tiép)

-160-



ot

0

G, VA Y

e

ma
61 B8

t amin {SEQ ID NO.6) cia

do6i chu

i axt

itn

¢ bi

Bt

rig

t

-

‘@
a4 VUE

-

=)

¥

&
=

b

35520
appa cia ngudi

-

cach chian |

"

&1

(SEQ ID NO

X
=
ung h
k

a CHv62.21. %

i

s

2B, Trinh ty ADN b6 sun

]
i

&

hing d

g
=

ch
& vimn

-

E

T x

chuol nke

gach chiin |

Fig

iy

£

b
8|

[}

[ —
2 GAR

1

{
i
[
[4
|

P

)
i

ok}

i

[

f

-161-




35520

- I B - I
S 2 o4 g 2
& e & - °
.n.U -l m Y _‘M £
; - o
_\Q‘ s Py 4 I o o
=T [ L e 1 ot
e i A [ 2] ) P
B & E § O L o ¢
o m s g A ‘. Wowg| oot
Y Moo= = o 3 el 2 ba Wt e By
= - 8L ol ™ bt Y ¥,
WoOE om = o [ [PV TR
n - LI Py g ) i) A . ul ’
ST X = B o i 1 r ¥
2 & L - -] o o ? ) ] B oL
E = £ L g, o o - W 3 0
I I A o . DR
X m Y o o i g B ) )
= B w 2 g e i i 0 £
= E b ‘w = ) m,,m_‘ al "y B 10 ) "s,w [ ﬂw
g F i J » i e 3
o 3 2 E ¢ B el al o
o] ; b 4 -3 <
- m = Wus ¥R ; . ] oty e R
- " = ;.,frt.. -m - - & HH 1 » n“_u. M.zw ﬂ
E s 8 4 & o OB e B
- * ey -] 11} et . &) '
- il = xm &Y el o ) » N
= ,QM, ? , 2N wy W
A - = 16 I N il el Ta| CHoe
S 2 B o £ N f Gl
ﬂ Hm “ e L.»w " Vox ) a ¥l
el < (AT
R 2§ -] + i)
G, s F (¥ ° R4 i1 -
BL e e | ] .
i = :
m E ,M & oLy "
Q L« b Ity T ]
DB £ 2 b 0
W om e o3 u vl o) o ) 5
iR e ey 4 G- =l b U]
[ E2) e nnv "4 U“ » .ﬁau. ¥ Q 3_
= 3 - m o & o Q) P ”m " 0
By > e frr i 7
o WO T8 : b bl . Q
2 - .5 T F oL Lo
o~ B 2 B TS B D !
Z o 5 M P N " i &) “ o
oA v &4 4] v K o
-= < &5 g . Fon R i
=W .n 2 - o ] [ . b
. = : i Y v
.~ w % = MM Rt wl i [ ]
- s . - " Al
m O o5 £ .5 ! ool m ) o i ”
- 2w M 1Y e i)
¥ = wu m. el z.—M L__ [
Sf:ru b | i
. - = #l ) -
a3 B O o & i
b .M - m o i '
5 -~ 2 8 w el e el e
i o N o
[ [Ro] iy

-162-



35520

£

Fig.2C (ticp)
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Fig.3B. Trinh tu axit amin (SEQ ID NO.10) caa chudi nhe cia CHv62.21. Vimg hui gach
chin 1a viing bién ddi chudi nhe, va ving mdt gach chin I ving hing dinh kappa cia

nguwoi.
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Fig.3C. Trinh ty axit amin (SEQ ID NO.11} caa ch u6i ndng cia CHv62.21. Vi tri axit amin

56 124, duge dinh dén bing X 14 vi tri cia bd ba mi héa amber dé xen axit amin khéng c6
trong trr nhién (“onAA™). Ving hai gach chiie 13 ving bién déi chudi ning, vk viing mit

gach chin 13 ving hing dinh ciia IgG1 cia ngudi.
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Fig.15

Biéu dé thé hién két qua ciia FACS gin két/dong té bae

cHv62.21-Biotin
IgGI-biotin eta isotyp
cia ngadi
Streptavidin-PE
Khong dugye nhudm

-180-



35520

£2°¢1

9911

6789

+7H9

oy Funip

€ 98q 9L

L ogqal

208 0vq 2L,

opq AnJ

86

€81¢

1°£96

quIq Suniy

J OBq 2L

203 opq 9,

oeq AnJ,

Suonx An) npwr 1/5u0s An1 0 NEW NYW 6

gowm o pewqy  spdorad  omdm

+0

(00

F000Z

-000¢

¥

Sugny) quiq ngw 9 udry nog

Suonp quiq agw ga dgo 08 WY NYW B3 0 (L4 WK w

91°314

00 3

TNV MBI

Lowgg opd opg opg dm
e
s
0001
- 0002
.
- D00E

k)

a

TINV ngw 9

€L wiry nug

-181-



35520

Fig.17. Panh gia hoat tinh giy ddc té bao in-vitro cia CHv62.21 pAF-AGL-
0182-30 va CHv62.21 pAF trén cic té bao MOLM-13, MV-4-11 & Karpas299
Hoat tinh gy djc té bao MV-4-1
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<110>
<120>
'<130>
<140>
<141>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210> 1
<211> 3307
<212> ADN
<213> Homo
<220>
<223> FLT3
<400> 1
gttttacacyg
gaggccatgc
gcaatgatat
aatcataaga
tccececggaag
gccgetgtgg
gggaacattt
gatttacaaa
ggagaatacc
agtataagaa
caggacgccc
tgcgattcac
aaagtgcttc
agggaatgca
caattatttc
catggattcg
gagatgagta
tcagtggcaa
tcagctttgg
tatgaaattg
atcagatgta
aacggataca
catgcagaaa
cctcaagtgce
ttaccatctt
acagaaggag
agtactctaa
tcececttggca
caagacaaca
accctgctaa
gtacaggtga
tatgatctca
ggtgcttttg
atccaggttg
atgtcagaac
ggggcgtgca
cttctcaact
aaggaacaca
ggttcaagag
tcatttcact
gacttgaatg
atggaatttc
gtcacccacg
gattccaact
agcctgtttg

