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Linh vuc k§ thuat dwgce dé cap

CD38 1a mét glucoprotein xuyén mang loai IT kD 45 véi viing ngoai bao dau C
dai va ving té bao chat dau N ngin. Protein CD38 14 enzym ngoai bao hai chirc ning
ma c6 thé xic tac cho qué trinh chuyén doi NAD' thanh ADP-riboza (ADP-ribose)
dang vong (cADPR) va ciing thiy phan cADPR thanh ADP-riboza. Trong qua trinh
phat sinh ca thé, CD38 xuat hién trén té bao gdc dugc quy wdc CD34" va dong cac
nguyén ban duoc quy ude cua cac t& bao lympho, hong cdu va tiy. Su biéu hién
CD38 t6n tai hau hét trong dong lympho véi mirc do biéu hién khac nhau & cac giai

doan khac nhau cta sy phét trién té bao T va B.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

CD38 duoc diéu tiét trong nhiéu khoi u 4c tinh sinh huyét va cac dong té bao
dan xudt tir nhidu khdi u 4c tinh sinh huyét, bao gém u lympho ctia khong Hodgkin
(NHL), u lympho cta Burkitt (BL), nhidu u tdy (MM), bénh bach cdu thé lympho
mén tinh B (B-CLL), bénh bach cau thé lympho cép tinh B va T (ALL), u lympho té
bao T (TCL), bénh bach ciu cép tinh dong tiy (AML), bénh bach ciu t& bao téc
(HCL), u lympho cua Hodgkin (HL), va bénh bach ciu dong tiy man tinh (CML).
Mat khac, hiu hét cac té bao gdc da nang gdc ciia hé sinh huyét 1a CD38. Su biéu
hién CD38 trong cac khdi u 4c tinh sinh huyét va lién quan dén su tién trién ciia bénh
tao cho CD38 modt muc tiéu hudéng t&i cho phuong phap tri liéu bang khang thé.

CD38 dugc biét 1a lién quan dén su huy dong ion Ca®>" (M. Morra et al., 1998,
- FASEB J., 12: 581-592; M. T. Zilber et al., 2000, Proc Natl Acad Sci U S A, 97:
2840- 2845) va su din truyén tin hiéu thong qua qua trinh phosphoryl héa tyrosin ciia
nhiéu phan ti truyén tin hiéu, bao g@)m phospholipaza C-y, 2AP-70, syk, va c-cbl,
trong céc t& bao lympho va té bao tily hodc cac dong té bao (A. Funaro et al., 1993,

Eur J Immunol, 23: 2407-2411 ; M. Morra et al., 1998, FASEB J., 12: 581-592; A.
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Funaro et al., 1990, J Immunol, 145: 2390-2396; M. Zubiaur et al., 1997, J] Immunol,
159: 193-205; S. Deaglio et al., 2003, 8/00c¢/102: 2146-2155; E. Todisco et al., 2000,
Blood, 95: 535-542; M. Konopleva et al., 1998, J Immunol, 161: 4702-4708; M. T.
Zilber et al., 2000, Proc Natl Acad Sci U S A, 97: 2840-2845; A. Kitanaka et al.,
1997, J Immunol, 159: 184-192; A. Kitanaka et al., 1999, J Immunol, 162: 1952-
1958; R. Mallone et al., 2001 , Int Immunol, 13: 397-409). Trén co s& nhitng quan sat

“ndy, CD38 duoc dé xuat 1a mot phan ti truyén tin hiéu quan trong trong su phat trién
va hoat dong cua cac té bao lympho va té bao tay trong qua trinh phat trién binh
thuong cua ching.

Vai tro chinh xé4c ciia CD38 trong viéc dan truyén tin hidu va sinh huyét vin
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chua rd rang, dic biét vi hau hét nhitng nghién ctru dan truyén tin hiéu ndy da st

dung nhiing dong té bao biéu hién lac vi CD38 va cac khang thé don dong khang

CD38 13 nhiing phdi tir khong c¢6 chiic ning sinh ly. Do protein CD38 ¢ hoat chat
enzym tao ra cADPR, phéan tir ¢ thé tao ra su huy dong Ca*" (H. C. Lee et al., 1989,
J Biol Chem, 264: 1608-1615; H. C. Lee and R. Aarhus, 1991, Ce// Regul, 2: 203-
209), dugc d& xuit ring viéc that CD38 bing cic khang thé don dong tao ra sy huy
dong Ca?* va sy din truyén tin hiéu trong té bao lympho bang cach gia ting su san
xuat cADPR (H. C. Lee et al., 1997, Adv Exp Med Biol, 419: 411-419). Trai v6i gia
thuyét ndy, phan tich diém dot bién va cit ctia protein CD38 cho thdy rang khong
phai doan té bao chét ciing khong phai hoat tinh enzym la can thiét dugc lam trung
gian truyén tin hiéu bang cac khang thé khang CD38 (A. Kitanaka et al., 1999, J
Immunol, 162: 1952-1958; F. E. Lund et al., 1999, J Immunol, 162: 2693-2702; S.
Hoshino et al., 1997, J Immunol, 158, 741- 747).

Béng chimg tét nhét cho chirc ning ctia CD38 1a nhitng con chudt dugc tich
CD387", ma thiéu kha ning mién dich bam sinh cua ching va phan tmg dich doc lap
cta t& bao T da giam do khiém khuyét trong qua trinh di chuyén t& bao dudi gai (S.
Partida-Sanchez et al., 2004, Immunity, 20: 279-291; S. Partida-Sanchez et al., 2001,
Nat Med, 7: 1209-1216). Tuy nhién, thit khong rd rang néu chirc ning CD38 &
nhitng con chudt 1a gidng v6i & ngudi vi miu biéu hién CD38 trong qua trinh sinh

huyét khac biét 16n gilta ngudi va chudt: a) khong gidng nhu nhimg té bao gbc
2
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nguyén ban chua truong thanh & ngudi, nhitng té bao gdc nguyén ban twong ty nhu
vay ¢ chudt biéu hién mtc do CD38 lén (T. D. Randall et al., 1996, Blood, 87: 4057-
4067; R. N. Dagher et al., 1998, Biol Blood Marrow Transplant, 4: 69- 74), b) trong
khi d6 trong qua trinh phat trién té bao B & ngudi, mirc do biéu hién CD38 cao duge
thdy & cac té bao B trung tAm thoi ky phdi thai va céc té bao plasma (F. M. Uckun,
1990, Blood, 76: 1908- 1923; M. Kumagai et al., 1995, J Exp Med, 181: 1101-1110),
& chudt, mure do biéu hién CD38 trong cac té bao twong tmg 14 thap (A. M. Oliver et
al., 1997, J Immunol, 158: 1108-1115; A. Ridderstad and D. M. Tarlinton 1998, J
Immunol, 160: 4688-4695).

Mot vai khang thé CD38 khang co thé ngudi voi nhitng dic tinh ting sinh khac
nhau trén nhiéu t& bao ung thu (tumor cells) va cic dong té bao da duoc mod ta trong
tai liéu ndy. Ching han, khang thé OKT10 dang kham véi chudt Fab va nguoi IgGI
Fc lam trung gian gy doc té bao trung gian phu thudc khang thé (ADCC) khang lai
céc té bao lympho rat hiéu qua véi sy c6 mit clia cic té bao kich thich don nhan mau
ngoai vi tr cac bénh nhan MM hodc nhitng nguoi binh thuong (F. K. Stevenson et a
1991, Blood, 77: 1071-1079). Phién ban nhan hoéa cdy ghép CDR & ngudi cia khang
thé khang CD38 AT13/5 dugc chi ra 1a ¢6 hoat tinh ADCC tiém ning khang lai cac
dong té bao CD38 duong tinh (US 09/797,941 A1). Céac khang thé khang CD38 don
dong & ngudi duge chi ra lam trung gian trong viéc 1am chét cac dong té bao CD38
duong tinh in vitro (trong dng nghiém) bang co ché ADCC va/hodc gy doc té bao
phu thudc bd thé (CDC), va lam tri hodn sy phat trién khdi u trong chudt SCID tao ra
dong t& bao MM RPMI-8226 (W02005/103083 A2). Mit khic, mot vai khang thé
khang CD38, IB4, SUN-4B7, va OKT10 trir IB6, AT1, hodc AT2, tao ra sy ting sinh
ctia cac té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) i nhiing nguoi binh thuong (C. M.
Ausiello et al. 2000, Tissue Antigens, 56: 539-547).

Mot vai khang thé cua tinh trang k§ thuat truée da dugc chi ra 1a c6 kha ning
tao ra co ché gy chét t& bao theo chuong trinh trong cic té bao CD38" B. Tuy nhién,
chiing ¢o thé chi thuc hién duoc nhu vay véi su c6 mit cla cic té bao nén (stroma
cells) hodic cac xytokin din xuét tur té bao nén. Khang thé khang CD38 khéng tu

nhién (IB4) duoc biét dén 1a ngan chin co ché gy chét té bao theo chuong trinh cua
3
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cac t& bao B trung tAm thoi ky phoi thai & ngudi (GC) (S. Zupo et al. 1994, Eur J
Immunol, 24: 1218-1222), va tao ra sy tdng sinh cua cac té bao KG-1 va HL-60 AML
(M. Konopleva et al. 1998, J Immunol, 161: 4702-4708), tuy nhién lai tao ra co ché
gdy chét té bao theo chuong trinh trong cac té bao nguyén bao lympho T Jurkat (M.
Morra et al. 1998, FASEB J, 12: 581-592). Khang thé khang CD38 T16 khéc da tao
ra co ché gay chét té bao theo chuong trinh cia cac t€ bao lympho chua truéng thanh
va céc t& bao nguyén bao lympho & bénh bach cdu tir bénh nhan ALL (M. Kumagai et
al. 1995, J Exp Med, 181: 1101-1110), va cac té bao nguyén tiy bao & bénh bach cau
tir cac bénh nhan AML (E. Todisco et al. 2000, Blood, 95: 535- 542), tuy nhién T16
lai tao ra co ché gay chét té bao theo chuong trinh chi khi ¢6 mat cia cac té bao nén
hodc cac xytokin dan xuét tir té bao nén (IL-7, IL-3, yéu t6 té bao gbe).

Mat khac, mot vai khang thé trong tinh trang k¥ thut trude tao ra co ché gay
chét té bao theo chuong trinh sau khi lién két chéo, tuy nhién tranh dugce hoan toan
bat ky hoat dong cla co ché gay chét té bao nao khi dugc i mot minh (WO
2006/099875).

Do CD38 1a mot muc tiéu hudng dén dé diéu tri bang khang thé dbi voi nhiéu
khéi u 4c tinh sinh huyét, cac tic gia sdng ché da tao ra va sang loc lugng 16n khang
thé CD38 khang co thé ngudi ¢ hiéu qua cao trong ba hoat tinh gy doc té bao khang
lai cac té bao cia khdi u 4c tinh sinh huyét CD38 duong tinh: tao ra co ché gay chét
t& bao theo chuong trinh, ADCC va CDC. Séng ché md ta nhimg khang thé khang
CD38 méi c6 kha nang lam chét cac té bao CD38" bing ba co ché gay doc té bao
khac nhau: tao ra co ché gay chét té bao theo chuong trinh, ADCC va CDC. Déang ké
hon, sang ché dé cap dén nhiing khang thé khang CD38 diu tién c6 kha ning truc
tiép tao ra co ché gay chét té bao theo chuong trinh cac té bao CD38", tham chi

khong can sy c6 mit cau cac té bao nén hay cac xytokin dan xuat tur t€ bao nén.

Bén chit ky thuit cia sang ché
Muc dich cua sang ché 1a dé xuét cac khang thé lién két dic hidu voi CD38, va
kha ning lam chét céc té bao CD38" bing co ché gay chét t€ bao theo chuong trinh.

Trong khi d6 mot vai khang thé cua tinh trang k¥ thuét truéc ¢6 kha ning tao ra co
4
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ché gay chét té bao theo chwong trinh chi khi duoc lién két chéo, tuy nhién, mat khac
khong c6 bat ky hoat dong ciia co ché gay chét té bao nao, cic khang thé theo sang
ché ¢6 kha ning tao ra cac t& bao da chét ciia co ché gy chét t& bao cua cac té bao
CD38+ tham chi khi chiing dwoc t mot minh. Theo khia canh khac ciia sang ché, cac
khang thé theo sang ché c6 kha ndg lam chét cac té bao CD38" B biang ADCC hoic
CDC. Theo khia canh khéc nita, cac khang thé theo sdng ché c6 kha ning lam chét
céc t& bao CD38" bang it nhét hai trong s6 nhitng co ché néu trén, tic 1a co ché gy
C_hét té bao theo chuong trinh, ADCC va CDC. Dang ké hon, cac khang thé theo séng
ché 13 nhitng khang thé khang CD38 dau tién dugc chimg minh 12 ¢6 kha ning lam
chét cac té bao CD38" B bang tét ca ba co ché khac nhau: co ché gy chét té bao theo
chuong trinh, ADCC va CDC. Theo phuong 4n thyuc hién khac nita ciia séng ché, cac
khang thé néu trén c6 kha ning lam chét cac té bao CD38* B bang co ché gy chét té
bao theo chuong trinh thdm chi khong cin su ¢6 mit clia cac té bao nén hodc cac
xytokin dan xudt tir té bao nén.

