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PHUGNG PHAP NAY, DUGC PHAM CHUA PHUC HQP NAY VA KIT LIEN
QUAN

(57) Sang ché dé xuat phuong phap tao ra phirc hop thori huéng mé, phuong phap nay bao

gom:

a) tao ra chit tao chelat octadentat bao gbém bén gbc hydroxypyridinon (HOPO), duoc
thé & vi tri N bang nhom metyl, va gdc két hop tan cling bang nhom axit carboxylic;
b) két hop chét tao chelat octadentat di néu véi it nhat mot gbc hudng moé hudng dich

HER2; va

¢) cho chét tao chelat huéng mé di néu tiép xuc voi dung dich nude chira mot ion cua it
nhat mot chat dong vi thori phat ra tia alpha.

Phtic hop thori huéng mé duoc tao thanh hodc cé thé tao thanh bang phuong phap nay,

dugc pham chira phirc hop nay va kit lién quan ciing duoc dé xuat.
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Linh vue k§ thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép diéu ché phirc hé chira thori-227 véi céc phbi
ttr octadentat nhat dinh duoc 1ién hop véi gbe hudng mo huéng dich khang nguyén
HER2. Sang ché cling deé cap dén phuc hé, va viée didu tri bénh, dic biét 13 cic bénh
khdi u tan tao, bao gém budc sit dung phire hé nay.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Viée tidu diét té bao dic hiéu co thé 13 thiét yéu dé diéu tri thanh céng nhidu
loai bénh & dbi tuong dong vat c6 viu. Vi du dién hinh cia né 1a viée tri cac bénh 4c
tinh nhu sacom va caxinom. Tuy nhién, su loai bo chon loc cac loai té bao nhit dinh
cling ¢6 thé déng vai trd chi chdt trong didu tri cdc bénh khac, ddc biét 1a cac bénh

tang san va khoi u tan tao.

Phuong phép diéu tri chon loc phd bién nhat hién nay 13 phiu thuit, héa tri ligu
va chiéu xa bén ngoai bang tia. Tuy nhién, viéc diéu tri bang nuclit phéng xa huéng
dich 1a mét Iinh vuc dﬁy hira hen va c6 trién vong v6i kha ning phét ra bic xa cuc
manh gy doc t& bao dic biét 1a ddi véi cac loai té bao c6 lién quan dén bénh. Céc
dang duoc phim xa tri phd bién nhat hién nay dwoc phép str dung cho ngudi st dung
cac nuclit phong xa phat ra tia beta va/hodc gama. Tuy nhién, nguoi ta cling quan tdm
dén viée str dung cac nuclit phong xa phét ra tia alpha trong trj liéu do chiing c6 kha

ning tiéu diét t& bao dic hidu hon.

Khoéng birc xa ctia céc chit phat tia alpha dién hinh trong méi trudng sinh ly
thudng nho hon 100 micromet, chi twong duwong véi vai dudng kinh té bao. Diéu nay
khién cho cac nguén nay la déc biét thich hop dé diéu tri khéi u, ké ca khéi u di can,
do chiing c¢6 khoang céch xa d& dén duogc céc té bao 1an can trong khdi u nhung néu
ching duge hudng dich t5t thi rét it ning lugng dugc phat ra s& di qua vuot xa hon té

bao dich. Vi vy, khong cin phai moi té bao phai dugc hudng dich ma thuong ton déi
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v6i md khoe manh xung quanh van cé thé dugc giam thiéu (xem Feinendegen et al.,
Radiat Res 148:195-201 (1997)). Nguoc lai, hat beta c6 khoang birc xa 1 mm hodc 16n
hon trong nudc (xem Wilbur, khang thé Immunocon Radiopharm 4: 85-96 (1991)).

Ning lwong clia birc xa hat alpha cao so véi ning luong dugc mang boi hat
beta, c4c tia gama va tia X, dién hinh 13 5-8 MeV, hogc gAp tir 5 dén 10 1an ning luong
cua hat beta va 20 hodc hon 20 l4n ning lugng cla tia gama. Vi vay, su gilt lai mot
lugng 16n ning luong qua mot khoang cach rt ngén tao cho biic xa o kha nang truyén
ning luong tuyén tinh (linear energy transfer LET) cao mdt cach khac thuong, hiéu
luc sinh hoc tuong ddi (relative biological efficacy - RBE) 1a cao va ty 1€ ting cudong
oxy (oxygen enhancement ratio - OER) 1a thp so v&i birc xa gama va beta (xem Hall,
"Radiobiology for the radiologist", Fifth edition, Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia PA, USA, 2000). Didu nay giai thich tinh ddc té bao bt thudng cta nuclit
phdng xa phat ra tia alpha va ddng thoi dit ra cic yéu cAu nghiém ngit dbi véi vise
huéng dich sinh hoc ctia cac chét ddng vi ny 1én mtrc d§ diu chinh va nghién ctru sy
phan b nuclit phéng xa phét ra tia alpha ma didu nay 14 cin thiét d8 tranh céc tac dung

phu khong mong mudn.

Cho dén nay, lién quan dén don séng ché vé tri liéu mién dich phéng xa, chu
yéu tap trung vao 2!'At, 21°Bi va ?Ac va ba nuclit niy duoc khdo sat trong cac thir

nghiém tri liéu mién dich trong lam sang.

Vai nuclit phéng xa da dugce d8 xuét 13 ton tai trong thoi gian ngin, nghia 1 c¢6
thoi gian ban ra ngén hon 12 gid. Thoi gian ban rd ngén nhu viy khién cho viéc san
‘xuét va tiéu thu duogc phém xa tri dua trén céc nuclit phong xa nay theo cach thuong
mai 1a kho khan. Viéc str dung mot nuclit tdn tai trong mot thoi gian ngén ciing lam
gia tang ty 1€ ctia liéu lwvong phéng xa ma n6 s& duge phét ra trong co thé trude khi dat

dén vi tri dich.

Niing luong gidt lui tir sy phét tia alpha trong nhidu trudng hop s& gdy ra su giai
phdng céc nuclit con tir vi tri phan ré ctia nuclit me. Nang luong gidt Iui nay 1a du &é
pha v& nhiéu nuclit con tir mdi trudng héa hoc ma né cé thé chtra nuclit me, ching
han & noi ma nuclit me dugc tao phirc béi phéi tir nhu chét tao chelat. Didu nay s& xay

ra ngay ca & noi ma nuclit con twong thich vé mat héa hoc véi, nghia 1a ¢6 kha néng
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tao phic bdi, cung phéi tr. Tuong tw, & noi ma nuclit con 14 khi, ddc biét 1a khi tro
nhu radon, hodc khoéng tuwong thich vé mit héa hoc v6i phéi tir, hiéu luc gidi phéng
nay tham chi s& 16n hon. Khi nuclit con c6 thoi gian ban rd 16n hon vai giély, ching c6
thé khuéch tan ngay 1ap tirc vao hé théng mau, khong bi kiém soat béi tic nhén tao
phttc ma né chira nuclit me. Sau d6, céc nuclit con c6 hoat tinh phong xa tu do nay co

thé gy ra tinh ddc toan than khéng mong mubn.

Viéc str dung thori-227 (T12= 18,7 ngay) trong didu kién ma & d6 duy tri sy
kidm soat clia chét ddng vi con 2Ra da dugc d& xult vai nim truée ddy (xem WO
01/60417 va WO 02/05859). Diéu niy xay ra trong trudng hop mot hé mang duoc su
dung cho phép nuclit con dugec gift lai bdi mdt moi truong khép kin. Trong mot truong
hop, nuclit phong xa dugc b tri trong liposom va kich c& 16n cta liposom (so véi
khoéang cach git i) gitp cho céc nuclit con duge gitt lai trong liposom nay. Trong
trudong hop thir hai, phirc hé nhdm vao xuong cta nuclit phdng xa dugc st dung ma
né két hop vao chat nén xuwong va vi vy han ché su giai phong nuclit con. Déy 1a cac
phuong phap tiém ning cuc ky c6 1o, nhung viée sir dung liposom trong mot s6 trudng
hop khéng dugc mong muén va c6 nhidu bénh vé mé mém trong dé nuclit phong xa
khong thé duoc bao quanh béi chit nén da dugc khoang hoa dé gitt lai cac chit dong

vi con.

Gén ddy, da xac minh duge ring co thé dong vét c6 vi cb thé chiu duoc tinh
ddc cta nuclit con 2Ra dugc giai phong nhd sy phan rd ctia 2'Th & mic do 16n hon
nhidu so véi mire d6 duoc du bao tir cac thir nghiém trude ddy di véi cac nuclit tuong
duong. Khi khoéng c6 mit cac bién phap déc hiu dé gitt lai cac déng vi radi con ctia
thori-227 nhu d4 néu trén, thong tin sin cé cong khai lién quan dén tinh doc clia radi
khién cho khong thé st dung thori-227 1am tac nhén trj lidu do lidu lugng can thiét dé
dat duogc tac dung tri lidu tir sy phén ré thori-227 s€ tao ra tinh d6c & mic cao va lidu
luong c6 thé gy chét ngudi clia btc xa tir qua trinh phén rd cac ddng vi con radi, nghia
1a khong co ctra sb tri lidu.

WO 04/091668 mo ta phat hién khong mong mudn rdng ctra sb diéu tri trj liéu
tdn tai trong d6 luong hitu hiéu cé tac dung diéu tri cta nuclit phéng xa thori-227

hudéng dich co thé duoc dung cho d6i tugng (dién hinh 12 dong vét c6 vi1) ma khong
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tao ra mot luong radi-223 du d& géy ra tinh ddc & tiy khong thé chip nhéan duge. Vi
vay, didu nay c6 thé dugc st dung dé diéu trj va phong ngira tAt ca céc loai bénh & ca

vi tri m6 mém va xuong.

Dua trén nhiing tién bd trén ddy, hién nay cé thé str dung cac nuclit thori-227
phét ra tia alpha trong liéu phap phong xa endonuclit ma khong kém theo tinh ddc o
ty gy chét ngudi do ?’Ra dugc tao ra. Tuy nhién, cira s tri liéu ndy van con tuong
d6i hep va trong nhidu trudng hop mong mudn ciing khong sir dung cac ddng vi phong
xa phat tia alpha cho d8i twong nhiéu hon mtrc hoan toan can thiét. Vi vay, viée khai
thac hitu hidu cira sd tri liéu méi ndy s& duge ting cudng rd rét néu nuclit thori-227

phat ra tia alpha c6 thé dugc tao phirc va huéng dich véi dd tin cdy cao.

Do nuclit phdng xa phin rd mot cach lién tuc, thoi gian ding dé chuyén cho va
dong goi vat liéu tir uc phéan lap dn luc st dung cho déi tuong 14 cyc ky quan trong.
Cling c6 gia tri dang ké néu nuclit thori phat ra tia alpha c6 thé duoc tao phirc, huéng
dich va/hodc st dung & dang ma duoc bao ché mot cach nhanh chéng va thuén tién,
t6t hon 13 chi doi hoi vai budce, khoang thdi gian @ ngin va/hodc nhiét do khong tac
dong dén dic tinh cta thuc thé dich theo cach khong thuan nghich. Ngoai ra, cdc quy
trinh ¢6 thé duoc tién hanh trong dung moéi ma khéng can loai bo trude khi st dung
(vé co ban 14 trong dung dich nudc) c6 1oi dang ké & chd tranh budce bay hoi dung moi

hodc bude thim tach.

Ciing c6 gia tri dang k& néu ché phdm thudc duge dénh dAu thori c6 thé dugc
phét trién ma ché phim nay thé hién do 6n dinh gia ting dang ké. Pidu nay 1 quan
trong d& dam bao rang tiéu chuén chét luong ctia san pham tho dugce tuan thi trong
khi ddng thoi cho phép tao ra con duong hau cin @& phan phdi cac lidu dung dén bénh
nhan. Vi vdy, céc ché phdm véi su phén ly do phong xa tbi thidu trong khoang thoi

gian tir 1-4 ngay la dugc uu tién.

Trudc day, da nhan thdy réng chét tao chelat octadentat bao gdm cac nhém
hydroxypyridinon thich hop dé két hop thori-277 phat tia alpha, d8 sau d6 gin véi
phan tir dich (W02011098611). Chat tao chelat octadentat d& dugc md ta, bao gbm
bdn nhém 3,2- hydroxypyridinon dugc gén v6i khung trén co s amin béi cac nhém

lin két, c6 mt nhém phan tng riéng & duge sit dung dé lién hop v6i phéan tir huéng
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dich. Cu tric dugc uu tién cua sang ché tru6c ddy chta cdc nhém 3,2-
hydroxypyridinon va st dung gbc isothioxyanat lam gbc két hop wu tién d6i véi hop
phdn khang thé nhu dugc chi ra trong hop chit ALG-DD-NCS. Isothioxyanat dugc str
dung rong rai dé gn mdt nhin vio cic protein théng qua cac nhém amin. Nhém
isothioxyanat nay phan ing voi d4u tAn cling amino va cac amin bac nhét trong protein
va duoc st dung dé gén nhan nhiéu protein bao gbm ca cic khang thé. Mizc du lién két
thioure duoc tao thanh trong cac thé lién hop nay 1a kha én dinh, di bdo cdo ring thé
lién hop khéng thé duge didu ché tir isothioxyanat phat huynh quang suy thoéi theo
thoi gian. [Banks PR, Paquette DM., Bioconjug Chem (1995) 6:447-458]. Thioure
duoc tao thanh boi phan Gmg clia isothioxyanat phat huynh quang v6i cac amin cfing
d& bi chuyén héa thanh guanidin trong diéu kién bazo [Dubey I, Pratviel G, Meunier
BJournal: Bioconjug Chem (1998) 9:627-632]. Do su chu ky ban rd dai ctia thori-227
(18,7 ngay) két hop v6i thoi gian ban rd sinh hoc dai ctia khang thé don dong, mong
mudn st dung céc géc lién két manh hon dé tao ra thé 1ién hop bén hon vé& mit héa

hoc ca in vivo va dé bao quan.

Séan phim da biét ¢6 lién quan méat thiét nhit dén su lién hop cla cac phéi tir
hydroxypyridinon dugc cong bd trong W02013/167754 va boc 19 phdi tir c6 gbc hoa
tan trong nudc chita nhom chie hydroxyalkyl. Do kha néng phan tng cla cac nhom
hydroxyl, su hoat héa nhém chelat ndy nhu este da hoat héa la khong thé do nhidu
phan tng canh tranh theo sau tao ra hdn hop phitc tap gbm céc san phim théng qua
cac phan Gng este hoa. Vi vay, cac phdi tir trong W02013/167754 can phai dugc két
hop v&i protein huéng md nho cac gbc héa hoc thay thé nhu isothioxyanat tao ra thé
lién hop thioure kém bén nhu di mé ta trén day. Ngoai ra, WO2013167755 va
W02013167756 bdc 16 thé lién hop hydroxyalkyl/ isothioxyanat duge dung cho cac
khang thé huéng dich CD33 va CD22 twong Ung.

Ho HER cta céc tyrosin kinaza thu thé 13 cc chét trung gan quan trong d6i voi
su sinh trudng, biét hoa va sdng s6t cua té bao. Ho thu thé nay bao gbm bbn thanh
phan khac nhau bao gdm thy thé yéu td sinh truéng biéu bi (EGFR, ErbB1, hodc
HER1), HER2 (ErbB2 hogc p185"*), HER3 (ErbB3) va HER4 (ErbB4 hodc tyro2).
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Su bidu hién qué mitc ctia HER?2 (thudng xuyén nhung khéng déu do su khuéch
dai gen) da duogc quan sat & cac caxinom bao gdm caxinom da day, ndi mac tlr cung,
tuyén nudc bot, Jung, thin, rudt két, tuyén giap, tuy va bang quang.

HER? 12 dich cta khang thé don dong trastuzumab. Trastuzumab nhén dugc su
phé chudn tiép thi tir Co quan quan ly thuc pham va duge phim ngay 25 thang 9 ndm
1998 @& diéu tri cho cic bénh nhin bi ung thu vi di can, nhitng ngudi ma khéi u ctia
ho biéu hién qua mirc protein HER2. Phuong phap diu ché trastuzumab duge bdc 19
trong W092/22653.