Chua

34

AGENSYS,
KHANG THE GAN KET VOI PROTEIN FLT3 VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
511582009200

INC.

dugc gan

03-09

sapiens
clla nguoi

aggcggcatc
cggcgttgge
ttgggactat
acaatgattc
acctcgggtg
aagtggatgt
cctgtctctg
acagaggagt
tactttttat
ataccctgct
tggtctgcat
agggggaaag
atgaattatt
ccaggctgtt
ttaaagtagg
ggctcacctg
cctattcaac
gaaacgacac
ttaccatcgt
accaatatga
cgtggacctt
gcatatccaa
atgatgatgc
tcgcagaagc
ggacctggaa
tctggaatag
acatgagtga
catcttgtga
tctcattcta
tttgtcacaa
ccggctectce
aatgggagtt
gaaaagtgat
ccgtcaaaat
tcaagatgat
cactgtcagg
atctaagaag
atttcagttt
aagttcagat
ctgaagatga
tgcttacatt
tggaatttaa
ggaaagtggt
atgttgtcag
aaggcatcta

35520

DANH MUC TRINH TU

Concurrently Herewith
US 62/130,476
2015~

gcagggctgyg
gcgcgacggce
tacaaatcaa
atcagtgggyg
tgcgttgaga
atctgcttcce
ggtctttaag
tgtttcecatg
tcagagtgaa
ttacacatta
atctgagagc
ctgtaaagaa
tgggatggac
cacaatagat
ggaaccctta
ggaattagaa
aaacagaact
cggatactac
agaaaaggga
agagttttgt
ctctcgaaaa
gttttgcaat
ccaatttacc
atcggcaagt
gaagtgttca
aaaggctaac
agccataaaa
gacgatcctt
tgcaacaatt
gtacaaaaag
agataatgag
tccaagagaa
gaacgcaaca
gctgaaagaa
gacccagctg
accaatttac
taaaagagaa
ttaccccact
acacccggac
aattgaatat
tgaagatctt"
gtcgtgtgtt
gaagatatgt
gggcaatgcc
caccattaag

FastSEQ for Windows Version 4.0

gccggcgcegg
ggccagctgc
gatctgcctg
aagtcatcat
ccccagagct
atcacactgce
cacagctccc
gtcattttga
gctaccaatt
agaagacctt
gttccagagc
gaaagtccag
ataaggtgct
ctaaatcaaa
tggataaggt
aacaaagcac
atgatacgga
acttgttcct
tttataaatg
ttttctgtca
tcatttcctt
cataagcacc
aaaatgttca
caggcgtcct
gacaagtctc
agaaaagtgt
gggttcctgg
ttaaactctc
ggtgtttgtc
caatttaggt
tacttctacg
aatttagagt
gcttatggaa
aaagcagaca
ggaagccacg
ttgatttttg
aaatttcaca
ttccaatcac
tcggatcaaa
gaaaaccaaa
ctttgctttg
cacagagacc
gactttggat
cgtctgcectg
agtgatgtct

-183-

cctggggacc
cgctgctecgt
tgatcaagtg
catatcccat
cagggacagt
aagtgctggt
tgaattgcca
aaatgacaga
acacaatatt
actttagaaa
cgatcgtgga
ctgttgttaa
gtgccagaaa
ctcctcagac
gcaaagctgt
tcgaggaggg
ttctgtttgc
cttcaaagca
ctaccaattc
ggtttaaagc
gtgagcaaaa
agccaggaga
cgctgaatat
gtttctcgga
ccaactgcac
ttggacagtg

tcaagtgctg

caggcccctt
tcctcttcat
atgaaagcca
ttgatttcag
ttgggaaggt
ttagcaaaac
gctctgaaag
agaatattgt
aatactgttg
ggacttggac
atccaaattc
tctcagggct
aaaggctgga
catatcaagt
tggccgccag
tggctcgaga
taaaatggat
ggtcatatgg

ccgggcetceccg
tgttttttct
tgttttaatc
ggtatcagaa
gtacgaagct
cgatgcccca
gccacatttt
aacccaagct
gtttacagtg
aatggaaaac
atgggtgctt
aaaggaggaa
tgaactgggc
cacattgcca
tcatgtgaac
caactacttt
ttttgtatca
tcccagtcaa
aagtgaagat
ctacccacaa
gggtcttgat
atatatattc
aagaaggaaa
tggataccca
agaagagatc
ggtgtcgagc
tgcatacaat
cccttteatc
tgtcgtttta
gctacagatg
agaatatgaa
actaggatca
aggagtctca
agaggcactc
gaacctgctg
ctatggtgat
agagattttc
cagcatgcct
tcatgggaat
agaagaggag
tgccaaagga
gaacgtgctt
tatcatgagt
ggcccccgaa
aatattactg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



35520

tgggaaatct
tacaaactga
tacattataa
ttgacttcgt
gatggccgtg
atggatttgg
gttttaagga
taatttcatc
aagctgtctg
acaaggcagg
ctcaggc
<210> 2
<211> 993
<212> PRT
<213> Homo
<220>
<223> FLT3 cua nguoi
<400> 2
Met Pro Ala Leu Ala Arg
1 5
Phe Sexr Ala Met Ile
20
vVal

tctcacttgg
ttcaaaatgg
tgcaatcctg
ttttaggatg
tttcggaatg
ggctactctc
cttcatccct
actaaaagaa
cgtttactct
aggagctgat

tgtgaatcct
atttaaaatg
ctgggctttt
tcagctggca
tcctcacacc
tccgecagget
ccacctatcc
aatctattat
tgttttcaaa
aatgaacttt

taccctggca
gatcagccat
gactcaagga
gatgcagaag
taccaaaaca
caggtcgaag
ctaacaggct
caactgctgc
gggacttttg
attggagcat