Céc khang thé theo sang ché c6 kha ning dic biét 1a lam chét cac té bao u ac
tinh CD38" B, bao gom c4 té bao lympho, té bao bénh bach cau va cic té bao da u
tay. Theo mot sé phuong 4n, té bao CD38" B 1a té bao NHL, BL, MM, B-CLL,; ALL,
TCL, AML, HCL, HL,, hodgc CML.

Theo mot khia canh cua sang ché, cac khang thé theo sang ché c6 kha ning lam
chét it nhét 24% céc té bao lympho Daudi va/hodc it nhat 7% té bao lympho Ramos
va/hodc 11% té bao da u tiy MOLP-8 va hodc 36% té bao lympho SU-DHL-8
va/hodc 62% té bao bénh bach ciu DND-41 va/hodc 27% té bao lympho NU-DUL-1
va/hoiic 9% té bao bénh bach cau JVM-13 va/hoic 4% té bao bénh bach cau HC-1
bang co ché gay chét té bao theo chuong trinh ma khong can sy co mit cia cac té bao
nén hay céc xytokin dan xudt tir t& bao nén.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 12 da dong hodc don dong. Pugc wu tién 1a
cac khang thé khang CD38 don dong. Theo phuong én duge uu tién khac, ¢6 nhiing
khang thé & loai chudt dugc dé cép duge chon tir 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, va 38SB39, c6 dic diém day du twong {mg véi cic trinh tu axit

amin cua ca hai ving bién doi chudi ning va nhe cta chung, céc trinh tu gen cADN
5
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ctia nhimg ving bién d6i chudi nang va nhe, dong nhit CDRs cia chung (tinh bd
sung- nhitng vung quyét dinh), dong nhét c4c axit amin trén bé mat cia chiing, va cac
phwong 4n biéu hién ctia ching & dang tai t6 hop.

Sang ché bao gdm cac khang thé kham thudc khang thé don dong khang CD38
& chudt duoc chon tir 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39.
Ciing duoc dé cap trong sang ché 13 cac khang thé nhan hoa va tai tao bé mit cua cic
khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39, trong do, cac
chit con lai trén bé mit cua khung ving bién doi cia cac khang thé, hogc nhimng doan
lién két epitop cia chung duoc thay thé trong ca chudi ning va nhe dé gan gidng hon
v6i nhitng bé mat khang thé da biét & ngudi. Cic khing thé nhan héa va nhitng doan
lién két epitop cua chiing trong sdng ché c6 nhiing dic tinh duge cai thién trong d6
chung it gdy mién dich hon (hodc hoan toan khong gay mién dich) so véi nhitng
phién ban ¢ loai chudt, ¢ nhiing d6i twong 13 nguoi trong do chung dugc 4p dung. Do
do, nhitng phién ban khac nhau cta nhitng khiang thé nhan hoa 38SB13, 38SB18,
38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 va cac doan lién két epitop cua ching trong
sang ché nhan ra CD38 mot c4ch cu thé trong khi khong gay mién dich d6i voi nguoi.

Nhitng phién ban khang thé nhan hoa ciia cac khing thé 38SB13, 38SB18,
38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 theo sdng ché ¢ dac tinh ddy du tuong tng
voi céac trinh ty axit amin tuong Gng cua ca vung bién d6i chudi ndng va nhe, trinh ty
AND cua nhiing gen cho nhiing vung bién ddi chudi ning va nhe, ddng nhat nhiing
vung quyét dinh tinh bd sung (CDRs), ddng nhét nhimg du lugng axit amin trén bé
mit khung cta ving bién doi ctia chiing va boc 10 cac phuong an biéu hién clia chiing
& dang tai to hop.

Sang ché ciing dé cap dén viéc sir dung lién hop giita cac thé lién hop gay doc
t& bao bao gdm (1) chét lién két té bao nhan ra va lién két CD38, va (2) chat gay doc
té bao. Trong cac thé lién hop gy doc t& bao, chét lién két t& bao c6 4i luc cao dbi
v6i CD38 va chét gay doc té bao c6 do g;ﬁy doc té bao cao dbi véi viée biéu hién té
bao CD38, sao cho nhiing thé lién hop gy doc té bao cua sang ché tao 1én nhimng

chét 1am chét hidu qua.
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Theo phuong 4n dugc uu tién, chét lién két té bao 1a khang thé khang CD38
(ching han nhu 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39) hodc doan
lién két epitop cia ching, t6t hon nira 12 mot khang thé khang CD38 dugc nhan héa
(vi du nhu 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39) hodc doan lién
két epitop cua chiing, trong dé chit gay doc té bao duoc lién két cong hoa tri, truc
tiép hodc thong qua chét lién két co thé tach duge hoic khong thé tach duoc, véi
khang thé hodc doan lién két epitop cia chiing. Theo phuwong 4n dugc uu tién hon,
chét lien két t& bao 1a cac khang thé nhan hoéa 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31 va 38SB39 hoic doan lién két epitop clia ching, va chit gay doc té bao 1a
taxol, maytansinoid, dan xut tomaymyxin, din xudt leptomyxin, CC-1065 hoic chat
tuong ty CC-1065.

Tét hon nira 13, chit lién két té bao 1a khang thé khang CD38 dugc nhan héa
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39, va chit giy doc té bao 1a
hop chét maytansin, chang han nhu DM1 hozic DM4.

Sang ché cling bao gdm viéc str dung cac doan khéang thé khang CD38 duy tri
duoc kha nang lién két CD38. Theo khia canh khac cia sang ché, viéc str dung nhimng
khang thé khang CD38 c¢6 chirc nang tuong tu cling dugc dé cap.

Séang ché ciing dé cap dén phuong phap dé tc ché sy phat trién cia biéu hién té
bao CD38. trong cac phuong an dugce uu tién, phuong phép e ché su phat trién coa
biéu hién té bao CD38 dién ra in vivo (trong co thé) va lam chét té bao, mic du
nhiing ap dung in vivo va ex vivo (ngoai dng nghiém) cling duoc dé cap.

Sang ché ciing dé cap dén ché pham tri liéu chira khang thé khang CD38 hoic
khang thé khang CD38 lién hop véi chit gay doc té bao, va chit mang hoic ta dugc
duoc dung. Theo mot s6 phuong an, ché pham tri liéu chira chét tri liéu thir hai. Chét
tri liéu th(r hai nay co thé dugce chon tir nhém gém c6 chit ddi van cua yéu td sinh
truéng biéu bi (EGF), yéu t6 sinh truéng nguyén bao sgi (FGF), yéu t6 sinh truéng té
bao gan (HGF), yéu t6 mo (TF), protein C, protein S, yéu t6 sinh trudéng c6 ngudn
gbc tir tiéu cAu (PDGF), heregulin, protein kich thich dai thuc bao (MSP) hodc yéu t6
tang truéng ndi mo tim (VEGF) hojc chit déi van cua thy thé ddi véi yéu td sinh

truéng biéu bi (EGF), yéu t6 sinh truéng nguyén bao s¢i (FGF), yéu t sinh truéng té
7
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bao gan (HGF), yéu t& mo (TF), protein C, protein S, yéu t§ sinh truéng c6 ngudn
gbc tir tiéu cu (PDGF), heregulin, protein kich thich dai thyc bao (MSP) hodc yéu td
tang truong ndi mo tim (VEGF), bao gém thu thé HER2, thu thé HER3, ¢-MET, va
thu thé tyrosin kinaza khac. Chét tri lidu thir hai nay ciing c6 thé dugc chon tir nhém
gbm c6 céc khang thé hudng dén cic cum khang nguyén biét héa (CD) bao gdém
CD3, CD14, CD19, CD20, CD22, CD25, CD28, CD30, CD33, CD36, CD40, CD44,
CD52, CD55, CD59, CD56, CD70, CD79, CD80, CD103, CD134, CD137, CD138,
va CD152. Chét tri liéu thir hai nay ciing c¢6 thé dugc chon tir nhém cac chat hoa hoc
tri liéu hogc chat diéu bién mién dich.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phép diéu tri cho dbi tuong bi bénh ung thu
hodc bénh viém nhiém, bao gém bénh tu mién dich sir dung ché phém tri li€u. Theo
mot sb phuong an, bénh ung thu dugc chon tir nhom bao g@)m NHL, BL, MM, B-
CLL, ALL, TCL, AML, HCL, HL, va CML.

Theo khia canh khac, bénh tu mién dich duoc chon tir nhém bao gé)m bénh
lupus ban d6 toan than, bénh da xo cing, viém khép dang thép, bénh Crohn, viém
loét dai trang, viém da day, viém tuyén giap Hashimoto, viém cot séng dinh khop,
viém mach globulin lanh trong méu lién quan dén viém gan C, viém ndo khu tri man
tinh, bong rop dang pemphigus, bénh méau khé dong A, viém cAu than tdng sinh
mang, hoi chung Sjogren, viém da co ¢ tré vi thanh nién va nguoi 16n, viém da co &
nguoi 1én, may day man tinh, viém so gan 6ng mat, ban Xuét huyét giam tiéu ciu tu
phat, viém déy than kinh tiy, bénh loan ning tuyén giap dang Grave, bong rop dang
pemphigus, viém cau than tang sinh mang, hdi chimg Churg-Strauss, va bénh hen
suyén. Trong nhitng phuong 4n dugc wu tién, thé lién hop gay doc té bao bao gdm
khéng thé khang CD38 va chat gy doc té bao.

Trong nhitng phuong an dugc uu tién khéc, thé lién hop gy doc té bao bao
gdm thé lién hop ctia khang thé nhan héa DM138SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39, khang thé nhan ha DM4 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39 hoidc thé lién hop cla khéng thé nhan hoa taxan 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39, va thé lién hgp dugc 4p dung cliing

voi chét mang hodc ta dugc dugce dung.
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Theo khia canh khac cta sang ché, khang thé khang CD38 duoc dung dé phat
hién protein CD38 trong mau sinh hoc. Theo phuong an dugc uu tién, cac khang thé
néu trén dugc dung dé xac dinh muc do CD38 trong md khéi u.

Sang ché ciing dé cép dén b kit bao gdm khang thé khang CD38 hodc lién hop
cta khang thé khang CD38-chét gay doc té bao va nhitng huéng din st dung. trong
nhimg phuong 4n dugc uu tién, cac khang thé khang CD38 1a nhiing khéng thé nhan
hoa 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39, chét giy doc té bao la
hop chét maytansin, chéng han nhu DM4 hodc DM1, din Xuét tomaymycin, dan xuét
leptomycin, hodc taxan va nhiing huéng dan st dung lién hop dé diéu tri cho ddi
tugng mac bénh ung thu. B kit ndy cling c6 thé bao gdm nhiing thanh phan can thiét
dé diéu ché nhitng hop chat dugce dung, ching han nhu chit hoa tan néu lién hop
trong trang thai kho lanh hoédc dang c6 déc va cho viéc 4p dung ché pham theo cong
thirc nay.

Trir khi duoc néu khéc, toan bd tai liéu va cac don sang ché duoc trich dan

trong tai liéu ndy bang tham chiéu.

M0 ta viin tit cac hinh vé

Fig.1A thé hién phan tich FACS cua lién két dic hiéu cia nhiing khing thé
khang CD38 & chudt da dugc tinh ché 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38 véi cac té bao
300- 19 bidu hién cac té bao lympho Ramos duong tinh véi CD38 va CD38 & ngudi.

Fig.1B thé hién phan tich FACS cua lién két dic hiéu cua cac khang thé khang
CD38 & chudt da duoc tinh ché 38SB30, 38SB31, 38SB39 va khang thé khéng CD38
AT13/5 dbi chimg véi céc té bao 300-19 biéu hién cac té bao lympho Ramos dwong
tinh véi CD38 va CD38 & nguoi.

Fig.2 thé hién nhitng duong cong xac dinh chuin d¢ lién két cia 38SBI13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 duoc thiét 1ap véi cAc té bio Ramos.

Fig.3 thé hién nhimg biéu dd diém (nhuom mau FL4-H; TO-PRO-3; truc y va
FL1-H; nhudm mau Annexin V-FITC; truc x) cua cac té bao Ramos trai qua co ché
g4y chét té bao theo chuong trinh sau khi 4 v6i 38SB13, 38SB19, hodc AT13/5 (10
nM) trong 24 gio.
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Fig.4A thé hién phan trim trung binh ctia cac té bao Ramos trai qua co ché gy
chét té bao theo chuong trinh sau khi 0 trong 24 gid v6i 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, 38SB39, 38SB7, 38SB23, 1B4, AT13/5, OKT10, hodac SUN-4B7.
Phén trdm trung binh cta céc té bao dwong tinh V v6i Annexin (truc y; bao gdm ca
hai té bao duong tinh va am tinh v6i TO-PRO-3) tir nhitng mau nhén ban dugc ve so
do.

Fig.4B thé hién phan trim trung binh cta céc té bao Daudi trai qua co ché gay
chét té bao theo chuong trinh sau khi G trong 24 gid v6i bd khang thé twong tu nhu
trong hinh 4A.