Tac gia sang ché da phat hién ra rang bang cach tao ra phirc hop huéng mo
biing céch két hop chét tao chelat dic hiéu véi khang thé don dong khang HER?2 dung
1am gbc huéng dich, sau d6 bd sung ion thori phét ra tia alpha, phttc hop nhanh chéng
duoc tao ra, trong didu kién ém diu va nho gbc lién két ma van 4n dinh trong qua trinh

bao quan va str dung phirc hop nay.
Bén chit k§ thuit cia sing ché

Theo khia canh tht nhit, sang ché dé xut phuong phap tao ra phic hop thori

huéng md, phuong phép nay bao gbm:
a) tao ra chét tao chelat octadentat ¢ c6ng thirc (I) hodc (I):

O OH

)
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trong d6 Rc 1a gbc lién két c6 tan clng 14 gdc axit carboxylic, nhur
[-CH2-Ph-N(H)-C(=0)-CH,-CH,-C(=0)OH],
[-CHa-CH,-N(H)-C(=0)-(CH2-CH2-0)1:3-CH2-CH2-C(=0)OH] hoac

[-(CHa)1.3-Ph-N(H)-C(=0)-(CH2)1-5-C(=0)OH], trong d6 Ph la nhém
phenylen, t6t hon 14 nhém para-phenylen;

b) két hop chét tao chelat octadentat da néu voi gbc hudng md bao gdm mdt chudi

peptit c6 trinh tu gibng hét véi trinh tu 1:

Chudi nhe
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLL
IYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPT
FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK

VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQIDNO. 1)

va mot chudi peptit c6 trinh tu twong tu hodc giéng hét véi trinh tu bét ky trong sb
c4c trinh tyr tir 2 dén 6 sau day:

Chubi nang
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 2)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYTHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 3)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
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ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 4)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP SRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 5)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYTHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK VEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREENYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

-10-
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(SEQ ID NO. 6)
nhd d6 tao ra chét tao chelat huéng md; va

c) cho chét tao chelat huéng mé di néu tiép xtc véi dung dich nude chira ion 4*

clia chit ddng vi thori phat ra tia alpha *’Th.

Trong phtc hé nay (va t6t hon 1a trong tAt ca cac khia canh cua sang ché nay)
ion thori s& thudng dugc tao phirc boi phdi tir chira octadentat hydroxypyridinon, ma
phi tir ndy s& gin vao gbc hudng md nhd lién két amit. |

Dién hinh, phuong phap nay s& 1a phuong phap tdng hop octadentat chelat trén
co s& 3,2-hydroxypyridinon bao gbém nhém chirc carboxylat dé phan ng ma c6 thé
duoc hoat héa & dang este c6 hoat tinh (nhuw N-hydroxysucxinimit este (NHS este))
nhd phan ing hoat hoa in situ hodc bing cach tbng hop va phén 14p este ma ban than

no cé hoat tinh.

Este NHS thu duoc ¢6 thé dugce sir dung trong bude tiép hop don gian dé tao ra
pham vi rdng 16n cac dang protein duge cai bién chelat. Ngoai ra, céc thé lién hop
khéng thé cuc ky bén d& dang dugc dénh ddu bing thori-227. Diéu ny c6 thé dugc
thuc hién & nhiét dd moi truong hodc gén vGi nhiét @6 moi truong, thuong la véi 4o
tinh khiét va hiéu suét héa hoc phong xa cao.

Phuong phap theo sang ché s& duoc thuc hién t6t hon 13 trong dung dich nudc
va theo mot phuong én cé thé duoc thuc hién v6i sy khdng c6 mat hodc hau nhu khong

c6 mit (nhé hon 1% thé tich) dung mdi hitu co bat ky.

Phitc hé huéng mé theo sang ché cé th dugc bao ché thanh thude thich hop dé

dung cho d6i twong 1a ngudi hodc dong vat khong phai nguoi.

Vi vdy, theo khia canh thir hai sang ché d& xuét phuong phép tao ra dugc phim
bao gdm budc tao ra phirc hop hudéng mé nhu dd mo ta trong ban mo ta nay sau do )
sung it nhat mot chit mang va/hodc t4 duge duge dung. Chét mang va t4 dugc thich
hop bao gém chit dém, chét tao chelat, chit on dinh va cac hop ph?m thich hgp khac
da biét trong linh vuc va duge mo ta trong khia canh bét ky trong ban md ta nay.
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Theo mot khia canh khéc, sing ché con d& xuét phirc hop thori huéng mé. Phirc
hop nhu vy s& co cac dic diém duogc mé ta trong toan bd ban md ta nay, dac biét la
cac dac didm wu tién duge md ta trong ban md ta nay. Phirc hop nay co thé duogc tao
thanh hoc c6 thé tao thanh dugc bang phuong phép bét ky trong sd cac phuong phap
dugc mo ta & ddy. Cac phuong phap nhu vay c6 thé tao ra theo cach do it nhit mot
phirc hop thori huéng md nhu duge md ta trong khia canh hodc phuong an bat ky

trong ban md ta nay.

Theo mdt khia canh khac nita, sang ché dé xuit duoc phém chira phtc hé bét
ky trong s6 céc phirc hé dugc md ta & déy. Duge phim nay c6 thé dugc bao ché hoic
¢6 thé bao ché dugc bang phuong phép bit ky trong s6 cac phuong phép dugc md ta
& day va ¢6 thé chira it nht mot chat dém, chat 6n dinh va/hogc té duge. Viée Iya chon
chét dém va chit 6n dinh sao cho ching c6 thé cting v6i nhau gitip bao vé phirc hop
huéng md khoi s phan ly do phéng xa. Theo mot phuong én, sy phan ly do phéng xa
ctia phtrc hop trong ché phim la tbi thiéu thdm chi sau vai ngay sau khi san xuét ché
phim. Pay 12 mot loi thé quan trong do né giai quyét cac véAn @8 tiém ning c6 lién
quan dén chit lugng san phim va dich vu hau can cung tmg thubc ma day 1a nhiing
yéu t6 then chbt dé cho phép va tmg dung thuc té cong nghé nay.

M3 ta chi tiét sang ché

Trong ngit canh theo sang ché, "huéng md" duge st dung & day d8 chi ra ring
ban than chit duoc d cap (ddc biét 1a khi & dang phirc hop huéng mé nhu duge mo
th & ddy), déng vai trd dinh vi (va cu thé 1a dinh vi phirc hop thori dugc lién hop bét
ky) t5t hon 1 & it nhit mot vi tri md ma & d6 sy c6 mat clia n6 (chéng han dé tao ra su
phén rd phong xa) dugc mong mudn. Vi vy, nhém hodc gbc huéng mo dong vai tro
tao ra sy dinh vi t&t hon & it nhat mdt vi tri mong mudn trong co thé ctia d6i twong sau
khi ding cho dbi tugng d6 so véi ndng dd ctia phtic hop twong duong khong chira gbe

hudng dich nay.
Géc huéng dich trong truong hop nay c6 tinh dic hiéu d6i v6i HER2.

Céc khia canh khéc cia sang ché nhu duge mé ta & déy lién quan dén viée dicu

tri bénh, cu thé 1a d& hudng dich c6 chon loc dén md bénh, cling nhu lién quan dén
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phc hé, thé 1ién hop, thudc, ché pham, kit v.v. ¢6 thé str dung trong cic phuong phap
nay. Theo tAt ca c4c khia canh, md bi bénh c6 thé hién dién & mot vi tri duy nhét trong
co thé (chéing han trong trudng hop khdi u rén cuc bg) hodc c6 thé hién dién ¢ nhiéu
vi tri (chéng han & noi ma mot s6 khép bi tan cong trong ching viém khép hodc trong
trudong hgp bénh ung thu di cdn hodc lan rong).

M6 bi bénh duge huéng dich c6 thé & vi tri m6 mém, & vi tri md da bi voi hoa
hodc & nhiéu vi trf ma c6 thé déu thudc md mém, déu thudc md d3 bi voi héa hodc cd
thé chira it nhét mot vi tri md mém va/hodc it nhét mot vi trf mo d& bi voi héa. Theo
mot phuong an, it nhit mot vi tri md mém duogc hudng dich. Cac vi trf huéng dich va
céc vi tri 1a cin nguyén cta bénh cd thé gibng nhau, nhung theo cach khac c6 thé khac
nhau (nhu & noi ma céc vi tri di can dugc hudng dich déc hiéu). Trong truong hop co
nhiéu hon mot vi tri ¢6 lién quan, c6 thé bao gém vi tri cin nguyén ctia bénh hodc c6
thé 12 nhidu vi trf thit phat,

Thuét ngtt "mo mém" dugc dung trong sang ché nay dé chi cac m6 ma khong
¢6 chat nén "rén" da duogc khoang héa. Cu thé, cdc md mém nhu duge st dung & day
¢6 thé 12 md bét kj ma khong phai 1a mé xwong. Do d6, "bénh mé mém" nhu dugc sit
dung trong sang ché nay dung & chi bénh x4y ra & "mé mém" nhu duge st dung trong
séng ché ndy. Séng ché dic biét thich hop dé diéu tri c4c bénh ung thu va "bénh md
mém", vi vy bao ham caxinom, sacom, u tiy, bénh bach ciu, u bach huyét va cac
bénh ung thu loai hdn hop xay ra & mo "mém" bit ky (nghia 1a md chua bi khoang
héa), cling nhu 13 cdc bénh khong phai ung thu khac cua md nay. "Bénh mé mém" 4c
tinh bao gdm cac cac khdi u rén xuét hién trong mé mém ciing nhu trong cac khdi u
di can va di can vi thé. Thuc vdy, bénh mo mém c6 thé bao gém khéi u rén nguyén
phat cia mo mém va it nhit mot khdi u di cin ctia md mém trong cliing mot bénh nhan.
Theo cach khéc, "bénh m6é mém" c6 thd chi bao gdbm khéi u nguyén phat hodc chi bao

gdm khéi u di cin v6i khdi u nguyén phat 1a bénh thude xuong.

Vi du vé cac khdi u tin tao thich hop dé diéu tri béng cach sir dung tac nhan
huéng dich thu thé yéu td sinh trudng biéu bi nguoi-2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2 - HER2) theo sang ché bao gdm bénh ung thu v, bénh ung thu da
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day, bénh ung thur budng tring, caxinom phdi khong phai t& bao nhod (non-small-cell

lung carcinomas - NSCLC), va bénh ung thu tir cung.

Mot déng gbp quan trong vao thanh cong cua sang ché 14 thé lién hop khéng
thé nay dn dinh trong khoang thdi gian bao quan chép nhén duoc. Vi vay, do 4n dinh
clia c4 thé 1ién hop khang thé khong phéng xa va san phdm thude cudi cing dd gén
nhan thori cAn phai dap tmg tiéu chi nghiém ngjt duoc yéu ciu ddi véi san xudt va
phéan phéi san phim dugc pham xa tri. Bét ngd da phat hién ra rang ché phdm bao gém
phttc hgp hudng mé duge mo ta & day thé hién d6 6n dinh vuot troi trong qua trinh
bao quan. Do dn dinh nady dugc tao ra ngay ca & nhiét d6 cao thudng duoc sit dung

cho nhitng nghién clru nhim gia ting d6 6n dinh.

Theo mét phuong an c6 thé 4p dung cho tAt ca c4c khia canh thich hop cta sang
ché, phttc hop huéng moé ¢ thé duogc hoa tan trong chit dém thich hop. Cu thé 1a, da
phét hién ra ring viéc st dung chit dém xitrat tao ra ché phdm 6n dinh mdt cach dang
ngac nhién. T&t hon 13, chit dém xitrat nay 13 chit dém xitrat ndm trong khoang 1-100

mM (pH 4-7), dic biét 1a ndm trong khoang tir 10 dén 50 mM, t6t nhét 1 20-40 mM.

Theo mot phuong an khac co thé 4p dung cho tAt ca cac khia canh thich hgp
ctia sang ché, phirc hop huéng mé c6 thé duoc hoa tan trong chit dém thich hop chua
axit p-aminobutyric (PABA). T hop dugc uu tién 1a chit dém xitrat (¢t hon 1a & cac
ndng d6 dugc md ta & ddy) két hop véi PABA. Nong do PABA dugc uu tién dé ding
trong khia canh bét ky theo séng ché, bao gbém t hop véi cac chit khac nim trong
khoang 0,005 dén 5 mg/ml, t5t hon 14 0,01 dén 1 mg/ml va t6t hon nita 1a 0,01 dén
1mg/ml. Nong d6 tr 0,1 dén 0,5 mg/ml duoc wu tién nhét.

Theo mdt phuong an khéc co thé ap dung cho tAt ca céc khia canh thich hop
clia sang ché, phirc hop huéng mé c6 thé duoc hoa tan trong chat dém thich hop chua
axit etylendiamintetraaxetic (EDTA). T4 hop dugc uu tién 1a td hop str dung EDTA
v6i chét dém xitrat. TS hop duoc ddc biét wu tién 1a t& hop sir dung EDTA véi chat
dém xitrat v6i su ¢ mat cia PABA. T6t hon 14 trong cac td hop nay, xitrat, PABA va
EDTA néu thich hop s& cé mit trong khoang néng d6 va khoang néng dd dugc uu tién

duoc chi ra trong sang ché nay. Ndng d¢6 EDTA dugc uu tién dé dung trong khia canh
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bét ky theo sang ché, bao gdm két hop véi cac chét khac ndm trong khoang tlr 0,02
dén 200 mM, tt hon 1 0,2 dén 20 mM va 6t nhét 14 tir 0,05 dén 8 mM.

Theo mdt phuong 4n khéc ¢6 thé 4p dung cho tAt ca cac khia canh thich hop
ctia séng ché, phite hop huéng mé c6 thé duge hoa tan trong chat dém thich hop chira
it nhit mot polysorbat (este ctia axit béo v6i sorbitan duge ghép PEG). Polysorbat
dugc uu tién bao gdm Polysorbate 80 (Polyoxyetylen (20) sorbitan monooleat),
Polysorbate 60 (Polyoxyetylen (20) sorbitan monostearat), Polysorbate 40
(Polyoxyetylen (20) sorbitan monopalmitat), Polysorbate 80 (Polyoxyetylen (20)
sorbitan monolaurat) va hdn hgp ctia chiing. Polysorbate 80 (P80) la polysorbat dugc
wru tién nhét. Ndng do polysorbat dugc wu tién (dic biét 1a dbi véi cac polysorbat duge
uu tién nhu d4 chi ra trong sang ché nay) dé dung trong khia canh bét ky theo séng
ché, bao gff)m két hop v6i cac chét khac, nim trong khoang tir 0,001 dén 10% wiv, tot
hon 13 0,01 dén 1% w/v va tét nhit 12 0,02 dén 0,5 w/v.

Mic du PABA d3 dugc md ta trude diy la chit 6n dinh phéng xa (xem
US4880615 A), quan sat thiy anh hudng tich cuc cia PABA trong sédng ché & thé lién
hop khong phéng xa trong qué trinh bao quén. Tac dung lam dn dinh nay khi khong
¢6 su phan ly do phong xa tao ra lgi ich déc biét bét ngd do su tdng hop chit tao chelat
huéng mo sé& thuong xay ra mot cach dang ké trudce khi tiép xic véi ion thori. Vi véy,
chét tao chelat hudng mé c6 thé duge tao ra trong khoang thoi gian tir 1 giy dén 3 nam
trude khi tiép xtc véi ion thori va s& t6t hon 1a duoc bao quan bang cach tiép xtc véi
PABA trong it nhit mdt phan ctia khoang thoi gian nay. Diéu d6 c6 nghia 13, cac budce
a) va b) theo sang ché c6 thé xay ratir 1 gi dén 3 ndm trude bude c) va giita cac bude
b) vac), chét tao chelat huéng mé c6 thé duoc bao quan béng cach tiép xtic véi PABA,
dac biét la trong chit dém, nhu chit dém xitrat va tuy y véi EDTA va/hodc polysorbat.
T4t ca cic nguyén liéu t6t hon 13 thudc loai va cé ndng d6 nhu duge chi ra trong sang
ché nay. Vivay, PABA 1a hop phin dugc dic biét vu tién cia ché phim theo séng ché
va c6 thé tao ra d6 6n dinh trong thdi gian dai cho chét tao chelat huéng m6 va/hodc

phttc hop thori huéng md.