sapiens

Gln
10
Thr

Asp Gly Gly Leu

Phe Thr Ile
25

Lys

Gly Asn

Ile Ile His Asn Asn

40
Val

Lys Cys Leu Asn

35
Ser Met Glu
55

ser

Ser ser Pro Ser Ser

50
Ala

Lys Tyr

Leu Gln Thr
70

Ser

Val
75
Leu

Cys Pro Ser
65

val

Arg Gly

Glu Vval vVal Ala

85
Ile

Ile Thr
20

val

Asp Ser

Ala Asn Ser Leu Phe

100
Pro

Pro Gly Cys Trp

105
Phe Leu Gln Asn
120

Thr

Gln His
115

Leu

Asn Cys Asp Arg

val Ile
130
Gln

Glu
135
Asn

Lys Met Thr Gln Ala Gly

Ile
145
Arg

Glu Ala Thr
150

Tyr

Thr Ile Leu
155

Pro

Ser Tyr

Thr Leu Thr Leu

165
Ala

Asn Leu Arg Arg

170
Glu Gln val Ile Ser
185

Ser

Asn Asp Leu Glu

180
Trp

Cys

Ile Val Glu Val

195
Pro

Leu Cys Asp Gln

200
Lys

Gly

Glu Ser Ala Val Vval Glu Glu

210
Gly

Lys
215
Cys

Lys

Phe
225
Cys

Met Ile Ala Asn

235
Gln

Asp Arg
230

Thr

Cys Arg

Thr Phe
245
Phe

Ile Asn
250

Glu

Arg Leu Asp Leu

Gln Leu Leu val Pro

260
His

Leu Pro Lys Gly

265

Ala Vval Val Asn His Phe Leu

275
Ala

Lys Gly Gly

280

Asn Lys Leu Glu Glu Asn Phe Glu

290
Asn

Gly
295
Arg

Tyr

Thr
305
Ala

Thr Met Ile
310

Gly

Ile Phe Ala
315

Ser

Arg Leu
Thr
325
Leu

Arg Asn Asp Tyr Tyr Thr Cys

330
Gln Ala Glu
340

Ser

Ser Ser Val Thr Ile Val

345
Ile

Lys

Thr Asn Ser Glu Asp Tyr Glu Asp Gln

-184-

ttcecggttga
tttatgctac
aacggccatc
aagcgatgta
ggcgaccttt
attcgtagag
gtagattacc
ttcaccagac
taaaatcaaa
tgatctgcat

Pro Leu Leu

Gln Leu
30
Ser

Asp

Ser
45
Glu

Asp

Pro
60
Tyr

Asp

Glu Ala

Gln Vval Leu
Ser
110

Val

Lys His
Val
125
Tyr

Gly

Glu
140
Phe

Leu

Thr Vval

Tyr Phe Arg

Val Pro
190
Cys

Ser
Glu Ser
205
Val Leu
220

Glu

His

Leu Gly

Thr Pro Gln
Ile
270

Glu

Leu Trp

Thr Trp
285
Met Ser
300

Phe

Thr

Val Ser

Ser Ser Lys

Phe Ile
350
Glu

Gly

Tyr Glu

tgctaacttc
agaagaaata
cttcecctaat
tcagaatgtg
cagcagagag
gaacaattta
aaaacaagat
ttttctctag
tcatcctgte
ccaaggcctt

val
15
Pro

vVal
Val
Val Gly
Leu Gly
Ala

80
Asp

Ala

Val
95
Ser Leu

Ser Met

Leu Phe
Ile
160
Met

Ser

Lys
175
Glu Pro

Lys Glu

Glu Leu
Glu
240
Thr

Arg

Thr
255
Arg Cys

Leu Glu

Tyr Ser
val
320
Pro

Ser

His
335
Asn Ala

Phe Cys

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3307



Phe

Phe

sSer
370
Ser

385

Tyxr
Ile
Leu
Gln
Lys
465
Gly
Ser
Lys
Leu
Tyr
545
Leu
Gln
Asp
Asn
Met
625
Val
Ala
Asn
Leu
Ser
705
His
Met
Ser
Glu
Phe
785
Phe
Val

Ala

Arg

Ser
Phe
Asn
Ala
450
Lys
vVal
Ser
Cys
Asn
530
Ala
Ile
Met
Phe
Leu
610
Asn
Ala
Leu
Ile
Ile
690
Lys
Asn
Pro
Gly
Asn
770
Glu
Leu
Leu

Arg

Leu
850

355
Val

Arg
Ile
His
Ile
435
Ser
Cys
Trp
Ser
Cys
515
Sexr
Thr
Cys
val
Arg
5395
Glu
Ala
Val
Met
Val
675
Phe
Arg
Phe
Gly
Leu
755
Gln
Asp
Glu
Val
Asp

835
Pro

Arg
Lys
Ser
Ala
420
Arg
Cys
sSer
Asn
Thr
500
Ala
Pro
Ile
His
Gln
580
Glu
Phe
Thr

Lys

Ser
660

Asn I

Glu
Glu
Ser
Ser
740
His
Lys
Leu
Phe
Thr
820

Ile

val

Phe
Ser
Lys
405
Glu
Arg
Phe
Asp
Arg
485

Leu

Tyr

Gly
Lys
565
Val
Tyr
Gly
Ala
Met

645
Glu

Leu
Lys
805
His

Met

Lys

Lys
Phe
390
Phe

Asn

Lys
470
Lys
Asn
Asn
Pro
Val

550
Tyr

Glu
Lys
Tyr
630
Leu
Leu
Leu
Cys
Phe
710

Tyr

Glu

Leu
Cys
790
Ser
Gly

Ser

Trp

Ala
375
Pro
Cys
Asp

Pro

Asp

455
Ser

Ala

Val
615
Gly
Lys
Lys
Gly
Cys
695
His
Pro
val
Ser
Glu
775
Phe
Cys
Lys

Asp

Met
855

360
Tyr

Cys
Asn
Asp
Gln
440
Gly
Pro
Asn
Ser
Leu
520

Pro

Leu

Sexr
ASp
500
Leu

Ile

Glu

Ala
680
Tyr
Arg
Thxr
Gln
Phe
760
Glu
Ala
val
val
Ser

840
Ala

35520

Pro
Glu
His
Ala
425
vVal
Tyr
Asn
Arg
Glu
505
Gly

Phe

Gly

Met

—

565
Cys

Gly
Thr
Phe
Ile
745
His
Glu
Tyr
His
vVal
825

Asn

Pro

-185-

Gln
Gln
Lys
410
Gln
Leu
Pro
Cys
Lys
490
Ala
Thr
Ile
Phe
Phe
570
Asp
Lys
Ser
Lys
Ala
650
Thr
Thr
Asp
Trp
Gln
730
His
Ser
Glu
Gln
Arg
810
Lys