Fig.4C thé hién phan trim trung binh cla c4c té bao Molp-8 trai qua co ché gy
chét té bao theo chuong trinh sau khi 0 trong 24 gid v6i bd khang thé tuong tu trong
hinh 4A.

Fig.SA thé hién bidu dd vat truyén biéu hién & nguoi duge ding dé biéu hién
hu38SB19- LC.

Fig.5B thé hién biéu dd vét truyén bidu hién & ngudi duge ding dé biéu hién
hu38SB19- HC.

Fig.5C thé hién biéu dd vat truyén biéu hién & ngudi duge ding dé biéu hién ca
hu38SB19LC va hu38SB19HC.

Fig.6A thé hién cic hoat tinh ADCC dugc lam trung gian boi cac khang thé
ch38SB13, ch38SB18, va ch38SB19, ddi véi céc té bao Ramos.

Fig.6B thé hién cac hoat tinh ADCC dugc lam trung gian boi cac khang thé
ch38SB30, ch38SB31 va ch38SB39 ddi véi céc té bao Ramos.

Fig.7A thé hién cac hoat tinh dugc lam trung gian boi cac khing thé
ch38SB18, ch38SB19, ch38SB31, va IgGI khong lién két dang kham & ngudi kiém
soat khang thé ddi véi cac té bao u da tiy LP-1.

Fig.7B so sanh cac hoat tinh ADCC dugc lam trung gian boi cac khang thé
ch38SB19 va 38SB19 & chudt dbi véi cac t& bao Daudi.

Fig.8A thé hién céc hoat tinh ADCC dugc lam trung gian bodi khang thé
ch38SB19 va béi IgGI khong lién két dang kham & khang thé ddi chimg déi véi céc

t& bao NALM-6 B-ALL.
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Fig.8B thé hién cic hoat tinh ADCC dugc lam trung gian boi khéng thé
ch38SB19 va IgGI khong lién két dang kham & khang thé ddi chimg déi véi céc té
bao MOLT-4 T-ALL.

Fig.9A thé hién cac hoat tinh CDC dugc lam trung gian béi cic khang thé
ch38SB13, ch38SB18, ch38SB19, ch38SB30, va ch38SB39 dbi véi cic té bao Raji-
IMG

Hinh 9B thé hién cac hoat tinh CDC dugc lam trung gian boi cac khang thé
ch38SB19 va ch38SB31 dbi vai cac té bao Raji-IMG

Fig.10 thé hién cic hoat tinh CDC dugc lam trung gian boi cac khang thé
ch38SB18, ch38SB19, ch38SB31 va IgGI khong lién két dang kham & khang thé ddi
chimg d6i vé6i cac té bao viém da tiy LP-1.

Fig.11A thé hién cic hoat tinh CDC dugc lam trung gian boi cdc khang thé
ch38SB13, cch38SB19, va ch38SB39 dbi véi cac té bao Daudi.

Fig.11B thé hién cac hoat tinh CDC dugc lam trung gian boi cac khdng thé
ch38SB18 va ch38SB30 dbi vi cac té bao Daudi.

Fig.11C thé hién cac hoat tinh CDC duoc lam trung gian bdi cic khang thé
ch38SB19 va ch38SB31 dbi véi cac té bao Daudi.

Fig.12A thé hién cac duong xic dinh do chuin lién két cia ch38SB19,
hu38SB19 v1.00, va hu38SB19 v1.20 dbi véi viée lién két véi cac té bao Ramos.

Fig.12B thé hién c4c duong lién két so sanh ch38SB19, hu38SB19 v1.00, va
hu38SB19 v1.00 v& kha nang cua chung vai lién két cua khang thé 38SB19 & loai
chudt v6i cac té bao Ramos.

Fig.13 thé hién phan trim trung binh cia cac t& bao Daudi trai qua co ché gy
chét t& bao theo chuong trinh sau 24 gid 4 v6i khang thé ch38SB19, hu38SB19
v1.00, hodc hu38SB19 v1.20

Fig.14 thé hién cac hoat tinh ADCC dugc lam trung gian boi cdc Khéng thé
ch38SB19, hu38SB19 vIOO, hu38SB19 v1.20 va bing IgGI khong lién két dang

kham khéang thé ddi chimg d6i véi cac té bao viém da tiy LP-1.
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Fig.15A thé hién cic hoat tinh CDC dugc lam trung gian béi cic khang thé
ch38SB19, hu38SB19 vIOO, va hu38SB19 v1.20 ddi véi cic té bao lympho Raji-
IMG.

Fig.15B thé hién cac hoat tinh CDC dugc lam trung gian béi cdc khing thé
ch38SB19, hu38SB19 v1.00, va hu38SB19 v1.20 dbi véi cac té bao viém da tiy LP-
1.

Fig.15C thé hién cac hoat tinh CDC dugc lam trung gian béi cdc khing thé
ch38SB19, hu38SB19 vIOO, va hu38SB19 v1.20 dbi voi ca té bao gay bénh bach cau
thé lympho cép tinh.

Fig.16 thé hién phan trim trung binh cta cic té bao duong tinh véi Annexin V
sau 24 gidr i v6i khang thé hu38SB19 vIOO ddi véi cac té bao lympho cua té bao B
SU-DHL-8 lan toa 16n, cic té bao lympho NU-DUL-1 ciia té bao B, cic té bao gay
bénh bach cau thé lympho cip tinh DND-41 clia té bao T, céc té bao gy bénh bach
céu thé lympho man tinh JVM-13 cua té bao B va cic té bao gy bénh bach cau ¢ té
bao toc HC-1.

Fig.17 thé hién phan trim sbéng s6t cia cac con chudt bi nhiém khéi u 4c tinh
Ramos & ngudi dd phan tan duge tao ra. Nhiing con chudt nay dugc diu tri bang
khang thé 8SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39 hogc PBS nhu
da duoc chi ra.

Fig.18 thé hién phan trim sdng st ctia nhitng con chudt SCID bi nhiém cac
khdi u 4c tinh Daudi & nguoi da phéan tan dugc tao ra. Nhitng con chudt nay dugc
didu tri bing khéang thé hu38SB19 hoic mu38SB19 hodc PBS nhu da dugc chi ra.

Fig.19 thé hién sb luong khéi u 4c tinh trung binh & c4c con chudt SCID bi
nhidm céc khéi u 4c tinh ghép ngoai lai gy viém da tuy. nhitng con chudt nay duoc
didu tri bing hu38SB19, khang thé IgGI dbi ching khong lién két hosic PBS nhu da
duoc chi ra.

Fig.20 thé hién s6 lugng khdi u 4c tinh trung binh & nhimg con chudt SCID bi
nhiém khdi u 4c tinh ghép ngoai lai gy bénh viém da thy MOLP-8. Nhitng con chudt
nay duoc didu trj bing hu38SB19, mu38SB19, khang thé IgGI ddi chimg khong lién

két hoac PBS nhu da duge chi ra.
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M0 té chi tiét sang ché

Nhitng khang thé méi ¢6 kha nang lién két dic hiéu véi CD38 duge dé cap
trong tai liéu nay. Dac biét, cac tic gia sing ché da kham pha ra cac khang thé mai
lién két dac hidu véi CD38 trén bé mit t6 bao va 1am chét cac té bao CD38" bing co
ché gay chét té bao theo chuong trinh. Theo mdt khia canh cua sing ché, cac khang
thé khang CD38 ciing ¢6 kha ning lam chét cac té bao CD38* bang co ché gay doc té
bao phu thudc khang thé (ADCC). Theo khia canh khéc, cac khang thé khang CD38
theo séng ché c6 kha ning lam chét té bao CD38" bang cac co ché gay doc té bao phu
thuoc bd thé (CDC). Ciing theo khia canh khéc, cac khang thé khang CD38 theo séng
ché c6 kha ning l1am chét té bao CD38"* bang it nhit hai trong s6 nhimng co ché duoc
néu trén, co ché gy chét t& bao theo chuong trinh, ADCC, va CDC. Dic biét, theo
phuong an dugc uu tién, cac khing thé khang CD38 theo sang ché c6 kha ning lam
chét té bao CD38" bing co ché gay chét t& bao theo chuong trinh, ADCC va CDC.
Sang ché do d6 dé cap dén cac khang thé khang CD38 dau tién c6 kha nang lam chét
té bao CD38" bing 3 co ché khac nhau.

Céc khang thé c6 kha nang lién két CD38 va gy chét té bao bing co ché gy
chét té bao & cac té bao CD38" da dugc md ta trude day (M. Kumagai et al., 1995, J
Exp Med, 181: 1101-1110; E. Todisco et al. 2000, Blood, 95: 535-542), tuy nhién cac
khang thé theo sang ché 1a khang thé dau tién ma hoat dong lam chét t& bao trong
trudng hop khong co cac té bao nén hodc xytokin dan xut tir té bao nén dugc ap
dung. Thuat ngir “chit nén” dugc dung & dy chi cac mod hd trg lanh tinh cta khdi u
bao gém md lien két, cac mach mau, va cic té bao d& bi viém. Céc té bao nén tao ra
céc yéu t6 phat trién va cac chat khac, bao gdm xytokin, ¢ thé anh huéng dén trang
thai cia cac té bao ung thu. Thuat ngit “xytokin” dugc dung ¢ day chi cac protein
duoc tiét ra it (vi du nhu IL-1, 1L-2, IL-4, IL-5, va IL-6, IFNg, IL-3, IL-7 va GM-
CSF) lam trung gian va didu chinh kha ning mién dich, tinh d& viém nhiém va kha
nang sinh huyét. Céc tac gia da chi ra & day rang céc khang thé cia tinh trang k¥
thuat trude 1a khong thé lam chét té bao bing co ché gay chét té bao theo chuong

trinh trong truong hop khong co6 céac té bao nén hoic cac xytokin duge din xuit tir té

13



48383 14/147

bao nén. Trai lai, cac khang thé khang CD38 theo sang ché hién thi trong cling diéu
kién c4c hoat tinh gay chét t& bao manh.

Theo khia canh khéc, nhitng khang thé theo sang ché c6 kha ning lién két
protein CD38 véi kp 3 x 10" M hodc nhé hon.

Thuat ngit “CD38” dugc dung ¢ day chi loai protein xuyén mang loai Il bao
gdbm, vi du nhu trinh ty axit amin nhu trong dang ky tai ngan hang gen 5O
NP _001766. “Té bao CD38" 1a t& bao bidu hién protein CD38. T4t hon 14 t& bao
CD38" 1a t& bao & dong vat co vi.

Theo mdt khia canh cua sdng ché, té bao CD38" 1a té bao 4c tinh. Theo khia
canh khéc, t& bao CD38" 1a té bao B. Theo khia canh dugc uu tién, té bao CD38" 1a té
bao ung thu ¢6 ngudn gdc tir khdi u ac tinh sinh huyét. Theo khia canh dugc wu tién
hon, t& bao CD38" 14 t& bao lympho, té bao gy bénh bach cAu, hoic té bao gdy bénh
u da tiy. Theo khia canh dugc uu tién khac nita, té bao CD38" 1a t& bao NHL; BL,
MM, B-CLL, ALL, TCL, AML, HCL, HL, hodc CML.

Do d6, theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén céc khang thé khang CD38 c6
kha ning lam chét it nhat 24% cac té bao lympho Daudi trong truomg hgp khong c6
cac té bao nén hodc cac xytokin duoc dan xuét tr t& bao nén. Theo phuong an khac,
céc khang thé khang CD38 theo sang ché c6 kha nang lam chét it nhit 7% cac t bao
lympho Ramos trong truong hop khong cé cac té bao nén hodc cac xytokin duge din
xuét tir té bao nén. Theo phuwong 4n khac nita, cic khang thé khang CD38 theo séng
ché c6 kha ning 1am chét it nhét 11% cac té bao gy u da thy MOLP-8 trong truong
hop khong ¢6 cac té bao nén hoic céc xytokin dugc din xuét tir té bao nén.

Theo phuong én khéc, cac khang thé khang CD38 theo sang ché c6 kha ning
lam chét it nhit 36% té bao lympho SU-DHL-8 trong truong hop khong ¢ cac té bao
nén hoic cac xytokin dugc din xuat tir té bao nén. Theo phuong én khac, cac khéng
ché khang CD38 theo sang ché ¢6 kha ning 1am chét it nhat 27% céc té bao lympho
NU-DUL-1 trong truong hop khong c6 cac té bao nén hodc céc xytokin dugc din
xut tir t& bao nén. Theo phuong 4n khéc nita, cdc khang thé khang CD38 theo sang
ché ¢6 kha nang 1am chét it nhat 62% céc té bao bach cau DND-41 trong trudmg hop

khong c6 cac t€ bao nén hodc cac xytokin duoc dan xuat tir t€ bao nén.
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Theo phuong &n khéc, cac khang thé khang CD38 theo sang ché c6 kha ning
lam chét it nhit 9% céc té bao bach ciu JVM-13 trong truong hop khong c6 cac té
bao nén hoic cac xytokin duoc din xuét tir té bao nén. Theo phuong 4n khac nita, cac
khang thé khang CD38 theo sang ché c6 kha niang lam chét it nhit 4% céc té bao
bach cdu HC-1 trong trudong hop khong c6 céc té bao nén hoic xytokin dugc din xuat
tlr t€ bao nén.