Viéc str dung chit dém xitrat nhu dugc md ta & déy tao ra loi ich bét ngo khéc

d6i v6i d6 6n dinh ctia phirc hop thori huéng mé trong ché pham theo séng ché. Nghién
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ctru bire xa vé anh hudng ctia dung dich dém dén su tao thanh hydro peroxit duge thuc
hién bdi céc tc gia sang ché véi cée két qua bit ngd. Hydro peroxit dugc biét 14 tao
thanh nho sy phan ly nude do phéng xa va gop phan vao sy cai bién hoa hoc clia thé
lién hop protein trong dung dich. Vi vay, su tao thanh hydro peroxit c6 tac dung khong
mong mudn dén do tinh khiét va do 4n dinh cua san phém. Fig. 2 thé hién nhan xét
dang ngac nhién rang do duge cac muc hydro peroxit trong dung dich chura thé lién
hop khang thd HOPO theo séng ché da duge chiéu xa véi Co-60 (10 kGy) trong chét
dém xitrat thip hon so Vi tht ca cc chét dém thir nghiém khéc. Vi vy, tdt hon 1a ché

phidm theo séang ché s& chira chit dém xitrat nhu duge md ta & day.

Té4c gia sang ché d4 x4c minh dugc phat hién ding ngac nhién nia c6 lién quan
dén tac dung phdi hop ctia cac hop phin nhét dinh trong ché phdm theo sang ché. Piéu
ndy ciing c6 lién quan dén do bn dinh cta thé lién hop danh dau phong xa. D4 nhan
thay 1a xitrat 1a chét d@&m hiru hiu nhét, bit ngd d4 phét hién ra ring tic dung ndy con

dugc gia tang hon nita béng cach bd sung PABA.

Hop phén cht chdt ctia phuong phép, phirc hé va ché phim theo séng ché 1a
gbc tao chelat octadentat. Cong trinh c¢6 lién quan mat thiét nhét trudce diy vé su tao
phite clia céc ion thori véi phéi tir hydroxypyridinon dwoc cong bd 1a W02011/098611
va bdc 10 su tao ra mot cach tuong dbi d& dang céc ion thori dugc tao phirc hop voi

phdi tir octadentat chita HOPO.

Céc chét tao chelat da biét trude day d6i v6i thori cling bao gbm cac chit tao
chelat polyaminopolyaxit bao gdm bd khung polyazaalkan mach théng, mach vong
ho#c mach nhanh véi cac nhém axit (chang han carboxyalkyl) dugc gin & cac nguyén
tir nito trén bo khung. Vi du vé chét tao chelat bao gém cac din xuit DOTA nhu axit
p-isothioxyanatobenzyl-1,4,7,10-tetraazaxyclododecan-1 ,4,7,10-tetraacetic (p-SCN-
Bz-DOTA) va dan xust DTPA nhu axit p-isothioxyanatobenzyl-
dietylentriaminpentaaxetic ( p-SCN- Bz-DTPA), chét dAu tién 13 chét tao chelat mach

vong, chét thi hai 12 chit tao chelat mach thfmg.

DAn xuét cta axit 1,4,7,10-tetraazaxyclododecan-l,4,7,10-tetraaxetic da duoc
néu lam vi du trude ddy, nhung cac phuong phap tiéu chuén khéng dé& dang dugc sir

dung d& tao chelat thori v6i céc dan xudt DOTA. Viéc gia nhiét dan xuat DOTA véi
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kim loai tao chelat mot cach hiéu qua, nhung thuong véi hiéu sut thip. C6 xu huéng
it nhat mot phin phdi tir bién tinh theo cach khong thudn nghich trong toan bo qua
trinh. Ngoai ra, do tinh nhay cam twong dbi cao cia né dbi véi sw bién tinh khéng
thusn nghich, thudng can tranh sy tiép xuc ctia gbe dich cho dén khi tAt ca cac budc
gia nhiét hoan tat. Diéu nay bd sung mét bude héa hoc phu (véi tAt ca cac bude xir ly
va tach can thiét) ma budc nay phai dugc tién hanh trong trong khoang thdi gian phan
13 cua dong vi thori phét ra tia alpha. Hién nhién, t&t hon 13 khéng xtt Iy vat liéu phat
tia alpha theo cach nay hodc tao ra chét thai twong ting & mitc ¢ 16n hon cén thiét.
Ngoai ra, toan b thoi gian dung @8 chuén bi thé lién hop nay s& 1am tén mot ty 1& thori

ma s& phan 13 trong giai doan chuin bi nay.

Trong tat ca céc khia canh, mot khia canh chinh cta sang ché 1a viéc sir dung

chét tao chelat octadentat ¢6 cong thirc (I) hodc (II):

0O OH

OH O HN =

OH O J/ R, O 2
© X N N\
AN A "
@
OH O O OH

© NH HN = °

N A H XN

OH O N\/\ITI/\/N\/\NH OH
NG " Re o P
N~ XN
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D
trong d6 Re 1a gdc lidn két c6 tn ciing 1a gdc axit carboxylic, nhu
[-CH2-Ph-N(H)-C(=0)-CH,-CH,-C(=0)OH],
[-CH2-CH2-N(H)-C(=0)-(CH2-CH2-0)13-CH2-CH2-C(=0)OH] hoac
[-(CH2)1.3-Ph-N(H)-C(=0)-(CHz2)15-C(=0)OH], trong d6 Ph la nhom
phenylen, t5t hon 13 nhém para-phenylen.

Theo mot s6 tai lidu truée day, nhu WO2013/167756, WO2013/167755 va
WO02013/167754, nhém metyl gén véi nguyén tir N ciia gbe 3,2-HOPO chu yéu 1a
nhém hoa tan nhu hydroxy hodc hydroxyalkyl (ching han -
CH,OH, -CH,-CH>OH, -CHz-CHa-CH,OH v.v.). Didu ndy ¢6 mét s6 loi ich & chd do
hoa tan cao hon, nhung céc chét tao chelat nhu vy khé gén véi gbc huéng dich béng
cach st dung lién két amit,

Gébc tao chelat thich hop c6 thé dugce tao thanh bang phuwong phép da biét, bao
gdm céc phuong phap duge md ta trong US 5,624,901 (ching han céc vidu 1 va 2) va
WO02008/063721 (cé hai tai lidu nay déu dugc két hop vao ddy bang cach vién déan).

Rc 1a gbc két hop. Céc gbc thich hgp bao gdm cac nhém hydrocarbyl nhu cac
nhém alkyl hodc akenyl c6 tan cung 1& nhém axit carboxylic. Tac gia sang ché da xac
minh duoc ring viéc stt dung gbc lién két axit carboxylic @8 tao ra amit, nhu bing
phuong phép theo sang ché, s& tao ra thé lién hop bén hon gitta chét tao chelat va gbc
hudng mo.

Theo mdt phuong an dugc uu tién nhét theo sang ché, gbe két hop (Rc) lién két
phéi tr octadentat vi géc huéng dich dugc lya chon tir

[-CH2-Ph-N(H)-C(=0)-CH,-CH,-C(=0)OH],
[-CHa-CH2-N(H)-C(=0)-(CHz-CH2-0)13-CH2-CH2-C(=0)OH] hodc
[-(CH3)1.3-Ph-N(H)-C(=0)-(CH2)1-s-C(=0)OH],

trong d6 Ph 1a nhém phenylen, t5t hon 12 nhém para-phenylen.
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Theo mdt phuong an duge uu tién, Rc la [-(CH2)1:3-Ph-N(H)-C(=0)-(CH2)1-5-
C(=0)OH]. Theo mdt phuong an duge uu tién hon, Rc 1a [-(CH2)-para-phenylen-
N(H)-C(=0)-(CH2)2-C(=O)OH].

Chét tao chelat octadentat duge ddc biét vu tién bao g@)m cac chit tao chelat

octadentat c6 cong thic (III) va (IV) dudi day:

(0]
HN/U\/\[(OH
(0]
o o}
/\/N N~
= N N N
N | H H S Ho |l !
- OH HO ~
o HN (@] @) NH o
HO yZ I | XN OH
o) ITI | (@]
IID)
OH O 0 OH
@) (@]
N NH HN =
N_ _~ N N\\

av)

Viée tdng hop hop chit (IIT) dwoc mé ta dudi ddy va tudn theo quy trinh tong

hop duge md ta dudi day.
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Budc a) clia phuong phéap theo sang ché ¢6 thé duoc thuc hién theo con dudng
tdng hop thich hop bat ky. Mdt s vi du cu thé vé cac phuong phap tbng hop duge néu
trong céc vi du sau ddy. Cac phuong phép nhu vay 8 xut céc vi du cu thé, nhung
phuong phap tbng hop duge minh hoa trong d6 cling s& ¢6 thé ding duoc trong ngit
canh chung bdi chuyén gia trong linh vuc. Vi vay, cac phuong phap dugc minh hoa
trong phén vi du d6 cling duoc dy dinh cling nhu viée bde 1§ chung cb thé ap dung cho

tAt ca cac khia canh va cac phuong 4n cla sang ché trong boi canh cho phép.

Tét hon 12 phitc hé gdm thori phat ra tia alpha va phdi tr octadentat trong tht
ca céc khia canh theo sang ché duoc tao thanh hoic cé thé duoc tao thanh ma khong
can gia nhiét trén 60°C (ching han khong can gia nhiét trén 50°C), t6t hon 13 khong
can gia nhiét trén 38°C va t5t nhat 14 khong can gia nhiét trén 25°C (nhu trong khoang
20 dén 38°C). Khoang dién hinh c6 thé 13, vi du 15 dén 50 °C hogc 20 dén 40°C. Phan
uing tao phurc (phén c¢)) trong cac phuong phap theo séng ché) c6 thé duoc thuc hién
trong khoang thdi gian hop 1y bt ky nhung s& t6t hon 13 trong khoang thoi gian tir 1
dén 120 phit, &t hon 1a tir 1 dén 60 phut, va t5t hon nita 1a tir 5 dén 30 pht,

Ciing t6t hon nita 1a thé lién hop ctia gbc huéng dich va phéi tir octadentat duge
didu ché trude khi bd sung ion ddng vi thori phat ra tia alpha ***Th*". Vi vdy, céc san
phém theo sédng ché t8t hon 1a duoc tao thanh hodc ¢ thé duoc tao thanh bang cach
tao phirc ctia ddng vi thori phat ra tia alpha (ion *’Th*") bang thé lién hop gitta phéi
tit octadentat va gbc huéng mod (chét tao chelat huéng md).

Céc loai hop chit huéng dich khac nhau ¢6 thé duge lién két véi thori (chang
han thori-227) thong qua chét tao chelat octadentat (bao gdm mdt gbc két hop nhu
dugc mo ta & day).

Thong thudng, nhu duge st dung & day, gbc hudng dich s& 1a “peptit” hodc
“protein”, 1a cac chu triic duoc hinh thanh chi yéu tlr bd khung amit giita cac hop phén
axit amin c¢6 hodc khoéng c6 céac dac diém cAu tric bac hai va bac ba.

Theo séng ché, 2'Th c6 thé dugc tao phirc boi céc tic nhan tao phirc hudng
dich duoc néi hodc c6 thé ndi véi gbc huéng md bsi lién két amit nhu duge md ta &

day.

-20-



36236

Dién hinh, gbc huéng dich s& c6 phan tir lugng tir 100 g/mol dén vai triéu g/mol
(dic biét 1a tir 100 g/mol dén 1 million g/mol), va s& t6t hon 14 ¢6 &i luc tryc tiép ddi
v6i thu thé ¢6 lién quan dén bénh, va/hoic s& bao gdm c4c chat gén két thich hop dugce
stt dung trudce (ching han biotin hodc avidin) gin v6i phan tr ma dugc hudng dén

bénh trude khi st dung 2’ Th.

Lién két dac hidu (gbc hudng md) theo sang ché duoc chon dé hudéng dich

khang nguyén HER2.

Gdc huéng mé theo sang ché bao gébm mot chudi peptit ¢6 trinh tu gidng hét

v6i trinh ty 1:
Chudi nhe

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS QDVNTAVAWYQQKPGKAPKLL
IYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPT
FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS GTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO. 1)

va mot chudi peptit ¢6 trinh tu twong tu hodc giéng hét véi trinh tu bit ky

trong sb céc trinh ty tir 2 dén 6 sau day:

Chudi ning
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS CAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDY WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK VEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
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PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 2)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKK VEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 3)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS CAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 4)
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG |

(SEQ ID NO. 5)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS CAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREENYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 6)
Theo mdt phuong an dugc uu tién, gbc huéng md bao gbm mot chudi peptit ¢6
trinh tw giéng hét véi trinh ty 1:
Chudi nhe

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS QDVNTAVAWYQQKPGKAPKLL
IYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPT
FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
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VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQIDNO. 1)
va mdt chudi peptit c6 trinh ty tvong tu hodc giéng hét v6i trinh tu 2:

Chudi ning
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYTHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY
YCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY

PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 2).

Tinh ddng nhét/tinh tuong ty dang ké v& mit trinh tyr c6 thé dugc hiéu nhu 1a
¢6 mitc twong tw/mic ddng nhat vé mit trinh ty it nhét 1 80% véi cac trinh ty hoan
thién va/hodc it nhit 90% véi cac ving gan két dic hidu (cac ving nay duoc in ddm
trong céc trinh ty néu trén va tlly y céc phan ctia chiing dugc gach chan). Mitc tuong
tu hodc tdt hon nita 1a mirc déng nhét Vé mit trinh tu dugc wu tién co thé 13 it nhét
92%, 95%, 97%, 98% hoic 99% dbi véi cac ving in dim va t5t hon 1 dbi voi toan bd
trinh tu. Mirc twong tu va/hodc murc déng nhét vé mit trinh tu ¢ thé duoc x4c dinh
bang cach sit dung chuong trinh "BestFit" cua goi phin mém Genetics Computer
Group Version 10 tir trudng dai hoc University of Wisconsin. Chuong trinh nay st
dung thuét toan ndi bd cua Smith va Waterman v6i cac gia tri méc dinh: Diém phat
tao khoang tréng=8, Diém phat kéo dai khoang tréng=2, Diém khép trung binh
=2,912, diém khong khép trung binh 2,003.
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Theo mdt phuong an duoc uu tién, gbc huéng md bao gbm mot chudi peptit ¢6
trinh tu giéng hét v6i trinh ty 1, va mot chudi peptit c6 murc tuong tu vé trinh tu 13 98
% hoiic 1én hon hodc giéng hét véi trinh tw bAt ky trong s6 c4c trinh tu tir 2 dén 6.

Theo mot phuong an dugc uu tién hon, gbc huéng md bao gbm mot chudi
peptit ¢ trinh ty gidng hét véi trinh tu 1, va mot chudi peptit c6 murc tuong tu vé trinh
tu 13 99 % hodc 16n hon hodc giéng hét véi trinh ty bat ky trong sb céc trinh tu tir 2
dén 6.

Theo modt phuong an dugc wu tién khac, gbc huéng md bao gdm mdt chudi
peptit co trinh tu gidng hét véi trinh tu 1, va mot chudi peptit c6 muc tuong tu vé trinh
tur 12 98 % hotic 16n hon hodc gidng hét véi trinh tu 2.

Theo mot phuong an dugc uu tién hon, gbc hudéng md bao gbm mét chudi
peptit c6 trinh tu gidng hét véi trinh tu 1, va mot chudi peptit c6 muc tuong tu vé trinh
tu 12 99 % hoc 16n hon hogc giéng hét véi trinh tur 2.

Géc huéng md theo séng ché 12 bién thé cua trastuzumab:

SEQ ID NO. 1 va 2: trastuzumab khong chira lysin ¢ d4u tan ciing C

SEQ ID NO. 1 va 3: trastuzumab khdng chtra lysin & d4u tan cung C va cac dot
bién E359D, M361L trén chubi ning

SEQ ID NO. 1 va 4: trastuzumab khdng chtra lysin & dAu tin cuing C va cac dot
bién N300A, E359D, M361L trén chudi ning

SEQ ID NO. 1 va 5: trastuzumab khong chura lysin & déu tan ctng C va céc dot
bién N300Q, E359D, M361L trén chudi ning

SEQ ID NO. 1 va 6: trastuzumab khong chira lysin & d4u tan cting C va cac dot
bién Q298N, E359D, M361L trén chudi ning

Khang thé khang HER2 theo sang ché ¢6 thé duoc diéu ché bing cach biéu hién
t4i td hop trinh ty axit nucleic ma héa cac chudi ning va chudi nhe hodc cac ph?ln cua
né trong té bao chu. D4 bidu hién ti t& hop khang thé, phan gin két khang nguyén,
hodc bién thé clia no, té bao chi c6 thé duoc chuyén nhiém véi mdt hode nhiéu vecto

biéu hién tai t hop mang céc doan ADN ma hoa céc chudi nhe va/hoac chuoi ning
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hodc cac phin ctia n6 sao cho cac chudi nhe va chudi ning ndy dugc biéu hién trong
té bao chi. Phuong phap ADN téi t hop tiéu chuan dugc s dung dé diéu ché va/hoidc
thu nhan céc axit nucleic ma hoéa cac chudi nhe va chudi ning, két hop cac axit nucleic
nay vao vecto bidu hién t4i t hop va dua cic vecto nay vao té bao chu, ching han nhu
céc phuong phép duge md ta trong tai liéu: Sambrook, Fritsch and Maniatis (eds.),
Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y .,
(1989), Ausubel, F. M. et al. (eds.) Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Associates, (1989) va trong patent M§ s6 4,816,397 bdi Boss va ddng tac
gia.