Tyr

Glu

Ile
Lys
395
His
Phe
Ala
Leu
Thr
475

val

Ile

Gln
Ile
555
Arg
Asn
Trp
Gly
Thr
635
Asp
Gln
Leu
Leu
Thr

715
Ser

Asp
Val

795
Asp

Val

Ser

Arg
380
Gly
Gln
Thr
Glu
Pro
460
Glu
Phe
Lys
Cys
Asp

540
Val

Glu

Ala
620

-

Giy
Ser
Leu
Ser
Leu
700
Glu
His
Asp
Asp
Leu

780
Ala

Cys
val

Leu
860

365
Cys

Leu
Pro
Lys
Ala
445

Ser

Glu

Glu
525
Asn
val
Glu
Tyr
Phe
605
Phe
Val
Ser
Gly
Gly
685
Asn
Ile
Pro
Ser
Glu
765
Asn
Lys
Ala
Asp
Arg

845
Phe

Thr
Asp
Gly
Met
4320
Ser
Trp
Ile
Gln
Phe
510
Thr
Ile
Leu
Ser
Phe
590
Pro
Gly
ser
Glu
Ser
670
Pro
Tyr
Phe
Asn
Asp
750
Ile
Val
Gly
Ala
Phe
830

Gly

Glu

Trp
Asn
Glu
415
Phe
Ala
Thr
Thr
Trp
495

Leu

Ile

Thr
Gln
575
Tyxr
Arg
Lys
Ile
Arg
655
His
Ile
Leu
Lys
Ser
735
Gln
Glu
Leu
Met
Arg
815
Gly

Asn

Gly

Thr
Gly
400
Tyr
Thr
Ser
Trp
Glu
480
val
Val
Leu
Phe
Leu
560
Leu
Val
Glu
Val
Gln
640
Glu
Glu
Tyr
Arg
Glu
720
Ser
Ile
Tyr
Thr
Glu
800
Asn
Leu

Ala

Ile



50

55

35520

Tyr Thr Ile Lys Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly
865 870 875
Ile Phe Ser Leu Gly Val Asn Pro Tyr Pro Gly
) 885 890
Asn Phe Tyr Lys Leu Ile Gln Asn Gly Phe Lys
900 905
Tyr Ala Thr Glu Glu Ile Tyr Ile Ile Met Gln
915 920
Asp Ser Arg Lys Arg Pro Ser Phe Pro Asn Leu
930 935
Cys Gln Leu Ala Asp Ala Glu Glu Ala Met Tyr
945 950 955
Arg Val Ser Glu Cys Pro His Thr Tyr Gln Asn
965 970
Arg Glu Met Asp Leu Gly Leu Leu Ser Pro Gln
980 : 985
Ser
<210> 3
<211> 1362
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Chudi n&ng cta CHv62.21
<400> 3
gaggtgcagce tggtggagtc tgggggaggc ctggtcaggc
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt ggctatagca
ccagggaagg ggctggaatg ggtctcatcc attagtagta
gcagactcag tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt
tttatagctg gaactacttt tgatgctttt gatatctggg
gtctcttcag catccaccaa gggcccatcg gtcttccccc
acctctgggg gcacagcggce cctgggctgce ctggtcaagg
acggtgtcgt ggaactcagg cgccctgacc agcggcgtgce
cagtcctcag gactctactc cctcagcagc gtggtgaccg
acccagacct acatctgcaa cgtgaatcac aagcccagca
gttgagccca aatcttgtga caaaactcac acatgcccac
ctggggggac cgtcagtctt cctctteccece ccaaaaccca
cggacccctg aggtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc
ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca
cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg
aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc
accatctcca aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg
cgggaggaga tgaccaagaa ccaggtcagc ctgacctgcecc
agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat gggcagccgg
cctccegtge tggactccga cggctccttc ttcctctata
agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga
cactacacgc agaagagcct ctccctgtct ccgggtaaat
<210> 4
<211> 453
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Chudi n&ng cua CHv62.21
<400> 4
Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ser Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Ser Ile Ser Ser Ser Ser Asn Tyr Ile Tyr

-186-

Ile Leu Leu

Ile Pro Val

Met Gln

910

Ser Cys Trp
925

Thr Ser

940

Gln

Phe

Asn Val

Arg Arg Pro

Ala Gln Val

990

ctggggggtc
taaactgggt

gtagtaatta
acgccaagaa
attactgtgc
gecaagggac
tggcaccctc
actacttccc
acaccttccc
tgccctceccag
acaccaaggt
cgtgceccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgecacca
tcccagccecce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
aa

Val Arg Pro

Thr Phe Ser
30
Gly Leu Glu
45
Tyr Ala Asp
60

Glu
880
Ala

Trp

Asp
895
Pro Phe

Ala Phe

Leu Gly

Asp Gly
960
Phe Ser
975

Glu Asp

cctgagactc
ccgccaggct
catatactac
ctcactgtat
gagagaaggg
aatggtcacc
ctccaagagc
cgaaccggtg
ggctgtccta
cagcttgggce
ggacaagaaa
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcecce
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

Gly Gly
15

Gly Tyr
Trp Val

Ser Val

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
10290
1080
1140
1200
1260
1320
1362