Céc khang thé

Thuét ngit “khang thé” duge dung & day theo nghia rong nhét va cu thé 12 bao
gdm céc khang thé don dong (bao gdm céc khang thé don dong c6 chiéu dai day du)
thudc isotyp bét ky chang han nhu IgG, IgM, IgA, IgD va IgE, cdc khang thé da
dong, cac khang thé da loai, cac khing thé kham va céc doan khang thé. Khéng thé
hoat tinh voi khang nguyén dic hiéu cé thé duge tao ra bang phuong phap tai t hop
chéng han nhu viéc chon cac thu vién cia cic khang thé tai to hop trong thé thuc
khuan hodc céac vat truyén tuong tu, hodc béng viéc gy mién dich cho ddng vat béng
khang nguyén hoac axit nucleic ma héa khang nguyén.

Khang thé IgG dién hinh bao gdm hai chudi ning gidng nhau va hai chudi nhe
gidng nhau dugc lién két v6i nhau bang lién két disulfua. Mdi chudi ning va nhe
chira ving ¢b dinh va ving bién ddi. Mdi ving bién dbi bao gdm ba phan doan dugc
goi 12 “nhiing ving quyét dinh tinh b6 sung” ("CDR") hodc “ving siéu bién” chiu
trach nhiém chinh 1a lién két epitop ctia khang nguyén. Chung thudng duge vu tién
di véi CDR1, CDR2 va CDR3, dugc danh s theo tht tu tir ddu N. Nhitng phan
duoc bao toan cao hon cua cac ving bién dbi dugc goi 1a “ving khung”.

Nhu dugce stir dung & day "Vy" hodc "VH" chi vung bién doi cuia chudi ning
globulin mi&n dich ciia khang thé, bao gdm chudi ning cta doan Fv, scFv, dsFv, Fab,
Fab' hoac F(ab')2. “V." hodac "VL" chi vung bién ddi cua chudi nhe globulin cua
khang thé bao g@)m chudi nhe ctia doan Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab' hodc F(ab')2.

“Khang thé da dong” 1a khéang thé duoc tao ra & gifta hodc v4i sy c6 mét cua
mot hodc nhiéu nhiing khang thé khong gidng nhau khac. Nhin chung, c4c khéng thé

da dong dugc tao ra tir lympho B véi sy ¢6 mat cua mot vai lympho B tao ra cac
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khang thé khong gidng nhau. Thong thudng, cac khang thé da dong thu dugc truc
tiép tir dong vat duoc mién dich.

“Khang thé don dong” dugc dung & day 1a khéng thé thu dugc tir quan thé cac
khang thé vé ban chét 1a dong nhét vé6i nhau, tire 12 cac khang thé tao thanh quan thé
nay vé co ban 1a giéng hét nhau ngoai trir nhitng dot bién tu nhién c6 thé xuit hién
véi lugng nho. Nhitng khang thé nay dugc chi dinh chdng lai epitop don va do dé c6
tinh déc hi€u cao.

“Epitop” 1a mat cta khang nguyén ma khang thé lién két. Néu khang nguyén 1a
polyme, chang han nhu protein hodc polysaccarit, epitop c6 thé dugc tao ra bang céc
chét du 1an can hoic khong 1an cin dugce dua vao trang thai gén nhau bﬁmg cach cudn
gap polyme khang nguyén. Trong cac protein, epitop dugc tao 1€n bang cac axit amin
lién nhau thuong duge gitt lai khi tiép xtc v6i dung moi bién tinh trong khi d6 céc
epitop dugc tao thanh bang c4c axit amin khong 1an cén thudng bi mét trong qua trinh
tiép xuc trén.

Nhu duge st dung & day, thudt ngit "Kp" chi hing s6 phan ly cia mot twong
tac khang thé/khang nguyén cu thé.

Sang ché thu dugc nhitng khéng thé khang CD38 méi & loai chudt, & day 1a
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 c6 diy du nhitng dic tinh
tuong Gng voi cac trinh ty axit amin cua cé hai chudi ning va nhe, sy dong nhét cac
CDR, viéc déng nhit c4c axit amin bé& mat, va cac cach biéu hién cua ching & dang
thi t6 hop. Axit amin bac mot va céc trinh ty ADN cua cic khing thé 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 chudi ning va nhe va cc phién ban
duoc nhan hoa dugc dé cap & day.

Céc dong té bao hybridoma tao ra cac khang thé khang CD38 & loai chudt
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 da dugc néu ¢ American
Type Culture Collection (10801 University Bid, Manassas, VA, 20110-2209, USA),
21/6/2006, sb dang ky lan luot 1a PTA-7667, PTA-7669, PTA-7670, PTA-7666,
PTA-7668, va PTA-7671.

Pham vi d& cép cla séng ché khong gi¢i han & cic khang thé hozc cac doan

bao gém nhitng trinh ty nay. Thay vao do, toan bd khéang thé va cac doan nay lién két
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dic hiéu v6i CD38 va ¢6 kha ning lam chét té bao CD38" bang co ché gay chét té
bao theo chuong trinh, ADCC va/hodc CDC, nam trong pham vi cla sang ché nay.
Do do, cac khang thé va cic doan khang thé ¢6 thé khac so voi cac khang thé
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 hodc cac dan xudt dugc
nhan hoéa trong céc trinh ty axit amin cua gian ctia ching, cic CDR chudi nhe va
chudi ning van ndm trong pham vi ctia sdng ché.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén cac khang thé hodc cac doan lién két
epitop cua ching bao gém mot hodic nhiéu CDR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tur
nhém bao gdm SEQ IDNO: 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, va 36. Theo phuong
an duge uu tién, cac khang thé cia sing ché bao gdm it nhit mot chudi ning va it
nhat mot chudi nhe, va chudi ning néu trén bao gém ba CDR lién tiép c6 cac trinh tur
axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQID NO: 1,2,3,7,8,9, 13, 14, 15, 19,
20,21, 25, 26, 27, 31, 32, va 33, va chudi nhe néu trén bao gdm ba CDR lién tiép c6
cac trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao gé)m SEQ ID NO: 4, 5, 6, 10, 11, 12,
16,17, 18,22, 23,24, 28, 29, 30, 34, 35, va 36.

Theo phuong 4an dugce vu tién khéac, cac khang thé cua sang ché bao gdm ba
CDR ¢6 céc trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQIDNO:1,2,3,4,5,
va 6. Theo phuong an duoc uu tién khic, khang thé 38SB13 dugc d& cap bao gdm it
nhat mot chudi nang va mot chudi nhe, va chudi ning gém ba CDR lién tiép ¢0 trinh
ty axit amin bao gém SEQ ID NO: 1, 2, va 3, chudi nhe néu trén bao gém ba CDR
lién tiép ¢0 c4c trinh ty axit amin bao gém SEQID NO: 4, 5,va6.

Theo phuong an dugc uu tién khéc, cac khang thé cua sang ché bao gébm ba
CDR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10, 11, va 12.
Theo phuong an dugc uu tién khac, khang thé 38SB18 dugc dé cap bao gém it nhat
mdt chudi ning va it nhit mot chudi nhe, chudi ning néu trén bao gém ba CDR lién
tiép c6 cac trinh tu axit amin bao gém SEQID NO:7,8,va9, va chudi nhe néu trén
bao gdm ba CDR lién tip c6 cac trinh ty axit amin bao gdm SEQ ID NO: 10, 11, va
12.
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Theo phuong 4n dugc uu tién khac, cac khang thé theo sang ché bao gdm ba
CDR c6 céc trinh tu axit amin dugc chon to nhom cia SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16,
17, va 18. Theo phuong 4n dugc uu tién khac, khang thé 38SB19 dugc dé cap bao
gdm it nhat mot chudi nng va it nh4t mot chudi nhe, chudi nang néu trén bao gém ba
CDR lién tiép c6 cac trinh ty axit amin bao gdm SEQ ID NO: 13, 14, va 15, va chudi
nhe néu trén bao gdm ba CDR lién tiép c6 céc trinh ty axit amin bao gdm SEQ ID
NO: 16, 17, va 18.

Theo phuong an dugc uu tién khac, cac khang thé theo sang ché bao gdm ba
CDR c¢6 céc trinh tu axit amin dugc chon tir nhém ciia SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22,
23, 24. Theo phuong an dugc uu tién khac, khang thé 38SB30 duoc dé cap bao gém
it nhat mot chudi nang va it nhat mot chudi nhe, va chudi ning néu trén bao gém ba
CDR lién tiép ¢6 cac trinh ty axit amin bao gdbm SEQ ID NO: 19, 20, va 21, va chudi
nhe néu trén bao gdm ba CDR lién tiép c6 céc trinh ty axit amin bao gém SEQ ID
NO: 22,23, va 24.

Theo phuong an dugc uu tién khic, cidc khang thé theo sang ché bao gém ba
CDR ¢6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhom SEQ ID NO: 25, 26, 27, 28, 29, va 30.
Theo phuong an dugc uu tién khac, khang thé 38SB31 duoc dé cap bao gdm it nhét
mot chudi ning va it nhit mot chudi nhe, chudi ning néu trén bao gém it nhét ba
CDR lién tiép c6 cac trinh ty axit amin bao gdm SEQ ID NO: 25, 26, va 27, va chudi
nhe néu trén bao gém ba CDR lién tiép c6 céc trinh ty axit amin bao gébm SEQ ID
NO: 28, 29, va 30.

Theo phuong 4n dugc vu tién khac nita, cac khang thé theo sang ché bao gém
ba CDR c¢6 cac trinh tu axit amin dugc chon tir nhom 31, 32, 33, 34, 35, va 36. Theo
phuong an dugc uu tién khéc, khang thé 38SB39 duoc dé cap bao gém it nhat mot
chudi nang va it nhat mot chudi nhe, va chudi ndng néu trén chira ba CDR lién tiép co
céc trinh tu axit amin bao gém SEQ ID NO: 31, 32, va 33, va chudi nhe bao gém ba
CDR lién tiép ¢d cac trinh ty axit amin g@)m SEQ ID NO: 34, 35, va 36.

Theo phuong an khéac, cac khang thé khang CD38 theo sing ché bao gdm V.
¢6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém bao gém SEQ ID NO: VL cua 38, 40, 42,

44, 46, va 48. Theo phuong 4n dugc wu tién khac, khang thé 38SB13 duge dé cap bao
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gdm V| ¢6 trinh ty axit amin bao gdm SEQ ID NO: 38. Theo phuong 4n dugc wu tién
khéc, khang thé 38SB18 duoc dé cip bao gdm V| ¢6 trinh ty axit amin bao gdm SEQ
ID NO: 40. Theo phuong an dugc uu tién, khang thé 38SB19 dugc dé cap bao gdm
Vi ¢6 trinh ty axit amin bao gdm SEQ ID NO: 42. Theo phuong 4n dugc uu tién,
khang thé 38SB30 duoc dé cap bao gdm V. c6 trinh tu axit amin bao gém SEQ ID
NO: 44. Theo phuong an dugc uu tién khac, khang thé 38SB31 duoc dé cap bao gom
VL ¢6 trinh tu axit amin bao gdm SEQ ID NO: 46. Theo phuong 4n dugc wu tién
khéc, khang thé 38SB39 duoc d& cap bao gdm Vi ¢6 trinh tu axit amin bao gdm SEQ
ID NO: 48.

Theo phuong an khac, cac khing thé theo sang ché bao gdm VH c6 trinh tur
axit amin duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58, va 60. Theo
phuong an dugc uvu tién khac, khang thé 38SB13 duoc dé cap bao gdm Vy ¢6 trinh tur
axit aminbao gobm SEQ ID NO: 50. Theo phuong 4n dugc wu tién khéac, khang thé
38SB18 dugc d& cap bao gdm VH c6 trinh ty axit amin bao gém SEQ ID NO: 52.

Theo phuong 4n dugc wu tién khéc, khang thé 38SB19 dugc dé cap bao gom
Vi ¢6 trinh tu axit amin bao gdm SEQ ID NO: 54. Theo phuong 4n dugc uu tién
khac, khang thé 38SB30 bao gdm Vy ¢6 trinh tu axit amin bao gém SEQ ID NO: 56.
Theo phuong 4n dugc uu tién khéc, khang thé 38SB31 bao gdm Vy ¢c6 trinh ty axit
amin bao gdm SEQ ID NO: 58. Theo phuong an dugc uu tién khac, khang thé
38SB39 bao gff)m Vi ¢6 trinh tu axit amin bao gém SEQ ID NO: 60.