Ngoai ra, céc trinh tu axit nucleic ma hoa ving bién dbi cia cac chudi ning
va/hodc chudi nhe cé thé duoc chuyén hoa, vi du, thanh c4c trinh tu axit nucleic m&
hoa chudi khang thé véi chiéu dai dﬁy du, cac doan Fab, hodc thanh scFv. Doan ADN
m3 héa VL hoic VH c6 thé duoc lién két theo kiéu hoat dong dugc, (sao cho céc trinh
tw axit amin dugc ma hoa boi hai doan ADN la thuge cAu tric) v6i mot doan ADN
khéc ma héa, vi du, ving hing dinh trén khéng th hodc doan lién két linh hoat. Céc
trinh ty clia cic ving hiing dinh thudc chudi ning va chudi nhe & nguoi la da biét trong
linh vuc (xem Kabat, E. A., el al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242 chéng han) va cac doan ADN bao gbm céc ving ndy c6 thé
thu duoc bing phuong phép khuéch dai PCR tiéu chuén.

D& tao ra trinh tu polynucleotit ma hda scFv, cic axit nucleic md hoéa VH va
VL ¢6 thé dugc lign két theo kidu hoat dong duge véi mot doan khac ma héa doan lién
két linh hoat sao cho céc trinh ty VH va VL ¢6 thé duge biéu hién & dang protein chudi
don k& tiép, v6i cac ving VL va VH duge ndi bdi doan lién két linh hoat (xem Bird et
al. (1988) Science 242 423-426; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883; McCafferty et al., Nature (1990) 348:552-554 chéng han).

D& bidu hién cac khang thé, doan gén két khang nguyén ctia né hogc bién thé
clia no, cac phuong phap ADN tai t5 hop tiéu chudn c6 thé duoc str dung (xem, vi du,
Goeddel; Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, Calif. (1990)). Vi du, ADN mi héa polypeptit mong mudn c6 thé
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duoc cai vao vecto biéu hién, vecto nay sau d6 duoc chuyén nhidm vao té bao chu
thich hop. T& bao chi thich hop 12 t& bao khdng nhan va té bao c6 nhén dién hinh. Vi
du v& té bao cht khdng nhén 1a vi khuén chéng han, vi du vé t& bao chia c6 nhén dién
hinh 12 nAm men, con tring va té bao hoic té bao déng vat ¢ vi. Theo mot ) phuong
4n, ADN ma héa céc chudi nhe va chudi nang dugc cai xen vao céc vecto riéng €.
Theo cac phuong an khac, ADN mi hda cac chudi nhe va chudi ning dugc cai xen
vao cung mot vecto. CAn hiéu rﬁng viéc thiét k& vecto biéu hién, bao gém viéc lua
chon céc trinh tu diéu hoa chiu anh hudng béi cac yéu td nhu viée lua chon té bao chu,
muc dd biéu hién protein mong mudn va su biéu hién nay 1a biéu hién mic dinh hozc
biéu hién cam Ung.

Céc vecto biéu hién thong dung dé dung cho vi khuén duoc xy dung bé“lng cach
cai xen trinh tv ADN m3 hoa protein mong mudn cliing véi cac tin hiu khoi dau va
két thiic dich mé thich hop trong pha doc ¢6 thd hoat dong duge véi trinh tw khoi dau
chtrc ning. Vecto nay s& bao gdm mot hodc nhidu gen danh dAu chon loc kiéu hinh va
mdt diém khoi dau sao chép dé dam bao su duy tri vecto va, néu mudn, tao ra sy
khuéch dai trong vat chii. VAt chit khdng nhén thich hop d8 bién nap bao gdm, nhung
khong gi6i han &, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium va céac loai khac

nhau thudc gidng Pseudomonas, Streptomyces, va Staphylococcus.

Céc vecto vi khudn c6 thé 13, vi du, trén co s& thé thuc khuén, plasmit hodc
phagemit. Cac vecto nay ¢ thé chira gen danh déu chon loc va diém khoi dau sao
chép & vi khuén c6 ngudn gbc tir céc plasmit s&n ¢ trén thi truong thudng chira cac
yéu t ctia vecto tao dong da biét pBR322 (ATCC 37017). Sau khi bién nap ching vat
chit thich hop va cho chiing VAt chii nay phét trién dén mét do t bao thich hop, gen
khéi ddu da lua chon duge te ché lai/cam (mg bang c4c phuong phap thich hop (chéng
han, cam tmg bing cach thay ddi nhiét d hodc cam (g héa hoc) va céc té bao dugc
nudi cdy trong mot khoang thoi gian nita. Cac té bao thuong dugc thu nhan bang cach
ly tdm, ph4 v& bang phuong phap vat ly hodc héa hoc, va chét chiét tho thu duge duge
gitt lai @8 tinh ché tiép.

Trong hé vi khuln, mot sé vecto biéu hién ¢6 thé duoc lua chon mot cach thudn

loi tiy thudce vao muc dich du dinh d6i véi protein duge biéu hién. Vi du, khi mdt
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luong 16n protein nhu vy duoc san xuat, d€ tao ra cac khang thé hodc dé sang loc thu
vién peptit, vi dy, cdc vecto hudng deén su bieu hién cua cac san phdm protein dung

hop & mtrc cao ma d& dang dugc tinh ché c6 thé 1a thich hop.

Khéng thé theo sang ché hoic cac doan gén két khdng nguyén cia nd hodc bién
thé ctia n6 bao gém cac san phim duogc tinh ché trong tu nhién, c4c san phim ctia qui
trinh téng hop hoa hoc, va cac san phérn duoc san XUAt bing k¥ thuat tai td hop tr vat
chu khong nhén, bao gém, vi du, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium va
céc loai khac nhau thudc gidng Pseudomonas, Streptomyces, va Staphylococcus, t6t

hon 1 tir té bao E. coli.

Céc trinh tu didu hoa dimg d& bidu hién t& bao chi dong vt cé vii bao gom cc
yéu t6 virut ma nhdm biéu hién protein & murc d cao trong té bao dong vat c6 vii, nhu
trinh tu khéi ddu va/hogc trinh tu ting cudng cd ngudn gbe tir cytomegalovirut (CMV)
(nhu CMV trinh tu khai dAu/tang cudng), Simian Virus 40 (SV40) (nhu trinh ty khoi
dau/taing cudng SV40), adenovirut, (chéng han, trinh ty khoi ddu mudn chu yéu
adenovirut (adenovirus major late promoter - AAMLP)) va polyoma. Sy biéu hién ctia
khéng thé c6 thé 13 mic dinh hogc didu hoa (ching han cam tmg bang cich bd sung
hodc loai b cac chét cam g phan tit nho nhu Tetracyclin két hop véi hé thdng Tet).
Dé md ta k§ hon vé céac yéu 6 didu hoa virut, va trinh tw cta nd, xem tai liéu U.S.
5,168,062 cta Stinski, U.S. 4,510,245 ctia Bell va dé)ng tac gia va U.S. 4,968,615 cta
Schaffner va ddng téc gia ching han. Vecto biéu hién tai t§ hop cling ¢6 thé bao gdm
céc didm khoi ddu sao chép va gen danh dau chon loc (xem U.S. 4,399,216, 4,634,665
va U.S. 5,179,017 chéng han). Gen danh dAu chon loc thich hgp bao gdm céc gen c6
tinh khang dbi véi céc thuéc nhu G418, puromycin, hygromycin, blasticidin,
zeocin/bleomycin hodc methotrexate hodc gen d4anh diu chon loc ma lgi dung dinh
dudng thu dong nhu Glutamine Synthetaza (Bebbington et al., Biotechnology (N Y).
1992 Feb;10(2):169-75), trén t& bao chi ma vecto ndy dugc dua vao. Vi du, gen
dihydrofolat reductaza (DHFR) c6 tinh khang methotrexate, gen neo cé tinh khang
G418, gen bsd tir Aspergillus terreus c6 tinh khang blasticidin, puromycin N-acetyl-
transferaza c6 tinh khang puromycin, san phim gen Sh ble ¢6 tinh khéng zeocin, va

gen khang hygromycin & E. coli (hyg hodc hph) c6 tinh khéng hygromycin. Gen danh
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déu chon loc nhu DHFR hodc Glutamin Synthetaza cling c6 thé str dung cho kyxt huat
khuéch dai két hop véi MTX va MSX.

Su chuyén nhiém vecto bidu hién vao t& bao chi c6 thé duoc thuc hién bf?mg
céach sir dung céc k¥ thuat tiéu chudn nhu dién chuyén (dién di), chuyén gen vao nhin
t& bao, két tha canxi-phosphat, chuyén nhiém vao liposom, chuyén nhiém trén co s&
polycation nhu chuyén nhiém trén co so polyetylenimin (PEI) va chuyén nhiém
DEAE-dextran.

T& bao chit ddng vat c6 v thich hop dé bidu hién khang thé, doan gén két khang
nguyén cua né hodc bién thé cta né duge dé cap trong ban md ta bao gdm, nhung
khong gidi han ¢, t& bao budng trimg chudt tai ma Trung Qudc (Chinese Hamster
Ovary - CHO cells) nhu CHO-K1, CHO-S, CHO-K1SV [bao gdm céc té bao dhfr-
CHO, dugc md ta trong tai liéu: Urlaub and Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216-4220 and Urlaub et al., Cell. 1983 Jun;33(2):405-12, dugc st dung voi gen
d4nh diu chon loc DHFR, chéng han nhu duge mo ta trong tai liu: R. J. Kaufman and
P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621; va cac té bao bt hoat khac duoc néu lam
vi du trong tai liéu: Fan et al., Biotechnol Bioeng. 2012 Apr;109(4):1007-15], cac té
bao u tiy NSO, t& bao COS, té bao HEK293, té bao HKB11, t& bao BHK21, t& bao
CAP, té biao EB66, va té bao SP2.

Sur bidu hién ciing c6 thé 1a tam thdi hogc ban 6n dinh trong céc hé biéu hién
nhu HEK293, HEK293T, HEK293-EBNA, HEK293E, HEK?293-6E, HEK293-
Freestyle, HKB11, Expi293F, 293EBNALT75, CHO Freestyle, CHO-S, CHO-K1,
CHO-K1SV, CHOEBNALTS5, CHOS-XE, CHO-3E7 hoic t€ bao CAP-T (ching han
Durocher et al., Nucleic Acids Res. 2002 Jan 15;30(2):E9).

Theo mdt sb phuong 4n, vecto biéu hién duoc thiét k& sao cho protein dugc
bidu hién duoc tiét vao moi trudng nuéi cdy trong d6 té bao chu phét trién. Khang thé,
doan gén két khang nguyén ciia n6 hojc bién thé ctia nd ¢6 thé duge thu hdi tir moi
trudng nudi cAy bang céch st dung phuong phép tinh ché protein tiéu chuén.

Khang thé theo séng ché hoic cac doan gin két khang nguyén ctia nd hodc bién

th& clia n6 ¢6 thé duge thu hdi va duge tinh ché tir dich nudi cdy t€ bao téi td hop bang
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cac phuong phép d biét bao gom, nhung khong gi6i han & két tha bing amoni sulfat
hodc etanol, chiét bang axit, sic ky Protein A, séc ky Protein G, sic ky trao ddi anion
hoic cation, sic ky phospho-xenluloza, séc ky twong tac ky nudc, sic ky 4i luc, sdc ky
hydroxylapatit, séc ky kiu két hop va sic ky lectin. Séc ky 1ong higu ning cao (“High
performance liquid chromatography - HPLC”) cfing ¢6 thé duoc ding dé tinh ché.
Xem, ching han, Colligan, Current Protocols in Immunology, hodc Current Protocols
in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, N.Y., (1997-2001), e.g., Chapters 1, 4, 6,
8,9, 10, toan bd ndi dung cua mdi tai liéu nay duoc két hop vao day béng cach vién

dan.

Khéng thé theo séng ché hoiic c4c doan gén két khang nguyén cia né hodc bién
thé cia n6 bao gdm cic san phdm duoc tinh ché trong tu nhién, céc san phim ctia qui
trinh téng hop hoa hoc, va cic san phém duoc san XUt b??mg k¥ thuat tai tb hop tir vat
chil ¢4 nhén dién hinh, bao gff)m, vi du, ndm men, thurc vat bic cao, con tring va té bao
dong vat ¢6 vi. Tuy thude vao vét chil duge ding trong quy trinh san xuét tai tb hop,
khang thé theo séng ché c6 thé duoc glycosyl hoa hodc ¢b thé khong duoc glycosyl
héa. Cac phuong phap nhu vdy duoc mo ta trong nhiéu sb tay thi nghiém tiéu chuan,
nhu Sambrook, néu & trén, cac Phan 17,37-17.42; Ausubel, néu & trén, cac chuong 10,

12, 13, 16, 18 va 20.

Trong cac phuong an duoc uu tién, khang thé duoc tinh ché (1) dén 16n hon
95% khdi luong khang thé nhu duge xé4c dinh bdi phuong phép Lowry, quang phd
UV-Vis hoiic bing phuong phap dién di trén gel SDS-Capillary (vi du trén thiét bi
Caliper LabChip GXII, GX 90 hoic Biorad Bioanalyzer) chéng han, va theo céc
phuong 4n duge wu tién hon nhidu hon 99% khéi lugng, (2) dén mic do du dé thu
duoc it nhét 15 géc cua trinh tu axit amin bén trong hodc dau tan cung N, hodc (3) dén
d6 ddng nhat bdi SDS-PAGE trong cac diéu kién khir hodc khong khir béng céach sit
dung thudc nhudém xanh da troi Coomassie hodc, t5t hon 1, thudc nhudm bac. Khang
thé xuAt hién trong tu nhién dugc phan 1ap bao gdm khang thé & vi tri binh thuong
trong t& bao t4i td hop khi it nhit mot thanh phan trong méi trudng tw nhién cua khang
thé nay khong c6 mit. Tuy nhién, thong thuong khang thé duoc phan 18p s& dugce tao
ra bing it nhat mot budc tinh ché.
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Dbi véi hop phan thori phat ra tia alpha, gin day da phét hién ra rang 2'Th ¢6
thd duge dimg véi lwong ma vira hitu hidu dé tri liéu va vira khong tao ra tinh doc
khong dung nap duge & tily xuong. Nhu duge sit dung & day, thudt ngit "tinh khong
doc véi tiy xuong chép nhan dugc" duge sir dung dé chi ra ring, quan trong nhét 13,
luong radi-223 dugc tao ra bdi sy phan rd ddng vi phong xa thori-227 duge st dung
thudmg khong dit d& gy hai truc tiép cho ddi twong. Tuy nhién, ngudi c6 kinh nghi¢m
biét 13 rang lugng gly ton hai tiy xwong (va c6 thé 14 phan ing gy hai) ma s& la tac
dung phu chip nhin dugc cta viée didu tri s& thay ddi dang ké theo loai bénh duoc
didu tri, muc tiéu ctia phc dd didu tri, va tién luong bénh ciia dbi twong. Mic dit d6i
tuong dugc uu tién theo sang ché 1a ngudi, cac dong vét cé vi khac, dic biét 1a céc
dong vt bAu ban nhu ché, s& c6 loi tir viéc st dung theo sang ché va mirc d6 ton hai
tiy xwong chap nhan duoc cling 6 thé tuong g v6i loai cia dbi tuong. Mitc do tén
hai tuy xuong co thé chép nhén dugc trong diéu tri cac bénh 4c tinh s& thuong 16n hon
céc bénh khong phai 4c tinh. Phuong phép xac dinh mirc gy doc tily xuong da biét rd
1a phuong phap dém t& bao bach cau trung tinh va, trong sing ché nay, lugng **Ra
khong gdy ddc tiy xuong co thé chip nhan duoc s& thudng 1a luong duge diéu chinh
sao cho phan trung tinh & diém thép nhét ctia n6 (nadir) khong nhé hon 10% s& dém
truéc khi didu tri. Tét hon 13, lugng 2*Ra khong gdy doc tity xuong c6 thé chép nhan
duoc s& 12 luong méa phan t bao trung tinh it nhét 13 20% & murc thdp nhit nadir va tbt
hon nita 13 it nhat 1a 30%. Phin t& bio trung tinh & mic thdp nhét nadir it nhét 12 40%

12 duogc vu tién nhat.