Lys
65
Leu

Gly Arg

Gln Met

Ala Arg Glu
Gln
115

val

Trp Gly
Ser
130
Ala

Pro
Thr

145
Thr

Ala

Val Ser

Pro Ala Val

Thr Val
His
210
Cys
Leu Gly
Met
Glu

275
His

His

Val
290
Thr Tyr
305
Asn Gly
Ile
Val Tyr
355
Ser Leu
370
Val Glu
385

Pro

Trp

Pro VvVal

Thr Asp
His
435
Pro

Val Met
Ser
450
<210> 5
<211> 645
<212> ADN
<213> Homo
<220>
<223>
<400> 5
gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagc

Leu

Phe Thr
Ser
85

Phe

Asn

Gly
100
Gly Thr

Phe Pro

Leu Gly

Ile
70

Leu
Ile
Met

Leu

Cys

Ser Arg

Arg Ala

Ala Gly
Thr
120
Pro

Val

Ala
135

Leu Val

150

Asn
165
Gln

Trp

Leu
180
Ser Ser

Pro Ser

Lys Thr

Ser

Ser

Ser

Asn

His

Gly Ala

Ser Gly

Leu Gly
200
Thr Lys
215

Thr Cys

230

Ser
245
Arg

Pro

Ser
260
Asp Pro

Asn Ala

vVal Vval

Val
Thr
Glu
Lys

Ser

Phe Leu

Pro Glu

Val Lys
280
Thr Lys
295

Val Leu

310

Glu Tyr
325
Lys Thr
340
Thr

Thr Cys

Glu Ser

Lys

Ile

Pro E

Leu

Asn

Lys
Lys

Ser
360
vVal Lys
375

Gly Gln

390

Leu Asp
405
Lys Ser
420
Glu Ala

Gly Lys

sapiens

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagcgcct
gcagtggatc
caacttatta
tggagatcaa

Ser

Arg

Leu

Asp Gly

Trp Gln

Asn
440

His

Chudi nhe cta CHv62.21

tccatcctcece
gggcattaga
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtctacag
acggactgtg

35520

Ala
75
Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Thr Thr
105

Val

Phe

Ser Ser

Ser Ser Lys

Lys Asp Tyr
155
Thr Ser
170

Tyr

Leu

Leu Ser
185
Thr

Gln Thr

Val Asp Lys

Pro Pro Cys

235

Phe Pro Pro
250

val Thr

265

Phe

Cys

Asn Trp

Pro Arg Glu

Thr Val Leu

315

Val Ser Asn
330

Ala Lys

345

Arg

Gly

Glu Glu

Gly Phe Tyr

Pro Glu Asn

Phe Phe
410
Gly

Ser

Gln
425
His

Asn

Tyr Thr

ctgtctgcat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactctca
cataatggtt
gctgcaccat

-187-

Lys Asn Ser

Ala Val Tyr
Phe
110

Thr

Asp Ala

Ala Ser
125
Ser Thr Ser
140
Phe

Pro Glu

Gly Vval His
Ser
190

Cys

Leu Ser
Ile
205
Val

Tyr
Lys Glu
220
Pro

Ala Pro

Pro Lys
vVal
270
Asp

Val

vVal
285
Gln

Tyr

Glu
300
His

Tyr

Gln Asp

Lys Ala Leu

Gln Pro Arg

350

Met Thr Lys
365

Pro Ser

380

Asn

Asp

Tyr Lys

Leu Tyr Ser

Val Phe Ser
430
Ser

Gln Lys

445

ctgtaggaga
gctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcag
tccegtacac
ctgtcttcat

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Asp Ile

Lys Gly

Gly Gly
Val
160
Phe

Pro

Thr
175
Val Vval

Asn Val

Pro Lys

Glu Leu
240
Asp Thr
255
Asp Val

Gly Vval

Asn Ser
Leu
320
Ala

Trp

Pro
335
Glu Pro
Gln

Ile Ala
Thr
400
Leu

Thr

Lys
415
Cys Ser

Leu Ser

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcecct
ttttggccag
cttccecgceca

60

120
180
240
300
360



35520

tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc
gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct
ctgagctcge ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt
<210> 6
<211> 214
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Chudi nhe cua CHv62.21
<400> 6
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120
Thr Ala Ser Val Vval Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 - i85 :
Ala Cys Glu Vval Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
<210> 7
<211> 1362
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Chudi ning cua CHv62.21
<400> 7
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ctggtcaggce
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt ggctatagca
ccagggaagg ggctggaatg ggtctcatcc attagtagta
gcagactcag tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt
tttatagctg gaactacttt tgatgctttt gatatctggg
gtctcttcat agtccaccaa gggcccatcg gtcttccccce
acctctgggg gcacagcggc cctgggctgce ctggtcaagg
acggtgtcgt ggaactcagg cgccctgacc agcggcgtgce
cagtcctcag gactctactc cctcagcagc gtggtgaccg
acccagacct acatctgcaa cgtgaatcac aagcccagca
gttgagccca aatcttgtga caaaactcac acatgcccac
ctggggggac cgtcagtctt cctcttccce ccaaaaccca
cggacccctg aggtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc
ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca
cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg

-188-

gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttaa

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg
30
Pro Lys Arg
45 )
Ser Arg Phe
60
Ser

Ser Leu

Asn Gly Phe
Val
110

Lys

Arg Thr

Gln Leu
125
Tyr Pro
140
Ser

Arg

Gly Asn

Tyr Ser

Lys His Lys
190
Val Thr

205

Pro

ctggggggtc
taaactgggt

gtagtaatta
acgccaagaa
attactgtgc
gccaagggac
tggcaccctc
actacttccc
acaccttccc
tgccctcecag
acaccaaggt
cgtgcccagce
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca

taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

Val
15
Asn

Gly
Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Tyr
95
Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala
Gln
160
Ser

Ser

Leu
175
Val Tyr

Lys Ser

cctgagactc
ccgccaggcet
catatactac
ctcactgtat
gagagaaggg
aatggtcacc
ctccaagagc
cgaaccggtg
ggctgtccta
cagcttgggc
ggacaagaaa
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg

420
480
540
600
645

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



aatggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcececgtge
agcaggtggc
cactacacgc
<210> 8
<211> 453
<212> PRT
<213> Homo
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223> Xaa
<400> 8
Glu Val
1
Ser