CAC KHANG THE KHAM VA KHANG THE NHAN HOA 38SB13, 38SB18,
38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB30

Duoc sir dung & day, “khéang th8 kham” 1a khang thé trong dé ving ¢d dinh
hoidc phan ty 1& cta né dugc thay dbi, thay thé hoic trao ddi, dé ving bién ddi dugc
lien két voi ving ¢ dinh cia nhiing loai khac, hodc thudc vé 16p hodc phan 16p
khang thé khac. “Khang thé kham” ciing chi khang thé ma trong d6 ving bién dbi
hoac ph?ln cua no6 dugc thay doi, thay thé hodc trao d6i dé vung ¢b dinh duoc lién két

v6i ving bién ddi cua nhitng loai khac hodc thude vé 16p hoic phan 16p khang thé
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khac. Nhimg phuong phap dé tao ra khing thé kham dugc biét trong tinh trang k¥
thuat. Tham khao vi du Morrison, 1985, Science, 229: 1202; Oi et a/., 1986,
BioTechniques, 4: 214; Gillies et a/., 1989, J. Immunol. Methods, 125: 191-202; Sang
ché Hoa Ky sb 5,807,715; 4,816,567; va 4,816,397, dugc dé cap & day bang cach
tham khao ching mot cach téng thé.

Theo mdt phuong 4n ciia sang ché, cic phién ban dang kham 38SB13, 38SB18,
38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 dugc dé cap. Pdc biét, cic phién ban dang
kham néu trén chta it nhat mot vung ¢b dinh & nguoi. Theo phuong 4n dugce uu tién
khéc, ving ¢d dinh & ngudi ndy 1a viing ¢b dinh 1gG1/Kappa & nguoi.

Thuat ngr “khang thé nhan héa”, dugc su dung & day, chi khang thé kham
chtra trinh tu nhé duoc dan xuét tir globulin mién dich khong phai & ngudi. Muc dich
clia qué trinh nhan hoa 13 lam gidm khi nang mién dich cia khéng thé khac loai,
chéng han nhu khang thé & loai chudt, dé ap dung cho ngudi trong khi duy tri lién két
khang nguyén ddy di va dic tinh cua khéng thé. Cac khang thé nhan héa hodc cac
khang thé thich nghi dé khong loai bo bdi dong vat c6 va khéc, co thé duge tao ra
bing viéc sir dung s& cong nghé chang han nhu tai tao bé mit hoic ghép CDR. Nhu
dugc sir dung & day, cong nghé tai tao bé mit sir dung lién két md hinh phan tir, phan
tich théng ké va gy dot bién dé thay ddi cac bé mat khong CDR cua nhing ving
bién dbi khang thé dé lam bé mit cla cic khang thé da biét cua vat dich giéng nhu
cli. Cong nghé ghép CDR lién quan dén viéc thay thé nhitng ving quyét dinh tinh bd
sung cua, ching han nhu khéng thé & chudt, vao ving khung & nguoi, vi du tham
khiao WO 92/22653. Céc khang thé kham nhéan hoa t6t hon 14 nhimng ving ¢d dinh va
nhing vung bién ddi khac véi nhitng ving quyét dinh tinh b6 sung (CDR) din Xudt
thuc chat hoic riéng tir cac ving khéang thé & ngudi twong ung va cac CDR duge din
xuét thuc chat hodc riéng tir dong vat c6 v khac khong phai ngudi.

Chién luge va cac phuong phap dé tdi tao bé mit ciia cac khang thé va nhing
phuong phép khac dé giam kha ning mién dich cta khéng thé & nhing vat chu khéc
nhau, duge d& cap trong bing sang ché US 5,639,641, & day duoc dé cap tinh tdng
thé ciia né bang tai liéu tham khéo. Mot cach ngin gon, theo phuong phap duoc uu

tién, (1) sép xép vi tri cia nhiéu ving bién doi chudi khing thé nhe va ning duoc tao
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ra dé cung cAp tap hop céc vi tri tiép xic bé mit khung ctia viing bién déi chudi ning
va chudi nhe trong d6 trong d6 su sAp xép vi tri cho tAt ca vung bién doi co do tuong
ddng it nhat 1a khoang 98%. (2) tap hop cac gbc axit amin tiép xtic voi bé mit khung
cua vung bién d6i chudi ning va chudi nhe duge xac dinh dbi voi khang thé cua loai
gam nhim (hodc doan cua nd); (3) tap hop céc géc axit amin tiép xac véi bé mit
khung cta ving bién ddi chudi nhe va chudi ning gin nhu tuong dong véi tap hop
cac géc axit amin tiép xtc voi bé mit cua loai gim nhim dugc xac dinh; (4) tap hop
céc gbe axit amin tiép xtic vé6i bé mat khung ciia ving bién ddi chudi ning va nhe
duoc xac dinh trong bude (2) duge thé bing tap hop céc gbc axit amin tiép xtc véi bé
mat khung cua vung bién ddi chudi nang va chudi nhe dugc xac dinh & bude (3),
ngoai trir nhiing gbc axit amin trong SA cla nguyén tr bét ky cta bat ky chat két tua
ctia ving quyét dinh tinh b sung cua khing thé cua loai gam nhém; va (5) khang thé
cua loai gdm nhdm duoc nhan hoa cé dic tinh lién két duoc tao ra.

Céc khang thé c6 thé duoc nhan héa bing viéc dung nhiéu k§ thuat khic bao
gdm ky thudt ghép CDR (EP 0 239 400; WO 91/09967; bang sang ché sb U.S.
5,530,101; va 5,585,089), boc hodc tai tao bé mit (EP 0 592 106; EP 0 519 596;
Padlan E. A., 1991, Molecular Immunology 28(4/5): 489-498; Studnicka G. M. et al,,
1994, Protein Engineering, 7(6): 805-814; Roguska MA et al., 1994, PNAS, 91: 969-
973), ddo chudi (bing sang ché sb U.S. 5,565,332). Cac khang thé & ngudi c6 thé
dugc tao ra bang nhiéu phuong phap da biét trong tinh trang k§ thuat bao gém
phuong phép biéu hién pha. Tham khéo bang sang ché Hoa Ky s 4,444,887,
4,716,111, 5,545,806, va 5,814,318; va cong bd don sing ché quéc t& sb WO
98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO
96/33735, va WO 91/10741 (nhitng tai liéu tham khao néu trén bang cach tham khao
chiing mot cach tong thé)

Sang ché dé cap dén cac khang thé nhan héa hogc nhitng doan cta chung ma
nhan ra CD38 va lam chét t& bao CD38* bang co ché gy chét € bao theo chuong
trinh, ADCC, va/hodc CDC. Theo phuong én khéc, cac khang thé nhan hoa hoic cac
doan lién két epitop cuia chiing c6 kha nang lam chét cac té bao CD38" bang ca 3 co

ché. Theo phuong 4n khac, cac khang th8 nhan hoa hoic cac doan lién két epitop cia
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chung theo séng ché ¢ kha nang lam chét cac té bao CD38" bing co ché gay chét té
bao theo chuong trinh thadm chi 1a khong cAn sy c6 mat cia cac té bao nén hoic cac
xytokin dugc dan xuét tir t& bao nén.

Theo phuong an dugc uu tién, khiang th8 nhan héa nhu vay 1a khang thé nhan
hoa 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39 hogc doan lién két
epitop cua chung.

Theo phuong 4n duge uu tién, phién ban nhan héa hodc dugc tai tao bé mit
cta cac khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 trong d6
du lugng tiép xuc bé mit ciia khang thé hogic cac doan ciia ching dugce thé trong ca
hai chudi nang va nhe dé lam cho cac bé mit khang thé & nguoi gidng hon.

Céac khang thé nhan héa 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va
38SB39 hoic cac doan lién két epitop ctia ching theo séng ché c6 nhitng dic tinh
duogc cai thién. Vi dy, cac khang thé nhan hoa 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39 hoac cac doan lién két epitop cta chiung ddc biét nhan ra protein
CD38. Tét hon nita 13, cac khang thé nhan héa 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39 hoac cac doan lién két epitop ciia chiing c6 thém khé ning lam
chét té bao CD38" bing co ché gay chét t& bao theo chuong trinh, ADCC véa/hodc
CDC.

Nhitng phién ban nhan héa cia cdc khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, va 38SB39 ciing ¢ day du nhitng dic tinh twong Gmg v6i cac trinh
tu axit amin tuong Gng ctia ching cia ca vung bién ddi chudi ning va nhe, cac trinh
tu ADN cua nhiing gen dbi voi cac vang bién dbi chudi ning va nhe, su dong nhét
cdc CDR, sy dong nhét cic axit amin bé mit cua ching, va thé hién cac phuong phép
dé biéu hién ching & dang tai td hop. Tuy nhién, pham vi cla sang ché khong gi6i
han & c4c khang thé va nhitng doan bao gdm nhiing trinh ty nay. Thay vao do, toan
bd khang thé va cac doan lién két dac hiéu véi CD38 va c6 kha ning lam chét cac té
bio CD38* bang co ché gy chét té bao theo chuong trinh, ADCC va/hogc CDC
thugc pham vi cta sang ché nay. Tt hon 13, c4c khang thé nay c6 kha ning lam chét
t& bao CD38* bang tAt ca ba co ché. Do d6, cac khang thé va cac doan khéng thé lién

két epitop theo sang ché c6 thé khac véi cac khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19,
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38SB30, 38SB31, va 38SB39 hodc cac din xuit dugc nhan héa cua chung, trong cac
trinh tu axit amin cua gid d& cua ching, CDR va/hodc chudi nhe va chudi ning va
van nam trong pham vi cia sang ché.

Céc CDR cua cac khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va
38SB39 dwoc x4c dinh bang cich mo hinh héa va nhiing cAu triic phan tir cia ching
da duoc dy doan. Mit khac, trong khi cac CDR 1a quan trong cho vi€c nhén ra epitop,
chung khong can thiét d6i v6i cac khang thé va cac doan theo sang ché. Theo do,
nhitng khang thé va doan dugc dé cép ¢6 nhitng dac tinh da dugc cai thién duoc tao
ra bang, vi dy, dot bién cdu tric clia khang thé theo sang ché.

Céc trinh ty cta nhimg ving bién dbi chudi nang va chudi nhe cla cac khang
thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 va céc trinh ty CDR
truge day chua duoc biét dén va dugc néu ra trong don nay. Nhitng thong tin nhu vay
¢6 thé duoc str dung dé tao ra cac phién ban dugc nhén hoa cua cac khang thé
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39. Nhimng khang thé khang
CD38 duoc nhan héa hoic nhimng din xuat cta ching ciing c6 thé duoc sir dung nhu
cht lién két t bao cua sang ché.

Do d6, theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén cac khang thé nhan héa hoic
doan lién két epitop cua chiing bao gém mot hoic nhidu CDR ¢ trinh tu axit amin
duoc chon tir nhom chia SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, va 36.
Theo phuong an dugc uu tién, cic khang thé nhan hoa theo séang ché bao gdm it nhét
ndt chudi ning va it nhét mot chudi nhe va chudi ning néu trén bao gém ba CDR lién
tiép ¢6 céc trinh tu axit amin dugc chon tr nhom bao gém SEQIDNO: 1,2,3,7,8,
9,13, 14, 15, 19, 20, 21, 25, 26, 27, 31, 32, va 33, va chudi nhe néu trén bao gém ba
CDR lién tiép ¢6 céc trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NOS: 4,
5,6, 10, 11, 12, 16, 17, 18, 22, 23, 24, 28, 29, 30, 34, 35, va 36. Theo phuong an
duoc uu tién khac, phién ban duoc nhan héa cia 38SB13 duge dé cap bao gm it
nhat mot chudi nang va it nhit mot chudi nhe, trong d6 chudi ning néu trén bao gdm
ba ving quyét dinh tinh b6 sung lién tiép ¢6 cic trinh ty axit amin dugc thé hién bang

SEQ ID NO: 1, 2 va 3, va trong d6 chudi nhe néu trén bao gbm ba ving quyét dinh
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tinh bd sung lién tiép c6 céc trinh ty axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4, 5,
va 6. Theo phuong an dugc uvu tién khac, phién ban dugc nhan hoa 38SB18 dugc dé
cap bao gdm it nhit mot chudi ning va it nhat mot chudi nhe, trong d6 chudi ning
néu trén bao gdm ba ving quyét dinh tinh bd sung c6 cac trinh ty axit amin dugc thé
hién bang SEQ ID NO: 7, 8, va 9, va trong d6 chudi nhe néu trén bao gdm ba ving
quyét dinh tinh b sung lién tiép c6 cac trinh tu axit amin dugc thé hién bang SEQ ID
NO: 10, 11, va 12. Theo phuong an dugc uu tién khéc, phién ban dugc nhin hoa
38SB19 duoc dé cap bao gém it nhét mdt chudi ning va it nhéit mot chudi nhe, trong
d6 chudi niang néu trén bao gdm ba ving quyét dinh tinh bd sung c6 céc trinh ty axit
amin duoc thé hién béng SEQ ID NO: 13, 14, va 15, va trong d6 chudi nhe néu trén
bao gdm ba vung quyét dinh tinh b6 sung lién tiép c6 cac trinh ty axit amin dugc thé
hién bang SEQ ID NO: 16, 17 va 18. Theo phuong 4n dugc uu tién khac, phién ban
duoc nhan héa 38SB30 dugc dé cap bao gém it nhat méot chudi ning va it nhat mot
chudi nhe, trong d6 chudi ning néu trén bao gdém ba ving quyét dinh tinh bd sung
lién tiép ¢O céc trinh tu axit amin dugc thé hién béng SEQ ID NO: 19, 20 va 21 va
trong d6 chudi nhe néu trén bao gbém ba ving quyét dinh tinh b sung lién tiép c6 cac
trinh tu axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 22, 23, va 24. Theo phuong 4n
duoc wu tién khac, phién ban dugc nhan hoa 38SB31 duge dé cap bao gdm it nhét
mot chudi ning va it nhat mot chudi nhe, trong do chudi ning néu trén bao gdm ba
ving quyét dinh tinh b6 sung lién tiép co cac trinh ty axit amin dugc thé hién bang
SEQ ID NO: 25, 26, va 27, va trong d6 chudi nhe néu trén bao gdm ba ving quyét
dinh tinh bd sung lién tiép ¢O céc trinh tu axit amin dugc thé hién béng SEQ ID NO:
28, 29 va 30. Theo phuong an dugc uu tién khac, phién ban dugc nhan héa 38SB39
duogc dé cap bao g@)m it nhat mot chudi ning va it nhat mot chudi nhe, trong d6 chudi
nang néu trén bao gbém ba ving quyét dinh tinh bd sung lién tiép co cac trinh tyr axit
amin duoc thé hién bing SEQ ID NO: 31, 32, va 33, va trong d6 chudi nhe néu trén
bao gdm ba ving quyét dinh tinh bd sung lién tiép ¢6 cac trinh tw axit amin dugc thé
hién bang SEQ ID NO: 34, 35 va 36.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé nhan héa hodc doan cia

chiing bao gdm Vy ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém SEQ ID NO: 66 va 72.
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Theo phuong 4n dugc vu tién, khang thé nhan hoa 38SB19 duoc dé cap bao gdm Vy
c6 trinh tu axit amin duge thé hién béi SEQ ID NO: 66. Theo phuwong 4n duoc uu
tién khac, khang thé nhan hoa 38SB31 duoc dé cap bao gdm Vi ¢6 trinh ty axit amin
dugc thé hién béi SEQ ID NO: 72.