Ngoai ra, cac hop chét chira ' Th phong xa c6 thé duge st dung trong phéc dd
lidu cao trong d6 tinh doc tity xuong cta **Ra duge tao ra s& thuong khong thé chép
nhan dugc khi phuong phap hd tro t& bao gdc hoic phuong phap thu hdi twong duong
duogc bao ham. Trong céc truong hop nhu vay, s6 dém té bao trung tinh c6 thé duoc
giam dén dudi 10% & mutc thdp nhét nadir va cd biét s€ gidm t6i 5% hodc néu can dudi
5%, mién 14 c6 cac bién phap phong ngira thich hop va viée hd tro t& bao gbe tiép theo

dugc dua ra. Cac k¥ thudt nay da duoc biét r5 trong linh vuc nay.

Thori-227 twong dbi d& san xudt va c¢6 thé duge didu ché gian tiép tt **°Ra

duoc chiéu xa no-tron, ma no s& chira nuclit me cia 27Th, nghia 1a 2’Ac (T1n = 22
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nim). Actini-227 ¢6 thé duge tich kha d& dang tir dich ?*’Ra va dugc st dung lam
ngudn san xuit 22’Th. Quy trinh nay c6 thé dugc dinh quy mé & quy mé cong nghiép
néu cén, va vi vay tranh duge vAn dé v& mit cung cép dugc nhan théy v6i hau hét cac
chét phat tia alpha khéc duge xem nhur 13 thich hop dbi voi phuong phap tri liéu phong
xa hudng dich phan tur.

Thori-227 ¢6 thé dugc dung véi lugng du dé tao ra tac dung tri liéu mong mubdn
ma khong tao ra qua nhiéu radi-223 dé gay ra sy tic ché ty xuwong mot cach qua mic.
Mong muén duy tri ddng vi con trong ving huéng dich sao cho céc tac dung tri liu
khac c¢6 thé duge bét ngudn tir su phan rd ctia ching. Tuy nhién, khong can duy tri su
kiém soat clia c4c san phdm phan ra thori dé c6 tac dung tri liéu hitu ich ma khong giy

ra tinh doc tiy xuong ¢ muic khong chép nhan duge.

Gia sir tac dung tiéu diét t& bao khdi u s& chii yéu dén tir thori-227 va khong
phai dén tir d@)ng vi con cla no, liéu luong tri liéu c6 kha ning cla déng vi nay co thé
duoc thiét 1ap bing cach so sanh v6i cac chit phét tia alpha khéc. Vi dy, dbi vdi astatin-
211, liéu lugng tri liéu & dong vét thuong la 2-10 MBq trén mot kg. Béng cach hiéu
chinh chu ky ban rd va néng lugng, lidu luong tuong Umg dbi v6i thori-227 cAn phai it
nhét 1 36-200 kBq trén mét kg thé trong. Diéu ndy s& dit ra mot giéi han dudi dbi
v6i luong 2’Th ma c¢6 thé dugc dung mot cach hitu ich véi mong mubn tao ra tac dung
tri liéu. Tinh toan nay thira nhin sy duy tri astatin va thori & murc ¢6 thé so sanh duge.
Tuy nhién, r3 rang 13 chu ky ban rd 18,7 ngay cla thori s& c¢6 thé din t6i viéc loai bo
ddng vi nay nhidu hon trude khi né bi phan r. Vi vdy, liéu lugng da tinh toan dugc
nay thudmg cAn duoc xem nhu 13 lugng hitu hidu 6 thiu. Liéu trj liéu duoc biéu thi
dbi v6i 27Th duoc giit lai hoan toan (nghia 1a 227Th ma khong bi loai bo khoi co thé)
s& thuomg it nhit 13 18 hodc 25 kBq/kg, tét hon 14 it nhét 36 kBq/kg va t5t hon nita 1a
it nhét 75 kBq/kg, vi du 100 kBq/kg hodc 16n hon. Lugng thori 16n hon s& dugc mong
doi dé c6 tac dung tri liéu 16n hon nhung c6 thé khong dugc dung néu xay ra tac dung
phu khong thé chip nhan dugc. Tuong tu, néu thori duoc ding & dang c6 thoi gian
bén 14 sinh hoc ngén (nghia 14 thoi gian béan rd truée khi loai bo khéi co thé vin mang
thori), thi luong déng vi phéng xa 16n hon s& duge doi hoi véi cung tac dung tri liéu

do rat nhidu thori s& bi loai bé trudc khi né phan rd. Tuy nhién, s& ¢ sy suy gidm vé
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lugng radi-223 duge tao ra. Lugng thori-227 néu trén dugc stt dung khi déng vi nay
dugc gitr lai hoan toan c6 thé c6 lién quan rd rét dén cac liéu luong tuong duong voi
thori gian ban ri sinh hoc ngén hon. Nhimg két qua tinh toan nhw vy 14 da biét trong
linh vuc va duge néu trong WO 04/091668 (ching han trong phan vin ban trong céc

vidu 1 va?2).

Néu mot hop chét duoc danh déu phong xa giai phéng ra cac nuclit con, diéu
quan trong 1a biét duoc hau qua tit yéu, néu c6 thé, ctia nuclit con phong xa bét ky.
Vi 27Th, san phdm con chinh 1 2°Ra, dang dugc danh gid 1dm sang do céc dic tinh
nhdm vao xuwong cta nd. Radi-223 lam sach mau rat nhanh va né c6 dic trong bd
xuong hodc dugc tiét ra qua dudng rudt va da day (xem tai li¢u: Larsen, J Nucl Med
43(5, Phu luc): 1,80E2002 Vi vdy, radi-223 dugc gidi phong in vivo tlr 27T ¢6 thé
khong anh hudng dén cac mé mém khée manh & mirc d6 16n. Trong nghién clru boi
Miiller trong Int. J. Radiat. Biol. 20:233-243 (1971) v& su phan phdi ctia *’Th duéi
dang mudi xitrat hoa tan, dd nhan ra rang *Ra dugc tao ra tir 2’Th trong cac mod mém
d& dang dugc phan bé lai vao xuong hoge duge tiét ra. Vi vy, tinh doc da biét ctia

radi phét tia alpha, dc biét 1 d8i voi tity xuong, 1a mdt van dé ddi voi liéu luong thori.

Trén thyc t&, da thiét 1ap 14n dAu tién trong WO 04/091668 rang lidu luong it
nhét 12 200 kBg/kg 2*Ra c6 thé dugc ding va dugc dung nap trong d6i tuong 12 nguoi.
Dit lidu nay duoc thé hién trong cong bd néu trén. Vi vy, mdt cach kha bt ngd, cd
thé nhan théy ri‘mg, ton tai ctra sb tri liéu trong d6 Iugng hitu hiéu c6 tac dung tri li€u
ctia 2'Th (nhu 16n hon 36 kBg/kg) c6 thé duge ding cho dbi twong 13 dong vat c6 vi
ma khéng mong doi rang dbi twong nay s& c6 nguy co nguy hidm khong chép nhén
duoc hodc tham chi 1a tinh ddc tily xwong gy chét nguoi. Tuy nhién, didu cuc ky quan
trong 1a viéc st dung clra s6 tri lidu ndy mdt cach t5t nhat duoc thuc hién va vi vy
mot didu thiét yéu 1a thori phéng xa dugc tao phirc nhanh chéng va hiéu qua, va co ai
luc rat cao sao cho ty 1€ 16n nhét c6 thé c6 cua lidu luong ndy dugc phin phéi dén vi

tri dich.

Luong 23Ra dugc tao ra tlr duge pham chita 22’Th s& tly thudc vao thoi gian
ban 13 sinh hoc ctia hop chat dugc danh dau phéng xa. Tinh huéng ly tudng 1a st dung

phitc hop v6i sy hép thu nhanh chéng vio khéi u, bao gom su tiép nhén vio té bao
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kh&i u, sy luu lai chéc chén trong khéi u va thoi gian ban 14 sinh hoc ngén trong céc
md binh thudng. Tuy nhién, phirc hé v6i thoi gian ban rd sinh hoc ngin hon thdi gian
bén ri sinh hoc 1y tuéng c6 thé 13 hitu hiéu mién 1a lidu luong *Ra dugc duy tri thude
khoang c6 thé dung nap. Lugng radi-223 duoc tao ra in vivo s€ tuy thudc vao luong
thori duoc str dung va thoi gian luu sinh hoc clia phirc thorium. Luong radi-223 duoc
tao ra trong truong hop bt ki c6 thé d& dang dugc tinh toan bdi ngudi c6 trinh do
trung binh trong linh vuc. Lugng 27Th t6i da c6 thé sir dung s& dugce xdc dinh boi
luong radi dugc tao ra in vivo va cAn nho hon luong ma s& tao ra muc tac dung phu
khong thé chép nhan dugc, cu thé 14 tinh doc dbi voi tily xuong. Lirgng ndy thudng s&
nho hon 300kBg/kg, ddc biét 1a nhé hon 200 kBg/kg va tdt hon nita 13 nhé hon
170 kBg/kg (chiing han nhé hon 130 kBg/kg). Liéu lugng hitu hiéu t6i thiéu s& duoc
x4c dinh bi tinh doc t bao ctia thori, tinh nhay cam ciia m6 bi bénh ddi véi sy chiéu
xa alpha dugc tao ra va mic d§ ma thori dugce két hop, gift lai va phan phdi mét cach
hitu hiéu bai phirc hop huéng dich (trong truong hop nay la su t8 hop cia phéi tir va
gbc hudng dich).

Trong phuong phap theo sang ché, phitc hop thori mong mudn duogc ding &
lidu Iwong thori-227 1a 18 dén 400 kBq/kg thé trong, t5t hon 1a 36 dén 200 kBg/ke,
(nhu 50 dén 200 kBg/kg) t6t hon nita 1a 75 dén 170 kBq/kg, déc biét 1a 100 dén 130
kBg/kg. Tuong Ung, lidu duy nhét c6 th8 bao gdm liu bét ky trong s6 cac khoang nay
nhan véi thé trong thich hop, nhu 30 dén 150 K g, t6t hon 14 40 dén 100 Kg (chéng han
khoang tir 540 kBq dén 4000 KBq trén mot lidu, v.v.). Ngoai ra, mong mubn liéu
lugng thori, chét tao phtic va dudng dung s& dam bao liéu lugng radi-223 dugce tao ra
in vivo nho hon 300 kBg/kg, t8t hon nita 13 nho hon 200 kBg/kg, cling t5t hon nita 1a
nho hon 150 kBg/kg, dic biét 12 nho hon 100 kBq/kg. Mt khac, didu nay s& tao ra
mitc phoi nhidm véi 23Ra duge xé4c dinh bang cach nhén cdc khoang ny voi thé trong
bat k¥ trong s6 cic thé trong d4 chi ra. Muc liéu diing néu trén tot hon 1a lidu duoc giit
lai hoan toan ctia 27Th nhung c6 thé 14 lidu duoc st dung c6 tinh dén viéc mot s622"Th

s& duoc thanh thai khoi co thé truée khi né phén ré.

Khi thoi gian ban 14 sinh hoc ctia phirc hop *’Th 14 ngén so véi thdi gian ban

14 vat Iy (ching han nhé hon 7 ngdy, déc bi¢t 1a nhé hon 3 ngay) co thé cin dén liéu
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duoc st dung 16n hon déng ké dé tao ra liéu duoc giit lai twong duong. Vi vdy, vi du,
lidu dugc gitt lai hoan toan cua 150 kBg/kg tuong duong v6i phire hop vai chu ky ban
rd 5 ngay dugc st dung & lidu lugng 711 kBg/kg. Liéu dung twong duong d6i véi cac
lidu duogc gitt lai thich hop bét ky ¢6 thé dugce tinh tir tdc d6 thanh thai sinh hoc cta

phtrc hop biang cach st dung cac phuong phip da duge biét rd trong linh vyec.

Do viéc phan rd ctia mot hat nhan **’Th tao ra mdt nguyén tir 223Ra, thoi gian
luu va hoat tinh tri liéu ctia 22’Th s& ¢6 lién quan tryc tiép dén lidu lugng ***Ra chiu
duoc boi bénh nhan. Lugng *Ra duoc tao ra trong tinh huéng cu thé bét ky c6 thé

duogc tinh toan béang cach sir dung cac phuong phap da dugc biét r5.

Theo mdt phuong an duge wu tién, sang ché d xuét phuong phép diéu tri bénh
& dbi tuong 1a dong vat c¢6 vi (nhu duge md ta & ddy), phuong phap nay bao gbm budc
cho dbi tugng d3 néu st dung luong hitu hiéu c6 tic dung tri liéu clia it nhit mot phirc

hop thori huéng mé nhu duge mo ta ¢ day.

Puong nhién 12 mong mudn giam mitc phoi nhiém ctia dbi tuong véi chit déng
vi con 2Ra dén muc tdi thiéu, trir khi cac déc tinh clia chét ddng vi ndy dugc st dung
mot cach hitu hiéu. Cu thé, luong radi-223 duogc tao ta in vivo thuong s& 16n hon 40
kBg/kg, chang han 16n hon 60 kBg/Kg. Trong mot s truomg hop, cin thiét dé 22> Ra
duoc tao ra in vivo 1én hon 80 kBq/kg, chéng han 16n hon 100 hodc 115 kBg/kg.

Thé lién hop duoc gén nhan thori-227 trong cac dung dich chit mang thich hop
c6 thé be dugc dung trong tinh mach, trong khoang (chéng han trong mang bung),
du6i da, qua dudng miéng hogc ding tai chd, duéi dang ding mot lan hoge ché d6 liéu
diing phan doan. Tét hon 13, phitc hé duoc lién hop véi goc hudng dich s& duoc dung
& dang dung dich bang cach dung ngoai dudng tiéu hoa (ching han qua da), dic biét
]a dung trong tinh mach hogc ding trong khoang. Tét hon 13, ché phdm theo séng ché
s& duoc bao ché trong dung dich vo tring dé dung ngoai dudng tiéu hoa.

Thori-227 trong phuong phéap va san phim theo sdng ché c6 thé duoc diing mot
minh hodc két hop véi phuong thire diéu tri khac bao gbm phau thuat, didu tri chiéu
xa tia bén ngoai, hoa tri liéu, cac nuclit phong xa khac, hoac diéu chinh nhiét d6 md

v.v.. Didu ndy c6 thé tao ra mdt phuong 4n duge vu tién khac nita cta phuong phap
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theo séng ché va do d6 ché phém/thuéc c6 thé bao gdm it nhét mot chét c6 hoat tinh

tri liéu khac nita nhu mot chat phong xa khac hogic mdt chat hoa tri liéu khac.

Theo mdt phuong an dugc déc biét vu tién, d6i twong cling dugc dua di didu tri
t& bao mam va/hodc phuong phap tri lidu hd trg khac dé 1am giam tac dung gdy doc

tly xuong géy ra bdi radi-223.

Céc phan tir dugc gin nhén thori (ching han thori-227) theo sang ché ¢6 thé
duoc sir dung dé diéu tri cac bénh ung thu hodc khong phai ung thu bang cach hudng
dén céc thu thé c6 lién quan dén bénh. Thong thuong, viée st dung 227Th lam thudc
trong diéu tri phong xa mién dich s& dya trén viéc lién két 227Th v6i khang thé, doan
khang thé, hodc cu tric ciia khang thé hodc doan khang thé bai mot chit tao chelat
d didu tri céc bénh ung thu hodc khong phai ung thu. Viéc st dung *’Th trong céc
phuong phap va dugc phim theo séng ché 13 dic biét thich hop dé diéu tri bénh ung
thu v, bénh ung thu da day, bénh ung thu budng trimg, caxinom phoi khong phai té
bao nhé (NSCLC), va bénh ung thu tir cung.