Bién
124

Gln

Leu Arg
Asn
35

Ile

Ser Ile
Ser
50

Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Glu
Gln
115
Val

Trp Gly
Ser
130
Ala

Pro
Thr Ala
145
Thr

Val Ser

Pro Ala Val

Thr Val Pro
195
His Lys
210
Cys

Asn

Ser
225
Leu

Asp

Gly Gly

Leu Met Ile
Glu
275

His

Ser His
val
290
Tyr

Glu

Thr
305
Asn

Arg

Gly Lys

Pro Ile Glu

Gln Val Tyr

agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

agcaggggaa
agaagagcct

sapiens

thé

para-axetylphenylalanin

vVal
5
Ser

Leu

Leu
20
Trp Val

Ser Ser

Phe Thr
Ser
85

Phe

Asn

Gly
100
Gly Thr

Phe Pro

Leu Gly

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Ile
Met

Leu

Cys

caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttc
cgtcttctca
ctccectgtcet

Chudi n&ng cua CHv62.21

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Ser Asn
55
Ser Arg

Arg Ala

Ala Gly

Val Thr
120
Ala Pro
135

Leu Val

150

Asn
165
Gln

Trp

Leu
180
Ser Ser

Pro Ser

Lys Thr

Ser

Ser

Ser

Asn

His

Gly Ala

Ser Gly
Gly
200
Lys

Leu

Thr
215

Thr Cys

230

Ser
245
Arg

Pro

Ser
260
Asp Pro

Asn Ala

vVal Vval

Val
Thr
Glu
Lys

Ser

Phe Leu

Pro Glu

Val Lys
280
Thr Lys
295

Val Leu

310

Glu Tyr
325
Lys Thr
340

Thr Leu

Lys
Ile

Pro

Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

35520

aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcecc
gggcagccgg
ttcctctata
tgctcecgtga
ccgggtaaat

(pAF)

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Gly Lys

Tyr Ile Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Thr Thr
105

val

Phe

Ser Ser

Ser Ser Lys

Lys Asp Tyr
155
Thr Ser
170

Tyr

Leu

Leu Ser
185
Thr

Gln Thr

Val Asp Lys

Pro Pro Cys

235

Phe Pro Pro
250

Val Thr

265

Phe

Cys

Asn Trp

Pro Arg Glu

Thr Val Leu

315

Val Ser Asn
330

Ala Lys

345

Arg

Gly

Glu Glu

-189-

tcccagcecceccece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
aa

Val Arg Pro

Thr Phe Ser
. 30
Leu Glu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Val Tyr

Ala Phe
110
Thr

Asp

Ser
125
Thr

Xaa
Ser Ser
140
Phe

Pro Glu

Gly Val His
Ser
190

Cys

Leu Ser
Ile
205
val

Tyr
Lys Glu
220
Pro

Ala Pro

Lys Pro Lys

vVal val val
270
Val Asp
285

Gln

Tyr
Glu
300
His

Tyr

Gln Asp

Lys Ala Leu

Gln Pro Arg

350
Lys

Met Thr

catcgagaaa
gcccccatcec
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

Gly
15
Gly

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Asp Ile

Lys Gly

Gly Gly
vVal
160
Phe

Pro

Thr
175
Val val

Asn Val

Pro Lys

Glu Leu
240
Asp Thr
255
Asp Val

Gly Vval

Asn Ser
Leu
320
Ala

Trp

Pro
335
Glu Pro

Asn Gln

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362



vVal
Val
385
Pro
Thr

Val

Leu

Ser
370
Glu
Pro
Val

Met

Ser
450

<210> ©°

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 9

Glu
1
Ser
Ser
Ser
Lys

65

Leu

Ala

Thr
145
Thr
Pro
Thr
Asn
Ser
225
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
305

Asn

Pro

Val
Leu
Ile
Ser
50

Gly
Gln
Arg
Gly
Ser
130
Ala
Val
Ala
Val
His
210
Cys
Gly
Met
His
val
290
Tyr

Gly

Ile

355
Leu

Trp
Val
Asp
His

435
Pro

453
PRT
Homo sapiens

Chudi

Gln

Glu

Gln
115

Val E

ser
Val
Pro
195
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
275
His
Arg

Lys

Glu

Thr
Glu
Leu
Lys
420
Glu

Gly

Cys
Ser
Asp
405
Ser

Ala

Lys

Leu
Asn
390
Ser

Arg

Leu

val
375
Gly
Asp
Trp

His

360
Lys

Gln
Gly
Gln

Asn
440

ning cua CHv62.21

Leu
Leu

20
Trp

Trp
Leu

180
Ser

Lys
Pro
Ser
260
Asp
Asn
val

Glu

Lys

val
5

Ser

Val

ser

Thr

. Ser

85
Phe

Thr

Pro

Asn
165
Gln
Ser
Ser
Thr
Ser
245
Arg
Pro
Ala
vVal
Tyr

325
Thr

Glu Ser Gly

Cys

Ser

Iile
70

Leu
Ile
Met

Leu

Cys

Ala

Ala
Val
Ala

135
Leu

150 -

Ser

Ser

Asn
His
230
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
310
Lys

Ile

Gly
Ser
Leu
Thr
215
Thr
Phe
Pro
val
Thr
295
val

Cys

Ser

Ala
Ala
40

Asn
Arg
Ala
Gly
Thr
120
Pro
val
Ala
Gly
Gly
200
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
280
Lys
Leu

Lys

Lys

35520

Gly
Pro
Ser
Gln

425
His

Ser
25
Pro

Asp
Glu
Thr
105
Val
Ser

Lys

Leu

Phe
Glu
Phe
410
Gly

Tyr

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

Thr
Ser
Ser

Asp

Thr

. 170

Leu
185
Thr
val
Pro
Phe
val
265
Phe
Pro
Thr

val

Ala

-190-

Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
250
Thr
Asn
Arg
val
Ser

330
Lys

Ty™
Asn

395
Phe

Leu

Phe

Tyr
Ala
75

Thr
Phe
Ser
Lys
Tyr
155
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
235
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
315