Theo phuong an khac, sang ché dé cap dén khang thé nhan hoa hoic doan cia
chung bao gém VL ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhdém SEQ ID NO: 62, 64, 68,
va 70. Theo phuong 4n dugc uu tién, khang thé nhan hoa 38SB19 dugc d& cap bao
gém Vi ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém SEQ ID NO: 62 va 64. Theo
phuong 4an dugc uu tién khac, khang thé nhan hoa 38SB31 dugc d& cap bao gdm Vi,
¢ trinh tu axit amin duoc chon tir nhom SEQ ID NO: 68 va 70.

Céc khang thé nhan héa 38SB19 va cic doan lién két epitop cua ching theo
sang ché ciing c6 thé bao gdm nhiing nhém thé trong du luong axit amin cua chudi
nang hoac/va nhe tai mot hoac nhiéu vi tri dugc xac dinh béng phﬁn mau Xxam trong
bang 1A va 1B biéu hién phin khung b& mit & loai chudt ma da dugc thay ddi tir
phan & chudt gdc toi phan bé mit khung tuong ting trong khang thé & ngudi, 28E4.

Phan sao (*) trong bang 1B twong (mg v&i nhitng dot bién riéng biét & chudt
trong bién thé chudi ning 38SB19 dugc nhan hoa (SEQ ID NO: 65). Nhing phan dot
bién riéng biét & chudt gan véi cia CDR va duge chon nhu duge md ta trong bang
sang ché Hoa Ky sb 5,639,641 hoic gidng véi viéc lua chon cic phan ma trong
nhitng nd lyc nhan hoa trude day da lam giam &i luc lién két khang nguyén (Roguska
et al, 1996, cong bd don xin cip bing sing ché Hoa Ky 2003/0235582 va
2005/0118183).

Twong tu, nhitng khang thé nhan hoa 38SB13, 38SB18, 38SB30, 38SB31, va
38SB39 va cac doan lién két epitop cia ching theo sing ché ciing c6 thé bao gdm
nhom thé trong cac du lugng axit amin cua chudi ning va/hodc nhe.

CAC POLYNUCLEOTIT, VAT TRUYEN va CAC TE BAO CHU.

Céc axit nucleic ma héa cac khang thé khang CD38 clia sang ché duoc dé cap.

Theo mot phuong an, phan tir axit nucleic ma hod chudi nhe va/hodc ning cia

globulin mién dich khang CD38. Theo phuong an duoc uu tién, axit nucleic don ma
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héa chudi ning cua globulin mién dich khang CD38 va phén tir axit nucleic khac ma
ho4 chudi nhe cta globulin mién dich khdng CD38.

Theo khia canh khac cua séng ché, cic polynucleotit ma héa cac polypeptit
duoc dé cdp c6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31,32, 33,34, 35, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70,
va 72. Theo phuong an dugc uu tién, polynucleotit theo sang ché dugc chon tir nhém
bao gdm SEQ ID NO: 37,39, 41, 43, 45,47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69,
va 71. Sang ché khong gi6i han ddi véi cac polynucleotit néu trén vé thuc chét tuy
nhién ciing bao gdm toan b céc polynucleotit biéu hién do tuong dong it nhat 1a 80%
so v6i cac polynucleotit néu trén.

Sang ché dé cap dén céc vat truyén chira cac polynucleotit theo sing ché. Theo
mdt phuong 4an, vét truyén chira polynucleotit ma hoa chudi ning cia globulin mién
dich khang CD38. Theo phuong &n khac, polynucleotit ma hoa chudi nhe clia
globulin mién dich khang CD38. Sang ché cling dé cap dén cac vat truyén chira cac
phan tr polynucleotit ma hoéa, hop nhét protein, cac khang thé da duoc diéu chinh,
cac doan khang thé va cac mau thir cia ching.

Pé biéu hién chudi ning vi/hodc nhe cia cic khang thé khang D38 theo sang
ché, céac polynucleotit ma héa cac chudi ning va/hodc nhe dugc dua vao trong vit
truyén biéu hién sao cho cac gen duogc lién két hoat dong v6i céc trinh ty phién ma va
dich ma. Cac vat truyén biéu hién bao gém cac plasmid, YAC, cosmit, virut retro, thé
bd sung (episome) din xudt tr EBV, va toan b nhiing vét truyén khac ma ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc s& biét 1a thuan tién dé dam bao viéc biéu hién cua
céc chudi ning va/hodc nhe trén. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s€ nhin
ra ring cdc polynucleotit ma hoa cac chudi nang va chudi nhe ¢6 thé dugc vo tinh
thanh nhitng vat truyén khac nhau hogc trong cung vat truyén. Theo phuong 4n dugc
uu tién, cac polynucleotit néu trén dugc vo tinh trong cung vat truyén.

Céc polynucleotit theo séng ché va céc vit truyén bao gom nhing phan tir nay
¢6 thé duge sir dung dé van chuyén té bao chii & dong vat c6 vii thich hep. Viéc vén

chuyén nay co thé bang bit ky phwong phap da biét nao dé dua céc polynucleotit vao
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trong té bao chi. Nhitng phuong phép nay dugc biét dén boi nhitng ngudi hiéu biét
trung binh trong linh vuc va bao gdm viéc van chuyén qua trung gian dextran, két tia
canxi phosphat, sy chuyén nhiém qua trung gian polybren, phan {mg téng hop
protoplast, dién hoa, bao nang cac polynucleotit vao cac liposom, ti€m ludng chét va
tiém vi luong tryc tiép ADN vao nhan.

CAC DOAN KHANG THE

Céc khang thé theo sang ché bao gdm ca céc khang thé c6 chidu dai ddy du
dugc thao luan ¢ trén, cling nhu cic doan lién két epitop cua ching. Pugc st dung &
day, “céc doan khang thé” bao gdm bat ky phdn nao ciia khang thé ma giit lai kha
nang lién két v6i epitop duge nhan ra béi khang thé c¢6 chiéu dai ddy du, nhin chung
duogc goi 1a “cac doan lién két epitop”.

Nhitng vi du vé cac doan khang thé bao gdm, tuy nhién khong giéi han véi,
Fab, Fab' va F(ab')2, Fd, chudi don Fvs (scFv), cic khang thé chudi don, lién két
disulfua Fvs (dsFv) va cac doan bao gbém hodc ving VL hodc ving VH. Cic doan
lién két epitop bao gdm cac khang thé chudi don, c6 thé bao gdm riéng (nhitng) ving
bién d6i hoic két hop vé6i toan bo hodc mot phin cta nhitng ving sau: ving ban 18,
mién CH1, CH2, va CH3.

Nhitng doan nhu vy c¢6 thé bao gém mot hoac ca hai doan Fab hoic doan
F(ab')2. T6t hon 14, cac doan khang thé chira toan bd sau CDR cua toan bd khéng thé,
mic du nhitng doan nay chira it hon toan by nhitng ving nhu véy, chéng han nhu ba,
bdn hodc nam CDR ciing ¢6 chirc ning nhu vy. Ngoai ra, cac doan co thé hoic c6
thé két hop céc canh cua bét ky mdt trong sb cac nhom globulin mién dich nao sau
day: IgG, IgM, IgA, IgD, hodc IgE, va c4c phin 16p cua ching.

Nhiing doan Fab va F(ab')2 ¢6 thé duoc tao ra bé“mg cach tach protein phén , st
dung enzym ching han nhu papain (cic doan Fab) hodc pepsin (cac doan F(ab')2).

Nhitng doan “FVs chudi” ("scFvs") 1a nhiing doan lién két epitop chura it nhét
mot doan cua viung bién ddi chudi ning cia khang thé (Vi) duogce lién két véi it nhit
mot doan cua ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé (V1). Lién két 6 thé 14 lién két
linh hoat, ngin duoc lya chon dé dam béo rang su gip nép ba chiéu riéng ctia nhiing

vung Vi va VH dién ra mot khi chang dugc lién két dé duy tri nhiing dic tinh lién két
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phan tir dich cua toan bo khang thé, tir d6 doan khang thé chudi don dugc din xuét ra.
Déu carboxyl cua trinh tu Vi hodc Vi ¢6 thé duoc lién két cong hoa tri bing trinh
lién két v&i dau axit amin cua trinh tu Vi hodc Vi bd sung.

Nhimng doan khang thé chudi don theo sang ché chira nhimng trinh ty axit amin
6 it nhit mot trong sb nhitng ving bién ddi hodc ving quyét dinh tinh bd sung
(CDR) cta toan bd khang thé duge mo ta trong ban mo ta ndy, tuy nhién thiéu mot
vai hodc toan bd mién cb dinh cia nhiing khing thé d6. Nhing mién ¢b dinh nay
khong can thiét cho viéc lién két khang nguyén, tuy nhién lai tao ra phan chinh cho
cAu triic cta toan bd khang thé. Nhiing doan khang thé chudi don ¢ thé vi thé ma s&
khéc phuc dugc mot sb van dé lién quan dén viéc str dung cac khang thé chira mot
phan hodc toan bo mién ¢ dinh. Vi dy, nhilng doan khang thé chudi don c6 xu
hudng tach nhiing phan tmg khong mong mubn giita cac phén tir sinh hoc va viing cb
dinh chudi ning ho#c nhiing hoat tinh sinh hoc khéng mong mudn khac. Ngoai ra,
céc doan khang thé chudi don nhé hon déng ké so v&i toan bo khang thé va vi thé c6
thé ¢6 dd thAm nude mao mach 16n hon so v6i toan bo khang thé, cho phép nhitng
doan khang thé chudi don x4c dinh va lién két nhitng ving lién két khang nguyén
dich hiéu qua hon. Nhitng doan khang thé nay ciing ¢ thé dugce tao ra trén quy md
tuong dbi 16n trong cac té bao nhan rai rac, do dé tao thuan loi cho viéc tao ra ching.

Hon nifa, kich thudc tuong di nho ciia cdc doan khéng thé chudi don khién
ching it c6 kha ning gay ra nhiing phan ing mién dich & ngudi nhan hon 14 toan b
khang thé.