Theo mot phuong an khéc nita clia sang ché, bénh nhan bi bénh ca & mo6 mém
va xuong c6 thé dugc didu tri ca bang 227Th va bing **Ra dugc tao ra in vivo bang
thori d& duoc str dung. Theo khia canh dugc dic biét cd loi nay, hop phén tri liéu bd
sung cho phuong phap didu tri ndy c6 ngudn gbc tir lugng khong gy doc tlly xuong
¢6 thé chip nhan dugc cla **Ra bang cach hudng dén bénh thudc bd xuong. Trong
phuong phap tri liéu nay, **’Th thuong dugc sir dung dé diéu tri bénh ung thu nguyén
phét va/hoic di cin ctia md mém bing cach hudng mét cach thich hop dén n6 va ?*’Ra
duoc tao ra tir su phan rd ’Th duoc dung dé didu tri bénh thudc xuwong c6 lién quan
trong cung mot d6i tuong. Bénh thudc xwong nhu vay c6 thé 13 cac bénh di cin d6i
v bd xuong gy ra do bénh ung thu mé mém nguyén phat, hodc co thé 1a bénh nguyén
phat trong d6 viéc didu tri m6 mém 14 dé chong lai bénh ung thw di can. Do khi céc
bénh m6 mém va bénh & xuong c6 thé khong c6 lién quan dén nhau (chéng han viéc

didu tri bd sung bénh & xuong & bénh nhan bi méc bénh md mém gy thap khop).

Vi du v& mdt s6 quy trinh tdng hop dugc dua ra du6i ddy. Cac bude dugc chi

ra trong cac quy trinh tbng hop ndy s& co thé 4p dung cho nhiéu phuong 4n theo sang
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ché. Vi du, bude a) ¢6 thé tién hanh nhy hop chat trung gian AGC0021 dugc chi ra
duéi day trong nhidu hodc tit ca cac phuwong an dugc mo ta & day.
Téng hop hop chét trung gian chinh AGC0020

N,N,N',N'-tetrakis(2-aminoetyl)-2-(4-nitrob enzyl)propan-1,3-diamin

ﬁz NO;
-2 -
¢ O

__—(-:—* =
f\OH OMs

HO MsQ

a) Dimetylmalonat, natri hydrit, THF. )} DIBAL-H, THF, ¢ MsCl, MEt; CHzClz,

d) Imidazol . Boc;O. CH:Clz toluen . &) DIPEA, axetonitril . 1} MeOH.nuéc , AcCl

Téng hop hop chét trung gian chinh AGC0021

3-(benzyloxy)-1-metyl-4-[(2-thiox0-1,3-thiazolidin-3-yl)cacbonyl]pyridin-Z(IH)-

on
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a} Dietyloxalat, kali etoxit, toluen, EIOH. b) PA/C, pxylen . ¢} Mel, K;CO;3, DMSO. axeton |,

-
Y

.
d) 1) BBrs DCM. il) BnBr. K2COs, KI, aceton e} NaOH. nugc, MeOH. 1) )5 . DCC. DMAP, DCM

e

Téng hop chelat ciia hgp chét ¢6 cong thire (VIII)

Axit 4-{[4-(3—[bis(Z-{[(3-hydroxy-1-metyl—2-0x0-1,2-dihydropyridin-4-
yl)cacbonyl]amino} etyl)amino]-z-{[bis(2-{[(3-hydroxy-l-metyl-2-0x0-1,2-
dihydropyridin-4-yl)cacbonyl]amino} etyl)amino]metyl}propyl)phenyl]-amino}-

4-oxobutanoic
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Trong phuong phép didu ché phuic hé theo séng ché, t6t hon 14 phan ung két
hop gitta chét tao chelat octadentat va gbc huéng md dugc thuc hién trong dung dich
nude. Didu ndy c6 mot s6 loi ich. Thir nhét 13, n6 loai bd ganh ning dbi v&i nha san
xuét trong viéc loai bd dung mdi xubng duéi mirc chép nhan duge va chimg nhén vige
loai bé nay. Tht hai 13, n6 lam giam chét thai va quan trong nhét 13 né thic day san
xudt nhanh hon nhwof viéc tranh duoc bude phén tach hodc loai bd. Trong ngit canh
dugc phém xa tri theo sang ché, quan trong 1a viéc téng hop duoc thuc hién canh nhanh
cang t6t do ddng vi phéng xa s& bi phéan rd & moi thoi diém va thoi gian ding dé diéu

ché lam lang phi vat ligu c6 gid tri va dwa vao céc dong vi con nhiém tap.
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Dung dich nude thich hop bao gdm nude tinh khiét va chét dém nhu chét dém
bét ky trong s6 nhidu chit dém da duogc biét rd trong linh vuec. Chét dém axetat, xitrat,
phosphat (chéng han PBS) va sulphonat (nhu MES) 14 céc vi du dién hinh v& céc chét

dém chira nuéce da duge bict rd.

Theo mot phuong an, phuong phéap bao gbm bude tao ra dung dich nudc thir
nhit chira phdi tir chita octadentat hydroxypyridinon (nhu dugc mé ta trong toan bd
ban md ta & ddy) va dung dich nudc thir hai gbm gbc huéng mo (nhu duge md ta trong
toan bd ban mb ta & day) va cho dung dich nude thir nhét va thit hai nay tiép xtc voi

nhau.

Céc gbe két hop thich hgp duoc thao ludn cu thd trén ddy va tit ca cdc nhom va
gbc duoc thao ludn & ddy du6i dang céc nhém két hop va/hodc nhom lién két c6 thé
duoo st dung mot cach thich hop dé két hop gbe hudng dich véi phdi tir. Mot s6 nhém
két hop dugc vu tién bao gém cac nhom két hop amit, este, ete va amin. Este va amit
6 thé dugc tao ra mot cach thuén loi b%mg c4ch tao ra nhém este di dugc hoat hoa tur
axit carboxylic. Axit carboxylic nhu vay co th c6 mit trong gbc hudng dich, gbc két
hop va/hodc gbe phdi tir va s& thudng phan ng v6i rugu hodc amin d8 tao thanh este
hoiic amit. Céc phuong phap nhu vy 1a da duoc biét 18 trong linh vic va c6 the st
dung cac chit phan g hoat hoa da dugc biét 18 bao gdm N-hydroxy maleimit,
carbodiimit va/hodc chit phan tng hoat héa azodicarboxylat nhu DCC, DIC, EDC,
DEAD, DIAD v.v..

Theo mdt phuong an dugce uu tién, chit tao chelat octadentat chtra bdn géc
hydroxypyridinon, dugc thé & vi tri N bang nhém metyl alkyl, va gbc két hop tan cing
bang nhém axit carboxylic ¢6 thd duge hoat hoa bing cach st dung it nhit mot chét
phén ting két hop (nhu chit phan tng bét ky trong s6 céc chit phan ing dugc md ta &
day) va mot chit hoat héa nhu N-hydroxysucxinimit (NHS) nh¢ d6 tao ra este NHS
clia chit tao chelat octadentat. Este dd duoc hoat hoa nay (chéng han NHS) c6 thé
duoc tach holic duoc sir dung ma khong cén tach dé két hop véi goe huong mo bét ky
¢6 nhom amin tu do (nhu trén mach bén lysin). Cac este d& hoat hoa khac 13 da biét
trong 1inh vuc va co thé 13 este bat ky clia nhém doi chuyén hitu hiéu, nhu nhom

florinat, tosylat, mesylat, iodua, v.v. Tuy nhién, cac este NHS l1a dwoc wu tién.
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Phan tmg két hop t&t hon 14 duge thyc hién trong mdt khoang thoi gian twong
dbi ngén va & nhiét @6 mdi trudng xung quanh. Thong thudng, khoang thoi gian d6i
v6i phdn ing két hop gbém 1 budc hoic 2 bude s& ndm trong khoang tir 1 dén 240 phut,
tt hon 13 5 dén 120 phut, &t hon nita 1a 10 dén 60 phit. Nhiét d6 dién hinh dbi voi
phén ing két hop s& nam trong khoang tlr 0 dén 90 °C, t6t hon 1a tir 15 dén 50 °C, t6t
hon nita 13 tir 20 dén 40 °C. Khoang 25 °C hodc khoang 38 °C la thich hop.

Viéc két hop chét tao chelat octadentat véi gbc huéng dich thudng s& dugc thuc
hién trong didu kién khong gdy anh huéng bét li (hodc it nhat 1a khong gdy anh hudng
khong thé dao nguge dugc) dén kha ning lién két ctia gbc hudng dich. Do cac chit
ghn két thuong 1a cac gdc trén co s& peptit hodc protein, didu nay doi hoi cac diéu kién
tuong d5i ém diu dé tranh bién tinh hodc mat cAu tric bac hai/bac ba. Céc diéu kién
chtra nuéc (nhu duge mo ta & day trong tAt ca céc trudng hop) s& dugce uu tién, va n6
s& duogc mong mudn dé tranh sy cyc dai cia d6 pH va/hode phan Umg oxy hoa khir. Vi
vy buéce b) ¢6 thé duge thuc hién & o pH ndm trong khoang tir 3 dén 10, t6t hon 14
ndm trong khoang tir 4 dén 9 va tét hon nita 1a nim trong khoang tir 4,5 dén 8. Cac
diéu kién ma trung hoa v& mit oxy héa khtr, hodc khir rAt nhe @& tranh oxy héa trong

khong khi cé thé duoc mong mudn.

Chét tao chelat huéng md dugce vu tién cb thé duoc stir dung cho tAt ca céac khia
canh cua sang ché 14 AGC0018 nhu dugc mé ta trong ban md ta nay. Phirc hé gém
AGC0018 v6i cac ion 2"Th tao thanh mdt phuong 4n dugc uu tién clia phirc hé theo
sang ché va cac ché phdm, ing dung va phuong phap, v.v. tuong ting. Cac phuong an
duoc wu tién khéc c6 thé duge st dung trong tAt ca cac khia canh cia sang ché bao
gdm phttc hé 22'Th ciia AGC0019 dugc lién hop véi cc gbe huéng md (nhw duge md
ta & day) bao gbm céc khéng thé don dong cé &i luc gin két véi HER2.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc minh hoa bang céc vi du khong gidi han sau day. T4t c& cac
hop chét dugc néu 1am vi du trong phﬁn vi du tao thanh c4c phuong an duoc uu tién
clia sang ché (bao gdm céc hop chét trung gian va céac tién chit duoc wu tién) va c6
thé duoc st dung riéng r& hodc két hop theo khia canh b4t ky ma & d6 ngft canh cho
phép.
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Vidu 1
Téng hop hep chit ¢6 cong thire (IIT)
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N
Vidul.l
Téng hop dimetyl 2-(4-nitrobenzyl) malonat

NO,

o/

@)

~o"Yo

Natri hydrua (60% thé phan tan, 11,55 g, 289 mmol) dugc tao huyén pht trong
450 mL tetrahydrofuran (THF) & 0 °C. Dimetyl malonat (40,0 mL, 350 mmol) dugc
bd sung nho giot trong khoang 30 phit. Hon hop phén tng duoc khudy trong 30 phut
& 0 °C. 4-Nitrobenzyl bromua (50,0 g, 231 mmol) dugc hoa tan trong 150 mL THF
duoc bd sung nhé giot trong khoang 30 phut & 0 °C, sau d6 12 hai gi¢ & nhiét 40 moi
truong.

500 mL etyl axetat (EtOAc) va 250 mL NH4Cl (dung dich nudc, bdo hoa) dugc
bd sung trude khi dung dich duoc loc. Céac pha dugce tach. Pha nudc duge chiét béng
2%250 mL EtOAc. Két hop pha hitu co, rira bing 250 mL nu6c mubi, 1am kho bang

Na2S0s4, loc va loai boé dung mdi trong diéu kién ap suét giam.

B4 sung 300 mL heptan va 300 mL metyl tert-butyl ete (MTBE) vao phan con
lai va gia nhiét dén 60°C. Loc dung dich thu dugc. Dé dich loc trong ti lanh qua dém
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va loc. Rira banh loc bang 200 mL heptan va lam khé trong didu kién &p suét giam,

thu duoc hop chit néu & dé myc ndy & dang chit rén mau tring nha.
Hitusudt: 42,03 g, 157,3 mmol, 68%.

1H-NMR(400 MHz, CDCI3): 3,30(d, 2H, 7,8 Hz), 3,68(t, 1H, 7,8 Hz), 3,70(s,
6H), 7,36(d, 2H, 8,7 Hz), 8,13(d, 2H, 8,7 Hz).

Vidu 1.2
Téng hep 2-(4-Nitrobenzyl)propan-1,3-diol

NO,

OH

HO

Hda tan dimetyl 2-(4-nitrobenzyl) malonat (28,0 g, 104,8mmol) trong 560 mL
THF & 0°C. B sung nho giot diisobutyl nhém hydrua (DIBAL-H) (1M trong hexan,
420 mL, 420 mmol) & 0 °C trong khoang 30 phut. Khu4y hdn hop phén tng trong hai
gio & 0°C.

B6 sung nho giot 20 mL nudc vao hdn hop phan tng & 0°C. B6 sung nho giot
20 mL NaOH (dung dich nuéc, 15%) vao hdn hop phan tng & 0°C, sau d6 bd sung
nho giot 20 mL nudc vao hdn hgp phan tmg. Khudy hon hop & 0°C trong 20 pht truée
khi bd sung khoang 150g MgSO4. Khudy hén hop & nhiét d6 trong phong trong 30
phut truge khi loc né trén phéu Biichner. Rura banh loc bang 500 mL CH3CN. Lay
béanh loc ra va khudy véi 800 mL EtOAc va 200 mL MeOH trong khoang 30 phut

trude khi loc dung dich. Két hop dich loc va lam khd trong diéu kién ap suét giam.

DFC trén silic oxit bing cach st dung gradient EtOAc trong heptan, sau d6
bang gradient MeOH trong EtOAc thu dugc hop chét néu & @& muc nay & dang chat

rin mau vang nhat.
Hiéu suét: 15,38 g, 72,8 mmol, 69%.

H-NMR(400MHz, CDCI3):  1,97-2,13(m, 3H),2,79(d, 2H, 7.6 Hz), 3,60-
3,73(m, 2H), 3,76-3,83 (m, 2H), 7,36(d, 2H, 8,4 Hz), 8,14(d, 2H, 8,4 Hz).
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Vidu 1.3
Téng hop 2-(4-Nitrobenzyl)propan-1,3-diyl dimetansulfonat

NO,

OMs

MsO

Hoa tan 2-(4-nitrobenzyl)propan-1,3-diol (15,3 g, 72,4 mmol) trong 150 mL
CH,Cl; & 0°C. Bb sung trietylamin (23 mL, 165 mmol), sau d6 bd sung nho giot
metansulfonyl clorua (12 mL, 155 mmol) trong khoang 15 phut, sau do khudy & nhiét
d6 moi truong trong mot gio.

B6 sung 500 mL CH,Cly, va rira hdn hop bing 2*250 mL NaHCO; (dung dich
nude, bio hoa), 125 mL HCI (dung dich nude, 0,1 M) va 250 mL nuéc mudi. Lam
khd pha hiru co bang NazSOs, loc va 1am kho trong didu kién 4p suét giam, thu duge

hop chit néu & d& muc nay & dang chét rdn mau cam.
Hiéu suét: 25,80 g, 70,2 mmol, 97 %.

1H-NMR(400MHz, CDCI3): 2,44-2,58(m, 1H), 2,87(d, 2H, 7,7 Hz), 3,03(s,
6H), 4,17(dd, 2H, 10,3, 6,0 Hz), 4,26(dd, 2H, 10,3, 4,4 Hz), 7,38(d, 2H, 8,6 Hz),
8,19(d, 2H, 8,6 Hz).

Vidu 1.4

Téng hop di-tert-butyl(azanediylbis(etan-2,1-diyl))dicarbamat

Tao huyén phu chtta imidazol (78,3g, 1,15 mol) trong 500 mL CH2Cl2 ¢ nhiét
do6 trong phong. B4 sung timg phan di-tert-butyl dicacbonat (Boc20) (262,0 g, 1,2
mol). Khudy hdn hgp phan tng trong mdt gio' & nhiét 4o trong phong. Rira hdn hop
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phan ¢mg bing 3*750 mL nudc, 1am khé bing Na:SO4, loc va logi bo céc chét bay hoi
trong didu kién ap sut giam.

Hoa tan phin con lai trong 250 mL toluen va bd sung dietylentriamin (59,5 mL,
550 mmol) vao. Khu4y hdn hop phan tGng trong hai gior & 60 °C.

Bé sung 1 L CHxCly, va rira pha hitu co bang 2#250 mL nu6e. Lam khd pha

hitu co bang Na;SOs, loc va lam giam th8 tich trong diéu kién &p sudt giam.