Asn

Gly

Pro
380
Asn

Leu

val
Thr
Gly
Ty
60

Lys
Ala
Asp
Ala
Ser
140
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
220
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
300
His
Lys

Gln

365
Ser

Tyxr
Tyr
Phe

Lys
445

Ar g
Phe
Leu
45

Ala

Asn

val

Vai
Ser
Ile
205
val
Ala
Pro
val
val
285
Gln
Gln

Ala

Pro

Asp
Lys
Ser
Ser

430
Ser

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr
Phe
110
Thr
Ser
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu
Pro
Lys
Val
270
Asp
Tyr
AsSp

Leu

Arg

Ile
Thr
Lys
415

Cys

Leu

Gly
15

Gly
Trp
Ser
Leu
Tyxr

95
Asp

Thr
175
Val
Asn
Pro
Glu
Asp
255
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro

335
Glu

Ala
Thr
400
Leu

Ser

Ser

Tyr
80

Cys
Ile
Gly
Gly
Val
160
Phe
val
val
Lys
Leu
240
Thr
Val
val
Ser
Leu
320

Ala

Pro



Gln
vVal
Val
385
Pro
Thr

val

Leu
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Ser
65

Glu

<210
<211
<212
<213
<220
<223
<220
<221
<222
<223
<400

val
Ser
370
Glu
Pro
val
Met
Ser
450

10
21

v oV oV

Cys

> Asn

210
> 11
> 45

Tyr
355
Leu
Trp
Val
Asp
His

435
Pro

4

PRT
Homo sapiens

Chudi

Gln

val

Gly

val
115
sSer

Glu
195
Arg

3

> PRT
> Homo sapiens

>

340
Thr

Thr
Glu
Leu
Lys
420

Glu

Gly

nhe
Met
Thr
20

Tyxr
Ser
Gly
Ala
Gln
100

Phe

Val

Thr
180
val

Gly

Leu
Cys
Ser
Asp
405
Ser

Ala

Lys

cua

Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Pro Pro Ser
360
Leu Val Lys
375
Asn Gly Gln
390
Ser Asp Gly

Arg Trp Gln

Leu His Asn
440

CHv62121

Gln Ser Pro
Thr Cys Arg
Gln Lys Pro

40
Leu Gln Ser

Thr Lys Leu

Phe Pro Pro

120

Cys Leu Leu
135

Val Asp Asn !

150
Gln Asp Ser

Ser Lys Ala
His Gln Gly

Cys

> Chudi nang ctta CHv62.21

>

> Bién thé

> 12

4

35520

345
Arg

Gly
Pro
Ser
Gln

425
His

Leu

Glu
105
Ser

Asp
185
Leu

Glu
Phe
Glu
Phe
410

Gly

Tyr

Ser
10

sSer
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
170

Tyr

Ser

Glu
Tyr
Asn
395
Phe
Asn

Thr

Leu
Gln
Ala

Pro

Lys
Glu
Phe
Gln

155
Ser

> Xaa = para-axetylphenylalanin (pAF)

> 11

Met
Pro
380
Asn
Leu
val

Gln

Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr

Lvs

Pro

Thr
365
Ser
Tyr
Tyr

FPhe

Lys
445

Ala

Ile

Ly S
45
Axg

Ser

Gly

Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyx
His

vVal
205

350
Lys

Asp
Lys
Ser
Ser

430
Ser

Sexr
Arg
30

Arg
Phe
Leu

Phe

val

110

Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Asn
Ile
Thr
Lys
415

Cys

Leu

Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Gln
Ala
Thr
400
Leu

Ser

Ser

Gly
Pro
80

Tyx
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Arg Prc Gly Gly

1

5
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Ser
Ser
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Trp
Pro
Thr

145
Thr

Glu
Thxr
305
Asn
Pro
Gln
val
val
385
Pro
Thr

val

Leu

Leu
Ile
Ser
50

Gly
Gln
Arg
Gly
Ser
130
Ala
vVal

Ala

His
Val
290
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
370
Glu
Pro
Val

Met

Ser
450

<210> 12
<211l> 44

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 12

Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met
Glu
Gln
115
Val
Ala
Ser
val
Pro
195
Lys
AsSp

Gly

Ile

Glu A

275
His

Arg
Lys
Glu
Tyr
355
Leu
Trp
Val
Asp
His

435
Pro

9

PRT
Homo sapiens

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
100
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
180

Ser

Pro

Lys
340
Thr
Thxr
Glu
Leu
Lys
420
Glu

Gly

Ser
Val
Ser
Thr
Ser
85

Phe
Thr
Pro
Gly
Asn
165
Gln
Ser

Ser

Thr

> Ser

245
Arg

Pro
Ala
Val
Tyr
325
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
405
Ser

Ala

Lys

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Ile
Met
Leu
Cys
150
Ser
Ser
Ser
Asn
His
230
val
Thr
Glu
Lys
Ser
310
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
390
Ser

Arg

Leu

Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg
Ala
val
Ala
135
Leu
Gly

Ser

Leu

Phe
Pro
vVal
Thr
295

val

Cys

Pro
Val
375
Gly
Asp

Trp

His

Ala
Ala
40

Asn
Arg
Ala
Gly
Thr
120
Pro

val

Ala

Gly
200
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
280
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
360
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
440

Chudi ning cua v62-1b37.1
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Ser
25

Pro
Tyr
AsSp
Glu
Thr
105
Val
Ser
Lys
Leu
Leu
185

Thr

val

Phe
Val
265
Phe
Pro

Thr

Val

Ser

Gln
425
His
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Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

Thr
Ser
Ser
Asp
Thr
170
Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
250
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
330

Lys

Glu

Glu
Phe
410
Gly

Tyr

Phe
Lys
Tyr
Ala
75 -
Thr
Phe
Ser
Lys
Tyr
155
Ser

Ser

Thr

Trp

Glu

Tyr
Asn
395
Phe

Asn

Thxr

Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

‘Asp

Xaa
Ser
140
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
220
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
300
His
Lys
Gln
Met
Pro
380
Asn
Leu

val

Gln

Phe
Leu
45

Ala
Asn
val
Ala
Ser
125
Thr
Pro
val
Ser
Ile
205
vVal
Ala
Pro
val
Val
285
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
365
Ser
Tyr
Tyxr