Céc doan khang thé chudi don c6 thé dugc tao ra bang sy nhan dong phan ti,
thu vién biéu thi thé thuc khudn cta khang thé hodc nhiing k¥ thuit tuong tu dugc
biét dén dbi voi nhimg ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc. Nhitng protein
nay co thé duge tao ra, vi du trong céc t& bao nhan chudi hodc cac té bao nhan rai rac
bao gém cac vi khuan. Cac doan lién két epitop theo sang ché ciing c6 thé dugc tao ra
bang viéc st dung nhitng phuong phép biéu hién thé thyc khuan khac nhau da biét
trong tinh trang k¥ thuét. Trong nhitng phuong phéap biéu hién thé thyc khuan, nhiing
mién khang thé chiic ning dugc thé hién trén bé mat thé thyc khudn mang nhiing

trinh tu polynucleotit ma héa ching. Cu thé, nhimng thé thyc khudn nhur vay co thé
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duoc st dung dé biéu hién nhitng ving lién két epitop dugc néu rd trong thu muc
ho#ic thu vién khang thé td hop (vi du & ngudi hodc & loai chudt). Thé thyc khuan
bidu hién mién lién két epitop lién két khang nguyén chung c6 thé duoc chon hoic
dugc xdc nhan boi khang nguyén, vi du nhu sir dung khang nguyén dugc lién két
hodc gitt trén bé mit rén hodc chudi hat. Thé thuc khuan duoc sir dung trong nhiing
phuong phép nay 1a nhig thé thuc khuan dang soi dién hinh bao gdm nhing mién
lién két fd va M13 duoc bidu hién rd tir nhitng thé thuc khuin Fab, Fv hodc cac mién
khang thé Fv disulfua dugc 1am 6n dinh duoc lién két tai td hop v6i hodc thé thuc
khuén ctia gen I1I hoic protein cua gen VIIL

Nhiing vi du vé nhitng phuong phap biéu hién thé thuc khuan co thé dugc sir
dung dé tao ra cac doan lién két epitop theo sang ché bao gdbm nhitng phuong phap
dugc dé cép trong Brinkman et al., 1995, J. Immunol. Methods, 182: 41-50; Ames et
a/., 1995, J. Immunol. Methods, 184: 177-186; Kettleborough et al., 1994, Eur. J.
Immunol., 24: 952-958; Persic et a/., 1997, Gene, 187: 9-18; Burton et al., 1994,
Advances in Immunology, 57: 191-280; W0/1992/001047, WO 90/02809; WO
91/10737; WO 92/01047, WO 92/18619; W093/11236; WO 95/15982; WO
95/20401; va Bang sang ché Hoa Ky sb 5,698,426; 5,223,409; 5,403,484; 5,580,717,
5,427.908; 5,750,753; 5,821,047; 5,571,698; 5,427,908; 5,516,637; 5,780,225;
5,658,727; 5,733,743 va 5,969,108; mdi phuong phép trong d6 duoc dé cap & day
bang cach tham khao tai liéu mot cach tong thé.

Sau khi lya chon thé thuc khuén, cac ving cta thé thuc khudn ma héa cac doan
¢ thé duge phan lap va duge st dung dé tao ra cac doan lién két epitop thong qua
viéc biéu hién trong vat chu dugc chon, bao gém nhiing té bao & dong véat co vu, té
bao vi khuén, t& bao thuc vat, men va vi khuén, st dung cong nghé ADN téi td hop,
vi dy nhu duge md ta chi tiét dudsi day. Vi du céc cong nghé dé tao ra tai t6 hop cac
doan Fab, Fab' va F(ab")2 ciing ¢6 thé dugc st dung bang viéc dung phwong phap da
duoc biét dén trong tinh trang ky thuélt chéng han nhu dugc bdc 10 trong WO
92/22324; Mullinax et al., 1992, BioTechniques, 12(6): 864-869; Sawai et al., 1995,
AJRI, 34: 26- 34; va Better et al., 1988, Science, 240:1041-1043; Nhiing tai liéu néu

trén dugc dé cap ¢ day bang tham chiéu téng thé. Nhiig vi du vé k§ thuat c6 thé
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dugc str dung dé tao ra cac khang thé va Fvs chudi don bao gém nhiing phwong phap
duoc dé cap trong béng sang ché Ho Ky s 4,946,778 va 5,258,498; Huston et ah,
1991, Methods in Enzymology, 203: 46-88; Shu et a/., 1993, PNAS, 90: 7995-7999;
Skerra et a/., 1988, Science, 240:1038-1040.
NHONG PUONG LUQNG VE MAT CHUC NANG

Ciing dugc dua vao trong pham vi cua sang ché 1a nhimg dwong luong vé mat
chirc nang cia khang thé khang CD38 va khang thé cua thy thé khang CD38 dugc
nhin hoa. Thudt ngtt “duong luong vé mat chirc ndng” bao gdm cac khang thé c6
trinh tu tuong dong, cdc khing thé kham, khang thé nhan héa va khang thé da duoc
diéu chinh, vi du, trong d6 mdi duong lugng vé mit chuce ning duoc xac dinh béng
kha ning lién két cia né véi protein CD38. Nhiing ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vyc sé& hiéu rang c6 sy chong chéo trong nhém phén tir dugce goi 1a “cac
doan khang thé” va nhém duoc goi 1a “duong luong v& mat chire nang”. Cac phuong
phép tao ra duong lugng vé mit chire ning duoc biét dén boi nhitng ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc va dugc dé cap, vi duy, trong WO 93/21319, EP
239.400; WO 89/09622; EP 338,745; va EP 332,424, ma dugc dé cdp hoan toan
tuong (ng bang tham chiéu. |

Nhiing khang thé ¢6 trinh ty tuong dong 1 nhimg khang thé ¢6 céc trinh tu axit
amin ma co trinh ty twong ty v6i trinh tu axit amin cua khang thé khang CD38 va
khéng thé khang CD38 dugc nhan hoa theo sang ché. Tinh twong dong tot hon 13 véi
trinh tu axit amin cia cdc vung bién dbi cua khang thé khang CD38 va khing thé
khéang CD38 dugc nhan hoa theo sang ché. “Trinh tu trong dong” dugc 4p dung véi
trinh ty axit amin & diy dugc xac dinh 1a trinh ty c6 do tuong déng trinh tu it nhét 1a
khoang 90%, 91%, 92%, 93%, hodc 94%, va t5t hon nira 14 c6 do twong déng trinh tu
it nhét 1a khoang 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% dbi véi trinh ty axit amin khac,
nhu duqc x4c dinh, vi du bang phwong phap tim FASTA lién quan dén Pearson and
Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444-2448.

Khéng thé nhan tao bao gdm céc doan scFv, nhi thé (diabodies), tam thé
(triabodies), tu thé (tetrabodies) va mm (tham khao Winter, G. va Milstein, C, 1991,

Nature, 349: 293-299; Hudson, P.J., 1999, Current Opinion in Immunology, 11: 548-
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557), mdi khang thé nay déu c6 kha nang lién két khang nguyén. Trong doan Fv
chudi don (scFv), mién Vi va VL cta khang thé duogc lién két béi peptit linh hoat.
Pién hinh, peptit lién két dai khoang 15 du luong axit amin. Néu lién két nho hon, vi
du S axit amin, thi diabodies dugc hinh thanh, 12 nhiing chét nhi tring scFv hoa tri
hai. Néu chét lién két duoc giam it hon ba cdu lugng axit amin, cac cAu tric trimeric
va tetrameric duoc hinh thanh dugc goi la tam thé hodc tu thé. Pon vi lién két nho
nhét cua khang thé 12 CDR, dic biét 1a CDR2 cua chudi ning ¢6 di do nhan dang va
lién két cu thé ma c6 thé duoc su dung riéng biét. Poan nhu duoc goi 1a don vi nhan
dang phan ti vy hodc mm. Mot s& mru nhu véy c6 thé dugc lién két v6i nhau bang
cac peptit lién két ngén, do do6 tao thanh mot protein lién két nhan tao c6 tinh 4i luc
cao hon so v4i mru don Ié.

Céc duong luong vé mit chirc ning cua don séng ché nay ciing d& gdm céc
khang thé duoc diéu chinh, vi du cac khang thé dugc diu chinh bang lién két cong
hoéa tri cua bét ky loai phan tir nao véi khang thé. Vi duy, cac khang thé dugc diéu
chinh bao gdm céc khang thé da duge diéu chinh chang han nhu bang glycosyl hoa,
axetyl hoa, pegyl hoa, phosphoryl héa, amit hoa, dn xuit hoa bing cac nhém bio
vé/tach da biét, tach phan giai protein, lién két voi phéi tir cia té bao hodc protein
khéc, v.v. Lién két cong hoa tri khong ngén can khang thé tao ra phan {mg khang
idiotyp. Nhiing diu chinh nay co thé duoc tién hanh bang nhitng k§ thuat da biét,
bao gém tuy nhién khong gidi han bdi, viéc tach hoa hoc cu thé, axetyl hoa, formyl
hoa, tong hop metabolic cua tunixamyxin, v.v. Ngoai ra cac khang thé dugc diéu
chinh ¢6 thé bao gém mdot hodc nhiéu axit amin phi cb dién.

Cac duong luong vé mit chuc ning c6 thé duge tao ra bing cach trao doi
nhimg CDR khéc nhau trén nhiing chudi khac nhau trong cac khung khac nhau. Do
do, vi du, cac nhom khang thé khac nhau ¢6 thé cho ra mot bo CDR bﬁng cach thé
nhiing chudi ning khéac nhau, trong d6 vi dy, cc loai khang thé 1gG1-4, IgM, 1gA1-2,
IgD, IgE va céc loai isotyp c6 thé duoc tao ra. Tuong tu, cac khang thé nhén tao trong
pham vi cua sang ché co thé duoc tao ra b'img cach thém bo CDR vao toan bd khung

téng hop.
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Céc duong luong vé mit chirc ning ¢ thé duoc tao ra bang cach gy dot bién,
loai bo va/hoac thém vao nhiéu trinh tu vung c¢d dinh va/hoic vung bién ddi & bén
canh bd CDR cu thé, sir dung nhiéu phuong phép da biét trong linh vuc k¥ thuat. cac
doan khang thé va cac duong luong vé mit chuc ning theo sang ché chira nhiing
phan tir d6 v6i do rang budc co thé phat hién duge clia lién két véi CD38, khi so véi
khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39. Muc dd c6
thé phét hién dugc cta lién két bao gom toan bd gia tri trong khoang tir it nhét tir 10
dén 100%, tét hon it nhit 50%, 60% hodc 70%, tot hon nita 1a it nhit 75%, 80%,
85%. 90%, 95%, hodc 99% kha ning lién két cia khang thé 38SB13, 38SB18,
38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39 & chudt véi CD38.

Céc khang thé dugc cai thién

Céac CDR c¢6 tim quan trong hang dau dbi v6i viée nhan ra epitop va lién két
khang thé. Tuy nhién, nhiing thay dbi ¢ thé duogc tao ra dbi véi cac du lugng bao
gdém cac CDR ma khong can thiép vao kha nang cia khang thé dé nhan ra va lién két
epitop ciing gdc cia né. Vi dy, nhitng thay ddi khong anh huong dén viéc nhan ra
epitop, nhung lam tang ai luc lién két cua khang thé déi vai cac epitop ¢6 thé dugc
thuc hién..

Do d6, ciing nam trong pham vi ctia sing ché 14 nhiing phién ban dugc cai
thién cta ca khang thé & loai chudt va khang thé nhan hoa ciing nhan ra va lién két
dic hidu v6i CD38, tot hon ¢6 su 4i lyc gia ting.

Nhitng nghién ctru da diéu tra hiéu qua cta viéc dua mot hodc nhiéu axit amin
thay ddi nhiéu vi tri trong trinh ty Khang thé, dua trén kién thirc da biét vé trinh tu
khang thé chinh, dua trén dic tinh ctia n6 chéng han nhu lién két va mirc do biéu hién
(Yang, W. P. ef al., 1995, J. Mol. Biol., 254 : 392-403; Rader, C. ef al., 1998, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 95 : 8910-8915; Vaughan, T. J. ef al, 1998, Nature
Biotechnology, 16 : 535-539).

Trong nhitng nghién ctru nay, cac duong lugng cua khang thé chinh dugc tao
ra bang cach thay doi cac trinh tur c4c gen cuia chudi ning va chudi nhe trong CDRI,

CDR2, CDR3, ho#c nhitng ving khung, s dung cdc phuong phép da biét ching han
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nhu dot bién truc tiép vi tri lam trung gian oligonucleotit, dot bién ghi lai, dat nham
PCR, xao tron AND, hodc chung dot bién cta E. coli (Vaughan, T. J. et al., 1998,
Nature Biotechnology, 16: 535-539; Adey, N. B. ef al., 1996, Chapter 16, pp. 277-
291, in "Phage Display cua Peptides va Proteins", Eds. Kay, B. K. ef al., Academic
Press).

Céc phuong phap thay ddi trinh tu cia khing thé chinh nay d tao ra nhiing i
luc dugc cai thién cua cac khang thé thu cAp (Gram, H. ef al., 1992, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 89 : 3576-3580; Boder, E. T. ef al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:
10701-10705; Davies, J. va Riechmann, L., 1996, Immunotechnolgy, 2: 169-179;
Thompson, J. et al., 1996, J. Mo/. Biol., 256: 77-88; Short, M. K. ef al., 2002, J. Biol.
Chem., 277: 16365-16370; Furukawa, K. et al., 2001, J. Biol. Chem., 276: 27622-
27628).

B%mg mét chién lugce dinh hudng twong tu 13 thay dbi mot hodc nhidu du lugng
axit amin cua khang thé, cac trinh tyr khang thé duge mo ta trong sang ché nay c6 thé
duoc st dung dé phat trién cac khang thé khang CD38 véi nhitng chirc ning da dugc
cai thién, bao gdm 4i e duoc cai thién ddi véi CD38.