DFC trén oxit silic bang cach st dung gradient gbm metanol (MeOH) trong
CH)Cl, véi triethylamin thu dugc hop chét néu & d& muc nay & dang chét ran khong
mau.

Hiéu suét: 102 g, 336 mmol, 61 %.

IH-NMR (400MHz, CDCI3): 1,41(s, 18H), 1,58(bs, 1H), 2,66-2,77(m, 4H),
3,13-3,26(m, 4H), 4,96(bs, 2H).

Vidu 1.5
Téng hop tetra-tert-butyl (((2-(4-nitrobenzyl)propan-1,3-
diyl)bis(azantriyl))tetrakis(etan-2,1-diyl))tetracarbamat

NO,

H
N/\/N\g,o\|<

HN. O

Hoa tan 2-(4-nitrobenzyl)propan-1,3-diyl dimetansulfonat (26,0 g, 71 mmol)
va di-tert-butyl(azandiylbis(etan-2,1-diyl))dicarbamat (76,0 g, 250 mmol) trong 700
mL axetonitril. B& sung N,N'-diisopropyletylamin (43 mL, 250 mmol) vao. Khudy
hdn hop phan ung trong 4 ngay & diéu kién hdi lwu.

Loai b6 céc chét bay hoi trong diéu kién 4p suét giam.

DFC trén silic oxit bang cach st dung gradient EtOAc trong heptan thu duoc

hop chat néu & dé muc nay & dang bot ran mau vang nhat.
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Hidu sut: 27,2 g, 34,8 mmol, 49 %.

I.NMR (400MHz, CDCI3):  1,40(s, 36H), 191-2,17(m, 3H), 2,27-
2,54(m, 10H), 2,61-2,89(m, 2H), 2,98-3,26(m, 8H), 5,26(bs, 4H), 7,34(d, 2H, 8,5 Hz),
8,11(d, 2H, 8,5 Hz).

Vidu 1.6
Téng hop N,N!'-(2-(4-nitrobenzyl)propan-1,3-diyl)bis(N'-(2-aminoetyl)etan-1,2-
diamin), AGC0020

NO,
N NH,
HzN\/\N
NH,
NH,
Hoa tan tetra-tert-butyl (((2-(4-nitrobenzyl)propan-1,3-

diyl)bis(azanetriyl))tetrakis(etan-2,1-diyl))tetracarbamat (29,0 g, 37,1 mmol) trong
950mL MeOH va 50 mL nudc. B6 sung nho giot axetyl clorua (50 mL, 0,7 mol) vao
trong khoang 20 phut & 30°C. Khu4y hdn hop phan tng qua dém.

Loai bd cac chét bay hoi trong didu kién 4p suét giam va hoa tan phan con lai
frong 250 mL nuée. Bé sung 500 mL CHaCl, vao, sau d6 b sung 175 mL NaOH
(dung dich nuée, 5M, duge bdo hoa véi NaCl). Tach riéng cac pha, va chiét pha nuéc
bing 4*250mL CHaClo. Két hop cc pha hitu co, 1am kho bing NaxSOq, loc va lam
kho trong diéu kién ap suét giam, thu dugc hop chit néu & d& muc nay & dang diu mau
niu do nhat.

Hiéu suét: 11,20 g, 29,3 mmol, 79 %. Do tinh khiét (HPLC Fig. 9): 99,3%;

I-NMR (300MHz, CDCls):  1,55(bs, 8H), 2,03(dt, 1H, 6,6, 13,3 Hz),
2,15(dd, 2H, 12,7, 6,6), 2,34-2,47(m, 10H), 2,64-2,77(m, 10H), 7,32(d, 2H, 8,7 Hz),
8,10(d, 2H, 8,7 Hz).

13C.NMR (75MHz, CDCls): 37,9, 38,5, 39,9, 58,0, 58,7, 123,7, 130,0,
146,5, 149,5
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Vidu 1.7

Téng hop etyl 5-hydroxy-6-oxo-1,2,3,6-tetrahydropyridin-4-carboxylat

[0) O\/
\ OH
[0]

N
H
Hoa tan 2-pyrolidinon (76 mL,1 mol) va dietyl oxalat (140 mL, 1,03 mol) trong

1 L toluen & nhiét d6 trong phong. B6 sung kali etoxit (EtOK) (24% trong EtOH, 415
mL,1,06 mol) vio, va gia nhiét hdn hop phan tmg dén 90°C.

B4 sung timg phan 200 mL EtOH trong gio dau tién cta phan ung do su dic
lai cia hdn hop phan tmg. Khudy hdn hop phan tng qua dém va lam ngudi dén nhiét
6 trong phong. Bb sung tir tir 210 mL HCI1 (5M, dung dich nu¢c) trong khi khudy.

B6 sung 200 mL nude mudi va 200 mL toluen vao, va tach riéng céac pha.

Chiét pha nuéc bing 2x400 mL CHCls. Lam khé céc pha hitu co két hop
(NazSO4), loc va lam giam thé tich trong chan khong. Két tinh lai phan con lai tr

EtOAc, thu dugc hop chit néu & d& muc nay & dang chét rén mau vang nhat.
Hiéu sut: 132,7g, 0,72 mol, 72%.
Vidu 1.8

Téng hop etyl 3-hydroxy-2-oxo-1,2-dihydropyridin-4-carboxylat

© ~
\ OH
|
(e}

Iz
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Hoa tan {etyl 5-hydroxy-6-oxo-1,2,3,6-tetrahydropyridin-4-carboxylat} (23,00
g, 124,2 mmol) trong 150 mL p-xylen va bd sung paladi trén cacbon (10%, 5,75 g).
KhuAy hdn hop phan g & nhiét do hdi luu qua dém. Sau khi lam ngudi dén nhiét do
trong phong, pha lodng hdn hop phan ting bang 300 mL MeOH va loc qua dém Celite®
thip. Rira dém bang 300 mL MeOH. Loai bd dung mdi trong chan khong, thu duoc

hop chat néu & dé muc nay ¢ dang chat rin mau nau d6 nhat.

Hiéu suat: 19,63 g, 107,1 mmol, 86%. MS (ESI, pos): 206,1[M+Na]",
389,1[2M+Na]"

Vidy 1.9

Téng hop etyl 3-metoxy-1-metyl-2-o0xo-1,2-dihydropyridin-4-carboxylat

© '~
e

Hoa tan {etyl 3-hydroxy-2-oxo-1,2-dihydropyridin-4-carboxylat} (119,2 g,
0,65 mol) trong 600 mL dimetyl sulfoxit (DMSO) va 1,8 L axeton ¢ nhiét do trong
phong. B4 sung K2CO3 (179,7 g, 1,3 mol) vao. Bo sung nho giot metyl iodua (Mel)
(162 mL, 321 mmol) d& dugc hoa tan trong 600 mL axeton trong khoang 1 gi¢ & nhiét
d6 trong phong.

Khu4y hdn hop phan Gng trong hai gid nita & nhiét d§ trong phong trude khi
b sung Mel (162 mL, 2,6 mol). Khudy hdn hop phan tmg & nhiét d6 hoi luu qua dém.
Lam giam thé tich hdn hop phan Ung trong didu kién 4p suét giam va bd sung 2,5 L
EtOAc vao.

Loc hdn hop va lam giam th8 tich trong diéu kién &p sudt giam. Tinh ché bang
sic ky nhanh kém theo lam kho (séc ky nhanh kém theo lam khd - DFC) trén SiO2
béng cach str dung gradient EtOAc trong heptan thu duoc hop chét néu & d& muc nay.
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Hiéu sult: 56,1 g, 210,1 mmol, 32 %. MS (ESL pos):234,1[M+Na],
445,1[2M+Na]*

Vi du 1.10

Téng hop etyl 3-(benzyloxy)-1-metyl-2-oxo-1,2-dihydropyridin-4-carboxylat

Hoa tan {etyl 3-metoxy-1-metyl-2-oxo-1,2-dihydropyridin-4-carboxylat}
(5,93 g, 28,1 mmol) trong 80 mL diclormetan (DCM) & -78°C va bd sung nhod giot
BBr; (5,3 mL, 56,2 mmol) trong 20 mL DCM vao. Khu4y hdn hop phan tng trong 1
gidr & -78°C truéc khi gia nhiét phan tmg dén 0°C. Dép tat phan tmg bing cach bd
sung nho giot 25 mL tert-butyl metyl ete (tert-BuOMe) va 25 mL MeOH. Loai bo cac
chét bay hoi trong diéu kién chan khong. Hoa tan phan con lai trong 90 mL DCM va
10 mL MeOH va loc qua dém SiO2 thip. Rira dém bang 200 mL, MeOH 10% trong
DCM. Loai bé céc chét bay hoi trong didu kién chan khong. Hoa tan phén con lai trong
400 ml axeton. B sung K2CO3 (11,65 g, 84,3 mmol), KI (1,39 g, 8,4 mmol) va benzyl
bromua (BnBr) (9,2 mL, 84,3 mmol) vao. Khudy hén hop phan tmg & nhiét 40 hdi luu
qua dém. Pha lodng hdn hop phan tng bang 200 mL EtOAc va rira bang 3x50 mL
nuée va 50 mL nude mudi. Pha nuéce két hop duge chiét bang 2x50 mL EtOAc. Lam
kh6 céc pha hitu co két hop (Na2S04), loc va loai bo cac chét bay hoi trong chin khong
va tinh ché bing séc ky nhanh kém theo 1am khé trén SiO sir dung EtOAc (40 —70%)

trong heptan 1am chat rira giai 8 thu duoc hop chét néu & d& myc nay.

Hiéu suat: 5,21 g, 18,1 mmol, 65 %. MS (ESI, pos): 310,2[M+Na]",
597,4[2M+Na]*

Vidu 1.11
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Téng hop axit 3-(benzyloxy)-1-metyl-2-0x0-1,2-dihydropyridin-4-carboxylic

o) OH

o

X

T 0]

Hoa tan {etyl 3-(benzyloxy)-1-metyl-2-oxo-1,2-dihydropyridin-4-carboxylat}
(27,90 g, 97,1 mmol) trong 250 mL MeOH va bd sung 60 mL NaOH (5M, dung dich
nuéce) vao. Khudy hdn hop phén tng trong 2 gi¢ & nhiét do trong phong trude khi cd
dic hon hop phan ng dén khoang 1/3 trong diéu kién chan khong. Pha lodng phan
con lai bang 150 mL nudc va axit hoa dén @6 pH 2 béng cach st dung hydro clorua
(HC1) (5M, dung dich nudc). Loc két tha va 1am khd trong chin khong, thu dugc hop
chit néu & dé muc nay & dang chét ran khong mau. Hiéu sult: 22,52g, 86,9 mmol,

89%.
Vidu 1.12

Téng hop 3-(benzyloxy)-l-metyl-4-(2-thi0xothiazolidin-3-cacbonyl)pyridin-
2(1H)-on (AGC0021)

SYS

o) N\)

&OJ@
rT o)

Hoa tan {axit 3-(benzyloxy)-1-metyl-2-oxo-1 ,2-dihydropyridin-4-carboxylic}
(3,84 g, 14,8 mmol), 4-dimetylaminopyridin (DMAP) (196 mg, 1,6 mmol) va 2-
thiazolin-2-thiol (1,94 g, 16,3 mmol) trong 50 mL DCM. Bé sung N,N'-
dixyclohexylcarbodiimit (DCC) (3,36g, 16,3 mmol) vao. Khudy hdn hgp phén tng

qua dém. Loc hdn hop phén Ung, ria chét rén bang DCM va lam gidm thé tich dich
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loc trong didu kién chan khong. Két tinh lai chdt rén mau vang thu duogc tir
isopropanol/DCM, thu dugc AGC0021. Hiéu suét: 4,65 g, 12,9 mmol, 87 %. MS(ESI,
pos): 383[M+Na]", 743[2M+Na]"

Vidu 1.13

Téng hop hop chit AGC0023

NO,
=z N/
o
"o
~NH OBn
H
O N\/\N H
Bnoﬁ H HN.__O
o HN.___O &OBn
BnO /| 'i‘ o
0 N
|
AGC0023

Hoa tan AGC0020 (8,98 g; 23,5 mmol) trong CH>Cl> (600 mL). B4 sung
AGC0021 (37,43 g; 103,8 mmol) vao. Khudy phan tng trong 20 gio & nhiét do trong

phong. Co6 dac hon hop phan Umg trong diéu kién 4p sudt giam.

DFC trén SiO; bang cach st dung gradient gdm metanol trong hén hop gdm

EtOAc va CHCL ¢ ty 18 1:1 thu duge AGC0023 ¢ dang bot ran.
Hiéu suét trung binh: 26,95 g, 20,0 mmol, 85 %.
Vidu 1.14

Téng hop hop chit AGC0024
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SN
(@) N o

N~ NH 0Bn

N
\/\N H

H HN.__O
HN (0] &OBn
|
Bnol% 'T o
&

BnO

as

(@)
=
.

AGC0024

Hoa tan AGC0023 (26,95 g; 20,0 mmol) trong etanol (EtOH) (675 mL). B
sung sét (20,76 g; 0,37 mol) va NH4ClI (26,99 g; 0,50 mol) vao, sau d6 bd sung nudc
(67 mL). Khuiy hén hop phéan tmg & 70 °C trong hai gio. Bé sung thém sat (6,75 g;
121 mmol) vao, va khudy hdn hop phan g trong mét gio & 74°C. B4 sung thém sit
(6,76 g; 121 mmol) vao, va khu4y hén hop phan tmg trong mdt git ¢ 74°C. Lam ngudi
hdn hop phan Gng trude khi lam giam thé tich hdn hop phan Gng trong didu kién ap
sut giam.

DFC trén SiOz bang céach st dung gradient gbm metanol trong CH2Cl> thu duoc
AGC0024 & dang bot rén.

Hiéu sut 18,64 g, 14,2 mmol, 71 %.
Vidu 1.15

Téng hop hop chit AGC0025
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NH,
= N/
NG
o~ NH OH
H
(e} N\/\N
Hoﬁ H HN._O
oy HN._O ~ OH
HO 2 o
0" N
|
AGC0025

Hoa tan AGC0024 (18,64 g; 14,2 mmol) trong CH2Cl> (750 mL) va lam lanh
dén 0°C. B sung BBr3 (50 g; 0,20 mol) vao va khudy hdn hop phén tmg trong 75
phut. Dap tat phan tmg bing cach bd sung tlr tr metanol (MeOH) (130 mL) vao ddng
thoi khudy & 0°C. Loai bo cac chét bay hoi trong didu kién 4p suét giam. B6 sung HCI
(1,25M trong EtOH, 320 mL) vao phin con lai. Tiép theo, xoay binh thot ¢ bang cach
str dung thiét bi 1am bay hoi kiéu quay & 4p suét khi quyén va nhiét d6 mdi trudng

trong 15 phut trude khi loai bé cac chét bay hoi trong didu kién 4p suit giam.

DFC trén silic oxit Cis khong dugc gin mil & cubi bang cach sir dung gradient
gdm axetonitril (ACN) trong nudc tao ra AGC0025 ¢ dang chit rén trong sudt mau

cam nhat.

Hiéu suét 13,27 g, 13,9 mmol, 98 %.

-53-



36236

Vidu 1.16

Tdng hop hop chit AGC0019

o
HO NH
o AN
O A o
N/\/NH OH

H

(0] N\/\N K'
HOJ\% H HN._O
o HN._O |\0H
Ho/l o
N
|

o]

AGCO0019

Hoa tan AGC0025 (10,63 g; 11,1 mmol) trong ACN (204 mL) va nuge (61 mL)
& nhiét d6 trong phong. B6 sung anhydrit suxinic (2,17 g; 21,7 mmol) vao va khudy
hdn hop phan g trong hai gio. Lam giam thé tich hdn hop phan g trong diéu kién
ap sut giam. DFC trén silic oxit C1s khong duoc gén mii & cudi bang cich st dung

gradient gdm ACN trong nuéc, thu duoc chit rin trong subt mau xanh 14 cay.

Hoa tan chét rin nay trong MeOH (62 mL) va nude (10,6 mL) & 40°C. B6 sung
nho giot dung dich ndy vao EtOAc (750 mL) trong diéu kién siéu am. Loc két taa, rira
bang EtOAc va lam khé trong didu kién 4p sult giam, thu dugc AGC0019 & dang chat
rén mau tréng nhd nhudm vét xanh 14 cay.

Hiéu sudt: 9,20 g, 8,7 mmol, 78 %. H-NMR (400 MHz, DMSO-d), BC-
NMR (100 MHz, DMSO-dg).