Phe

Lys
445

Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyxr
Phe
110
Thr
sSer
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu
Pro
Lys
val
270
Asp
Tyxr
Asp
Leu
Arg
350
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

430
Sexr

Gly
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
175
val
Asn
Pro
Glu
Asp
255
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
335
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
415

Cys

Leu

Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys
Ile
Gly
Gly
Val
160
Phe
val
val
Lys
Leu
240
Thr

vVal

Val

IJeu
320
Ala

Pro

Ala
Thr
400
Leu

sSer

Ser



Glu
Ser
Gly
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Thr
Pro
Gly

145
Asn

Ser
Thr
225
Ser

Arg

Pro

Val
305
Tyr

Thr

Cys
ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

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

Val
Leu
Met
Gly
50

Gly
Gln
Arg
Leu
Leu
130

Cys

Ser

Asn
210
His

val

Thr

Lys
290
sSer
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<220>

<223>

13

214
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Arg
Met
Asp

Val
115

Val
275
Thr
vVal
Cys
Ser
Pro
355
Val
Gly
Asp

Trp

His
435

Leu

Leu
20
Trp

Asn T

Phe
Asn
Gly
100
Thxr
Pro
val
Ala
Gly
i80
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys

Lys

Lys
Lys
340
Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
420
Asn

Val
Ser

Val

Thr
Ser
85

Tyr

Val

Leu
165
Leu

Thr

Phe
245
vVal

Phe

Val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

Chudi nhe cua

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu
Thr
Ser
Ser
Asp

150
Thr

Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215

Cys

Pro

Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Gly
Ala

120
Ser

Phe F

Gly
Leu
Tyr
200

Lys

Pro

Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

val

Gln
440
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Gly
Ser
25

Pro

Ser

Glu
Pro
105

Ser

Thr

Sexr
185
Ile

val

Pro
val
265
val
Gln
Gin
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys
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Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asp
Asp
90

Phe
Thr
Ser
Glu
His

170
Ser

Pro
Lys
250
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Val

Phe

Gly
Ala
75

Thr
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
vVal
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Asn
Gly
Gly
140
Val
Phe
val
val
Lys
220
Leu
Thr
Val
Val
Ser
300

Leu

Ala

Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Arg
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Leu
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
val
365
val
Pro
Thr

val

Leu
445

Pro
Asp
30

Glu
AsSp
Ser
Tyr
Gly
110

Ser

Ala

val

Ala
val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
val
Met

430
Ser

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
His
95

Gln
Val
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly



<400> 13
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile

20
Leu Gly Trp Tyr Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
Pro Ser Val Phe Ile
115
Thr Ala Sexr Val Val
130
Lys Val Gln Trp Lys
145
Glu Ser Val

Iz
o
]

Glu
165
Ser Thr Leu Thr Leu
180
Ala Cys Glu Val Thr
195
Phe Asn Arg Gly Glu
210
<210> 14
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 14

Arg Ala Ser Gln Gly
1 5
<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 15

Arg Ala Ser Gln Gly
1 5
<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16

Arg Asn Asp Leu Gly
1 5
<210> 17

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 17

Ala Ala Ser Ser Leu
1 5
<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 18
Ala Ala Ser Ser Leu

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr
Thr
Phe
Cys

val

150

Gln
Ser
His

Cys

Ile

Ile

Trp

Gln

Gln

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyx
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp

Lys

Gln

Arg

Tyr

Ser

Ser

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

Asn

Asn

35520

Ser Ser
10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly val
Leu Thr

Leu Gln
90

Glu Ile

105

Ser Asp

Asn Asn
Ala Leu
Lys Asp

170
Asp Tyr

185
Leu Ser

Asp Leu
10

Asp Leu
10
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Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

His
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Gly

Gly

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser
Asn
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr

Lys

Pro

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

Val
205

Ser
Arg
30

Arg
Phe
Leu
Tyr
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

val
15

Asn
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175

val

Lys

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro
80

Tyr
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser



1 5

<210> 19

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Arg Leu Ile Tyr Ala
1 ‘ 5

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 20

Leu Gln His Asn Gly
1 5

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 21

Leu Gln His Asn Gly
1 5
<210> 22

<211>
<212>
<213> Homo sapiens
<400> 22

Leu Gln His Asn Gly
1 5
<210> 2
<211> 5
<212>
<213> Homo sapiens
<400> 23

Gly Tyr Ser Ile Asn
1 5
<210> 24

<21il>
<212>
<213> Homo sapiens
<400> 24

Gly Phe Thr Phe Ser
1 : 5
<210> 25

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 25

Ser Gly Tyr Ser Ile
1 5
<210> 26

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 26

Gly Tyr Ser Ile Asn
1 5
<210> 27

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 27

Gly Phe Thr Phe Ser

O W

PRT

AN N

PRT

35520

Ala Ser Leu Gln

10

Ser

Phe Pro Tyr Thr

Phe Pro Tyr Thr

Phe Pro Tyr Thr

Gly Tyr

Asn

Gly Tyr
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35520

1 5

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Ser Gly Tyr Ser Ile Asn
1 5

<210> 29

<21i> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Ser Ile Ser Ser Ser Ser Asn Tyr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<21i0> 20

<211> 5

«<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Ser Ser Ser Ser Asn
1 5

<210> 31

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Trp Val Ser Ser Ile Ser Ser Ser Ser Asn Tyr Ile
1 5 10

<210> 32

<211> 14

<212> PRT

<213:> Homo sapiens

<400> 32

Glu Gly Phe Ile Ala Gly Thr Thr Phe Asp Ala Phe Asp Ile
1 5 10

<210> 33

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Glu Gly Phe Ile Ala Gly Thr Thr Phe Asp Ala Phe Asp Ile
1 5 10

<210> 34

«<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<40C> 34

Ala Arg Glu Gly Phe Ile Ala Gly Thr Thr Phe Asp Ala Phe Asp
1 5 10 15
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