Vidu2
Téch thori-227 tinh khiét

Tach Thori-227 tir ngudn san xufit actini-227. Actini-227 dugc san xuit nhd
blrc xa no-tron nhiét ctia Radi-226 sau d6 nho su phan rd Radi-227 (t1/2=42,2 m)
thanh Actini-227. Thori-227 dugc gift lai mét cach chon loc tir hdn hop phan rd Actini-
227 trong dung dich HNO3 8 M bang séc ky trao d6i anion. St dung cdt ¢6 duong kinh
trong 1a 2 mm, chiéu dai 30 mm, chirta 70 mg nhya AG®1-X8 (c& 200—400, dang
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nitrat). Sau khi Actini-227, Radi-223 va céc déng vi con duoc rira giai tir cdt, chiét
Thori-227 tir c6t bing dung dich HCI 12M. Lam bay hoi dén khé dung dich ria giai
chira Thori-227 va tai tao huyén phu phan con lai trong dung dich HCI 0,01M truéce
bude danh dau.

Vidu3

Vidu 3.1

Tao ra khang thé don dong khangs HER2 (AGC1100)

Trinh ty ADN chira c4c trinh ty axit amin déi v6i IgG theo séng ché dugc tong
hop & Geneart/Life Technologies (Regensburg, Germany) va dugc tao dong vao vecto
biéu hién thich hop. T4t ca cac gen duogc tb1 wu hoa codon dé biéu hién CHO. IgG
duoc bidu hién tam thoi & céc té bao HEK293 6E bing cach st dung hé biéu hién bsi
NRC Canada (Durocher et al., Nucleic Acids Res. 2002 Jan 15;30(2):E9) hodc sau khi
chuyén nhiém dn dinh té bao CHO-K1. Tinh ché khang thé nho sdc ky ai luc Protein
A v sau d6 nhd séc ky loai tri theo kich thudc nhu duge md ta truée day(Hristodorov

et al., Mol Biotechnol (2013) 53:326-335).
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Trudc khi lién hop, bd sung dung dich dém phosphat c¢6 do pH 7,5 vao dung
dich khang thé (AGC1100) d8 gia tang kha ndng dém cuia dung dich. Luong AGC1100
(mAb) trong binh phan tng duoc xé4c dinh.

B6 sung 11% dung dich dém phosphat 1M ¢6 d6 pH 7,4 vao trastuzumab trong
PBS.

Chét tao chelat AGC0019 duoc hoa tan trong hdn hgp DMA : dung dich dém
MES 0,1M & ty 18 1:1, d6 pH 5,4. Hoa tan NHS va EDC trong dung dich dém MES
0,1M c6 @6 pH 5,4.

Diéu ché dung dich chua chét tao chelat / N-hydroxysuxinimit (NHS) / 1-etyl-
3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit (EDC) véi ty 1€ phan tir gam 1/1/3 & hoat
héa cht tao chelat.

D& lién hop véi khang thé, ty 18 phén tir gam clia chét tao chelat d& hoat héa va
mADb 13 8/8/25/1 (chit tao chelat/NHS/EDC/mAD). Sau 20-40 phut, phan ing lién hop
duoc dimg bing 12% thé tich axit xitric 0,3M dé diéu chinh d6 pH dén 5,5.

Tinh ché va trao ddi dung dich dém cia thé lién hop AGCO0118 vao 30 mM
Citrate pH 5,5, 154 mM NaCl duoc thyuc hién béng cach loc qua gel trén cot Superdex
200 (GE Healthcare) dugc gin v&i hé AKTA (GE Healthcare). Nong dd protein &
bude song hép thu 280 nm dwoc do truée khi san pham dugc diéu ché véi dung dich
dém (dé thu duoc 2,5 mg/mL AGCO0118 trong 30 mM xitrat, 154mM NaCl, 2mM
EDTA, 2mg/mL pABA, pH 5,5). Cudi cing, loc dung dich qua thiét bi loc ¢& 0,2 pm
vao céc chai vo trung trude khi bdo quan.

Vidu3.3
Pidu ché lidu 2’Th-AGC0118 dé tiém

Viéc danh d4u duoc thuc hién nhu dd mé ta trude day:

Lo chita 20 MBq mang thori-227 clorua dugc hoa tan trong 2 ml dung dich
HNO3 8M va dé yén trong 15 phit trude khi rit dung dich d dua vao cot trao ddi
anion dé loai bo radi-223 ma dugc tao thanh qua thoi gian. Cot duogc rira béng 3 ml

HNO3 8M va 1 ml nuéc truge khi pha lodng thori-227 bang 3 ml HCI 3M. Hoat tinh
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clia thori-227 sau khi da rira giai dwoc xac dinh va lidu 10 MBq duge chuyén vao mot
lo thuy tinh réng c6 dung tich 10 ml. Tiép theo, axit dugc 1am bay hoi béng cach sir
dung bom chén khong va dua lo vao budng gia nhiét (duge dat & 120°C) trong 30-60
phtt. Sau khi dat t6i nhiét d¢ trong phong, 6 ml thé lién hop AGC0118 2,5 mg/ml
duoc bd sung dé danh du phéng xa. Lo dugc tron nhe nhang va dé yén trong 15 phut
& nhiét dd trong phong. Tiép theo, dung dich duge loc vao lo vo trung va rat mau ra

dé phén tich iTLC nham xac dinh RCP trudc khi sir dung.
Vidu 3.4

Tinh dgc t& bao ciia 2’Th-AGC0118 d6i véi SKOV-3 véi hoat tinh tong khac

nhau

Tinh doc té bao duge kiém tra dbi véi cac lidu luong *'Th-AGCO0118 khac
nhau béng cach thay d6i hoat tinh tdng dugc bd sung vao cac 16 trong khoang thoi gian
o112 4 gio. Té bao SKOV-3 dugc cAy & mat do 10000 1€ bao trén mot 16 trong dia 96
16 mot ngay trudce khi thi nghiém. Day tdng hoat tinh 5, 10, 20 va 40 kBg/ml ctia **’Th-
AGCO0118 da duoc tao chelat, & hoat tinh dic hiéu 20 kBg/pg, duge bd sung vio cac
té bao ¢ ngay 1. 2?’Th-AGCO0118 khong ghn két con lai dugc loai bo bang pipet da
kénh, sau d6 bing cach rira tém mot 1n bing mdi trudng va tiép theo 12 moi trudng
nudi cly sach, sau khi két thuc thoi gian 4. Cac t& bao SKOV-3 duoc nudi ciy trong
mbi trudng Mc-Coy voi 10 % FBS va 1 % Penicillin/Streptomycin. M6i trudng khong
chtra huyét thanh thay cho méi truong nudi cdy trong sudt qua trinh 0 véi **’Th-
AGCO0118. O ngay thtt tu, thir nghiém nhép nhay x4c dinh kha ning sdng s6t ctia té
bao CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega) dugc su dung dé xac
dinh kha nang sbng s6t clia té bao. Xem Fig. 6.

Vi du 4
So s4nh d9 6n dinh cia thé lién hop dwgc lién két amit va isothioxyanat

AGC1118 va thé lién hop tuong tmg c6 gdc két hop isothioxyanat (AGC1115)
duoc bao quan trong dung dich nude & 40 °C trong 11 ngay. Céc mAu duoc ldy mau

dinh k3.
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C6 thé nhan thdy ring khong théy su giam ndng d6 thé lién hop & mitc ¢6 thé
xéc dinh duoc dbi véi thé lién hop duoc lién két voi amit. Nguoc lai, the lién hop

isothioxyanat giam.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phwong phap tao ra phirc hop thori huéng mo, phwong phép nay bao gdm:

a) tao ra chét tao chelat octadentat c6 cdng thirc (I) hodc (II):

0 OH

N
H
Nx
)
OH O O OH
o} (o}
X NH HN =

ey
trong d6 Re 1a gbe lién két c6 tan ciing 1a ge axit carboxylic, nhu
[-CH2-Ph-N(H)-C(=0)-CH2-CH>-C(=0)OH],
[-CH,-CHa-N(H)-C(=0)-(CH2-CH2-0)13-CHa-CHa-C(=0)OH]
hodc
[-(CH.)13-Ph-N(H)-C(=0)-(CHz)1.5-C(=0)OH], trong d6 Ph 1a
nhém phenylen, t6t hon 1& nhém para-phenylen,
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b) két hop chét tao chelat octadentat d& néu voi gbc hudng md bao gdm mdt chudi

peptit ¢6 trinh tu gidng hét véi trinh tu 1:

Chudi nhe

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKA
PKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO. 1)

va mét chudi peptit c6 mitc twong ddng/gibng hét v& mit trinh tyr it nhat 12 80% véi

trinh ty ddy di ctia trinh ty bat k¥ trong s6 céc trinh tw tir 2 dén 6 sau ddy:

Chuoi ndng

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGK
GLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSL |
RAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 2)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGK
GLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSL
RAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS

-61-



36236

VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 3)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGK
GLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSL
RAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYAS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP SDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 4)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS CAASGFNIKDTYIHWVRQAPGK
GLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSL
RAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYQS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP SDIAVEWESNG
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QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 5)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGK
GLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSL
RAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREENYQS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 6)
nho do tao ra chét tao chelat huéng md; va

c) cho chét tao chelat huéng md da néu tiép xtc véi dung dich nudce chira ion 47

clia chét ddng vi thori phét ra tia alpha **'Th.

2. Phuong phép theo diém 1 trong d6 budc b) dugc tién hanh trong dung dich nude.
3. Phuong phép theo diém bét k¥ trong sb céc diém néu trén, trong d6 bude b) duoc
tién hanh trong dung dich nuéc ¢ d6 pH nim trong khoang 4 dén 9.

4. Phuong phap theo didm bét k¥ trong sb c4c diém néu trén, trong d6 bude b) duge
tién hanh trong khoang 15 dén 50°C trong 5 dén 120 phut.

5. Phuong phap theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 budc c) duoce
tién hanh trong khoang 15 dén 50°C trong 1 dén 60 phut.

6. Phuong phép theo diém bat ki trong s céc diém néu trén, trong d6 Rc 1a [-
(CH2)1-3-para—phenylen-N(H)-C(=O)-(CH2)1-5—C(=O)OH], tdt hon 1a [-(CHa)-para-
phenylen-N(H)-C(=0)-(CHa2)-C(=O)OH].
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7. Phuong phép theo diém bat ky trong s cac didm néu trén, trong d6 gbc huéng md

d3 néu bao gdm mdt chudi peptit c6 trinh ty gibng hét véi trinh tu 1:

Chudi nhe

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKA
PKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO. 1)

va mét chudi peptit c6 mirc twong tu v& trinh tur 13 98% hoic 16n hon hodc giéng hét

v6i trinh tu 2:

Chuoi nang

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGK
GLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSL
RAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

(SEQ ID NO. 2)

8. Phirc hop thori huéng mé dugc tao thanh hodc co thé tao thanh bang phuong phap

theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 7.

9. Duoc phém chtra it nhit mdt phirc hop thori huéng moé nhu duge xac dinh trong

diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 8.



36236

10. Dugc phim theo diém 9, trong d6 duge phim nay con chia chét dém xitrat.

11. Duogc phém theo didm 9 hodc diém 10, trong d6 dugc phém nay con chira axit p-

aminobutyric (PABA), va tily y EDTA va/hodc it nhit mét polysorbat.

12. Kit chua:
i) chét tao chelat octadentat nhu dugc x4c dinh trong diém 1 hoic 6;
i) it nhét mot gbe huéng md nhu duge x4c dinh trong diém 1 hodc 7;
iii) it nhAt mot chit phan Gng két hop amit; va

iv)  tiy ¥ va tdt hon 1a nuclit phéng xa thori phét tia alpha, nhu *"Th.
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36236

DANH MUC TRINH TU
<110> Bayer Pharma AG

<120> PHUONG PHAP TAO RA PHUC HQP THORI HUONG MO, PHUC HQP THORI HUONG
MO PUQC TAO THANH HOAC cO THE TAO THANH BANG PHUONG PHAP NAY, DUQC
PHAM CHOA PHOUC HOP NAY VA KIT LIEN QUAN

<130> BHC1l63022 EP
<160> 6
<170> BiSSAP 1.3

<210> 1
<211> 214
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Chudi nhe

<400> 1

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala

20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro
85 90 95

-66-



Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<220>

Gly

vVal

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

449
PRT
Trinh

<223> Chudi

<400> 2

Glu

1

Ser

Tyr

Ala

Lys

Val

Leu

Ile

Arg

50
Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Gln

100

Phe

Vval

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Gly

Ile

vVal

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

tu nhén tao

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

ning trinh tu sb 2

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Val

Ser

val

Pro

Thr

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

36236

Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185

Leu

Gly
Ser
25

Pro

Tyr

Asp

-67-

Ile Lys
Asp Glu
Asn Phe
Leu Gln

155
Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Gly Leu
10

Gly Phe
Gly Lys

Thr Arg

Thr Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Asn

Gly

Tyr

60
Lys

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190
Thr

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Ala Ala
Ser Gly
Glu Ala
Ser Gln

160
Leu Ser
175

Val Tyr

Lys Ser

Gly Gly
15

Asp Thr
Trp Val

Ser Val

Ala Tyr



65

Leu

Ser

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

vVal

Tyr

Thr

Met

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Asn

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Ser

85

Gly

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

70

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

36236

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
345

-68-

Asp

90

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

75
Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Val

Tyxr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
350

Tyxr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335
val

80
Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr



Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

435

449
PRT

Trinh

<223> Chudi

<400> 3

Glu
1

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Val

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Pro Ser
Val Lys
Gly Gln
Asp Gly

405
Trp Gln

420

His Asn

tu nhan

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

tao

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

ning trinh tu sb 3

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Tyr Pro

Phe Thr

Asn Ser

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

36236

Met

Pro

Asn

Leu

Val

425
Gln

Gly
Ser
25

Pro
Tyr

Asp

Glu

-69-

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75
Thr

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

445

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

Leu

Trp

val

400

Asp

His

Pro

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys



Ser

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

85
Gly

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
360

36236

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

-70-

90
Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
365

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350
Val

95
Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu



Thr Cys
370

Glu Ser

385

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

Gly

<210> 4

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

435

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh

<220>

<223> Chudi

<400> 4
Glu Vval

Ser Leu
Tyr Ile
Ala Arg

50
Lys Gly
65

Leu Gln

Ser Arg

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

tu nhén tao

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

ning trinh tu sb 4

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85
Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

36236

Pro

Asn

Leu

Val

425
Gln

Gly

Ser

25

Pro

Tyxr

Asp

Glu

Tyr

-71-

Ser
Tyr
Tyr
410

Phe

Lys

Gly
10

Gly
Gly

Thr

Thr

Asp
90
Ala

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

445

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr
95
Gly

Trp
Val
400
Asp

His

Pro

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln



Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys
370

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

100
Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

sSer

340

Pro

Val

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thxr
310

val

Ala

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Asp

Phe
375

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360
Tyr

36236

105
Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyxr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

-72-

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Ala

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
380

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365
Ala

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Val

Ala

Ser

160

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp



Glu Ser Asn

385

Leu Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu

Gly

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

435

449
PRT

Trinh

<223> Chudi

<400> 5

Glu

1

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ser

Gly

Val

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

Gly Gln Pro
390
Asp Gly Ser
405
Trp Gln Gln
420

His Asn His

tu nhan tao

36236

Glu Asn Asn

Phe Phe Leu

Gly Asn Val

425

Tyr Thr Gln

440

ning trinh tu sb 4

Leu Val Glu

Leu Ser Cys
20
Trp Val Arg

Tyr Pro Thr

Phe Thr Ile
70
Asn Ser Leu
85
Gly Gly Asp
100
Val Thr Val

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105
Ala

-73-

Tyr
Tyr
410

Phe

Lys

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Ala

Ser

Lys
395
Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Thr

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser

445

Val Gln
Asn Ile
Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Asn
Ala Val

Asp Tyr

Lys Gly

Pro

Thr

Val

430

Leu

Pro

Lys

30
Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Pro
Val
415

Met

Ser

Gly

15

Asp

Trp

ser

Ala

Tyr

95

Gly

sSer

Val
400
Asp

His

Pro

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val



Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
385

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyxr

Thr

Leu

Cys

370

sSer

115

Leu

Cys

Ser

Ser

ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

375
Glu

120
Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

36236

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn
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Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
395

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Gln

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380
Thr

125
Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Ala

vVal

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

vVal
400
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