Nhiing nhém thé axit amin dugc wu tién 1a nhiing chat ma: (1) giam tinh nhay
cam cua su phéan giai protein, (2) gidm tinh nhay cdm cua qud trinh oxi hoa, (3) thay
ddi 4i luc lién két dé hinh thanh cac phirc chét protein, va (4) trao hodc thay doi
nhitng dic tinh hoa ly hodc chirc ndng khic cua nhiing chit twong tw. Nhimg chat
twong tu nay cé thé bao gdm nhiéu mutein cta trinh ty hon 12 trinh ty peptit xay ra tu
nhién. Vi duy, cdc nhom thé axit amin don hodc da (tét hon 14 c4c nhom thé axit amin
duoc bao toan) ¢ thé dugce tao ra trong nhiing trinh tu dién ra ty nhién (t6t hon 1a
trong mot phan ctia chudi polypeptit bén ngoai (nhimng) mién tao nén nhiing tiép xuc
lién phan tr. Nhom thé axit amin dugc bao toan khong nén thay d6i lién tiép nhiing
dic diém vé cAu truc cua trinh tu gbc (vi du, axit amin thay thé khong nén c6 xu
huéng phé v& helix dién ra trong trinh tyr gbc, hodc 1am héong cac loai cAu tric thir cip
khac mang ddc tinh cua trinh tu gbc). Nhimg vi du v& cAu trc tht cAp va thir ba nhan
ra chudi polypeptit dugc md ta trong Proteins, Structures and Molecular Principles

(Creighton, Ed., W. H. Freeman va Company, New York (1984)); Introduction to
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Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.
Y. (1991 )); va Thornton et al., 1991, Nature, 354: 105, dugc dé cap & day nhu tai
liéu tham khao.

Cac khang thé duoc cai thién ciing bao gdm céac khang thé c6 cac dic tinh da
duogc cai thién duge diéu ché béng cac k¥ thuét ti€u chuén cua mién dich & dong vat,
su hinh thanh hybridoma va lya chon cdc khang thé ¢ nhiing ddc tinh dac biét.

Nhimg khéng thé dugc cai thién theo sang ché bao gém cac khang thé cu thé
¢6 cac dic tinh chirc ning duoc cai thién. Mdi quan tim dic biét 1a nhing khang thé
do ¢6 tang cuong kha nang trung gian cic chirc ndng cia co quan tac dong gy doc té
bao chiang han nhu ADCC. Nhitng khéng thé nhu vy c6 thé thu dugc bang cach tao
ra nhitng nhoém thé don hodc da trong khung c¢b dinh ctia khang thé, do d6 lam thay
d6i phan mg ctia n6 vai thu thé Fe. Cac phuong phép tao ra nhitng dot bién nhu vay
c¢6 thé duoc tim thiy trong vi du trong Laz ar et al. (2006, Proc. Natl. Acad. Sc/.
U.S.A. 103(11): 4005-4010) va Okazaki et al. (2004, J. Mol. Biol. 336(5): 1239-49).
Xem WO 03/074679, WO 2004/029207, WO 2004/099249, W0O2006/047350, WO
2006/019447, WO 2006/105338, WO 2007/041635.

Ciing c6 thé s dung nhitng dong té bao dugc tao ra mot cach dic biét dé tao
ra nhitg khéang thé duoc cai thién. Cu thé, nhitng dong té bao nay da thay ddi su didu
chinh glycosyl, tao ra cic khang thé dugc fucosyl hoa kém hogic thdm chi hoan toan
bi defucosyl hoa. Nhiing dong té bao ndy va cac phuong phép dé tao ra chung dugc
dé cap trong vi du nhu Shinkawa et al. (2003, J. Biol. Chem. 278(5): 3466-3473),
Ferr ara et al. (2006, J. Biol. Chem. 281(8): 5032-5036; 2006, Biotechnol. Bioeng.
93(5): 851-61), EP 1331266, EP 1498490, EP 1498491, EP 1676910, EP 1792987, va
WO 99/54342.

Sang ché ciing bao gdm cic thé lién hop gay doc té bao. Nhimg thé lién hop
gy doc té bao nay bao gdm hai thanh phan chinh, chét lién két t€ bao va chat gay doc
té bao.

Dugc st dung & day, thuat ngit “chat lién két té bao” chi chit ma nhén ra mot
cach dic biét va lien két cac protein CD38 trén bé mit t& bao. Theo mot phuong an,

chét lién két té bao nhan ra mdt cach dic biét CD38 sao cho né cho phép cac thé lién
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hop phan tmg theo muc dich dinh s&n véi it tdc dung phu tao ra tir viéc lién két khong
dac hiéu.

Theo phuong an khéc, chit lién két té bao theo sang ché ciing dic biét nhan ra
protein CD38 sao cho céac thé lién hop s& dugc tiép xiic véi té bao dich trong khoang
thoi gian vira du dé cho phép phdn thudc gdy doc té bao cia thé lign hop phan tng
trén té bao, va/hodc cho phép cac thé lién hop di thoi gian dé dugc dong hoa bai té
bao.

Theo phuong 4n dugc uu tién, cac thé lién hop gy doc té bao bao gdm khang
thé khéang CD38 1a chét lién két té bao, tét hon nita 13, cic khang thé don dong khang
CD38 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39 & chudt. theo
phuong an dugc uu tién khéc, chét lién két té bao 1a mot phién ban dang kham ctia
khang thé khang CD38 néu trén.

Theo khia canh dugc wu tién khac nita, thé lién hop gdy doc té bao bao gém
khang thé nhan hoa 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 hoic
doan lién két epitop cua chung. Khéng thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39 c6 thé nhan ra CD38 mot cach dic biét, va din chit gay doc té
bao vao té bao bi khuyét tat hodc mo, chéng han nhu cac té bao ung thu, theo cach da
duogc dinh trudce.

Thanh phan thir hai cta cac thé lién hop gy doc té bao theo sang ché 1a chét
gdy doc té bao. Thuat ngit “chat gy doc té bao” dugc str dung & day 1a mot chat lam
giam hodc khoa chirc nang hodc sy phat trién cta té bao va/hodc gy ra phd huy té
bao.

Trong cac phuong an dugc uu tién, chét gay doc té bao 1a mot duge chét nho,
tién thudc, taxoit, maytansinoit ch'fmg han nhu DMI1 hodc DM4, din xuét
tomaymyxin, din xuét leptomyxin, CC-1065 hodc chét tuong tw CC-1065. Trong céc
phuong an dugc uu tién, cic chét lién két té bao theo sang ché duoc lién két cong hoa
tri, truc tiép hodc qua mdt lién két c6 thé hodc khong thé tach dugc véi chit gy doc

té bao.
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Cac chét lién két té bao, chit gay doc té bao va cac chét lién két duge thao luan

chi tiét hon dudi day.

Céc chit lién két té bao

Hiéu qua cua céc hgp chit theo sang ché 1a cac chat didu tri thy thudc vao sy
lua chon cAn than chat lién két t& bao thich hop. Céc chat lién két t& bao co thé 1a bit
ky loai nao hién da biét, hodc trd nén biét, va bao gdm cac peptit va khong peptit.
Chit lién két té bao co thé 12 bat ky hop chét nao co thé lién két té bao, hodc dic hiéu
hodc khong dac hiéu. No6i chung, nhiing chit nhu vay co thé 1a céc khang thé (dac
biét 1a cac khang thé don dong), lymphokin, hoocmon, céc yéu t6 ting trudng,
vitamin, phén t van chuyén dinh dudng (ching han nhu transferin), hodc bat ky céc
nguyén tir hodc phan tr lién két té bao.

Céc vi dy cu thé hon vé chit lién két t& bao c6 thé duoc st dung bao gém:
a) cac khang thé da dong;
b) cac khang thé don dong;
¢) cac doan khang thé chéng han nhu Fab, Fab', va F(ab")2, Fv (Parham, 1983, J.

Immunol., 131: 2895-2902; Spring et a/., 1974, J. Immunol., 113: 470-478;

Nisonoff et a/., 1960, arch. Biochem. Biophys., 89: 230-244);

Cu thé, khéng thé don dong khang CD38 duoc chon tir 38SB13, 38SB13,
38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 c6 thé dugc st dung nhu chét lién két t& bao
theo sang ché. Tuong ty, chét lién két té bao c6 thé 1a phién ban dang khdm ciia mot
trong nhitng khang thé don dong 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 385SB31, va
38SB39. Tét hon 13, khang thé khdng CD38 nhan hoa duge ding lam chét lien két
khang thé theo sang ché. Tt hon nita 12 khang thé khang CD38 nhan héa dugc chon
tir cac khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 dugc tai

tao bé mat hoac dugc nhan hoa.

Céc chit gay doc té bao
Theo phuong an khac, khang th nhan hoa hoidc doan lién két epitop cia chiing

6 thé duoc lién hop véi dugc chét chéng han nhu maytansinoit, dé tao ra tién thudc
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c6 dic tinh gay doc té bao dac biét dbi voi cac té bao biéu hién khang nguyén bang
cach dua dugc chat nay vao protein CD38. Cac thé lién hop gy doc té bao bao gdm
nhitng khang thé nhur vay va lugng nhé dugce chét c6 doc tinh cao (ching han nhu
maytansinoit, taxan, din xuit toamymyxin, din xuét leptomyxin va céc chat twong tu
CC-1065) ¢ thé duoc sir dung nhu liéu phép diéu tri khéi u, ching han nhu u
lympho, u gdy bénh bach cau va u da tiy.

Chét gy doc t& bao duge sir dung trong thé lién hop gy doc té bao theo sang
ché c6 thé 1a bat ky hop chét nao ma lam chét té bao hoidc gay chét té bao hogic co dic
tinh lam gidm kha ndng cua té bao. Cac chét gay doc té bao dugc wu tién bao gdm vi
du, maytansinoit va chit twong tu maytansinoit, taxoit, dan xuat tomaymyxin, din
xudt leptomycin, CC-1065 va chét tuong ty CC-1065, dolastantin va chit twong tu
dolastatin duge dinh nghia du6i day. Nhing chit gay doc t& bao nay duoc lién hop
v6i cac khang thé, cac doan khang thé, cac duong luong vé mit chirc nang, cac khang

thé duoc cai thién va cac chit tuong tu ciia ching nhu dugc dé cap ¢ day.

Céc thé lién hop gay doc té bao c6 thé dugc diéu ché bang phuong phip ngoai
da (vitro). Dé lién két thudc hogc tién thudc v6i khang thé, nhém lién két dugc sir
dung. Cac nhom lién két phi hop dugc biét dén trong linh vuc k§ thuat va bao gdm
cadc nhom disulfua, nhom sulfua hiru co, nhom axit khong bén, nhém photolabile,
nhom peptit khong bén, va nhom este khong bén. Céc nhém lién két dugc uu tién bao
gém nhom disulfua va nhom sulfua hiru co. Chéng han nhu, cac thé lién hop c6 thé
dugc tao ra béng viéc st dung phan ng trao dbi disulfua hodc tao ra lién két sulfua

hitu co giita khang thé va thube hoc tién thude.

Cac maytansinoit

Trong sb cac chét gay doc té bao c6 thé duoc sir dung trong sing ché dé tao
thanh thé lién hop giy doc ¢ bao 1a cdc maytansinoit va cAc chit twong tu
maytansinoit. Nhitng vi du maytansinoit thich hgp bao gdm maytansinol va cac chat
tuong tu maytansinol. Cac maytansinoit 1a cac dugc chit ma {rc ché sy hinh thanh vi
6ng va c6 doc tinh cao dbi vai cac té bao & dong vat c6 vi.
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Cac vi du vé& cac chit twong tu maytansinol thich hgp bao gém nhiing
maytansinol ma c6 vong thom dugc diéu chinh va maytansinol ma c6 nhing dicu
chinh & nhiing vi tri khac. Nhitng maytansinoit thich hop nhu vay dugc mo ta trong
bing sdng ché Hoa Ky cac s6 4,424,219; 4,256,746; 4,294,757; 4,307,016; 4,313,946;
4315,929; 4,331,598; 4,361,650; 4,362,663; 4,364,866; 4,450,254; 4,322,348;
4.371,533; 6,333,410, 5,475,092; 5,585,499; va 5,846,545.

Nhiing vi du cu thé cua nhimg chit twong tu maytansinol thich hgp nhu vy c6
vong thom dugc didu chinh bao gdém:

(1) C-19-dechloro (bing séng ché Hoa Ky sb 4,256,746) (diéu ché bang céch
giam LAH cta ansamytocin P2);

(2) C-20-hydroxy (or C-20-demethyi) +/-C-19-dechloro (bing sang ché Hoa
Ky sb 4,361,650 va 4,307,016) (diéu ché béng dimetyl hoa st dyng Streptomyces
ho#c Actinomyces hodc khur clo str dung LAH); va

(3) C-20-demetoxy, C-20-acyloxy (-OCOR), +/-dechloro (bing sang ché Hoa
Ky s6 4,294,757) (diéu ché bang axy hoa st dung acyl clorua).

Nhitng vi du cu thé vé chét twong tu maytansinol thich hgp c6 céac diéu chinh &
nhiing vi tri khac bao gom:

(1) C-9-SH (U.S. Pat. No. 4,424,219) (duoc didu ché bang cach maytansinol
phan Gng vai H2S hodc P2S5);

(2) C-14-alkoxymetyl (demetoxy/CH20R) (bing sing ché Hoa Ky 50
4,331,598);

(3) C-14-hydroxymetyl hodc acyloxymetyl (CH20H hogc CH20Ac) (bing
sang ché Hoa Ky s 4,450,254) (duoc diéu ché tir Nocardia);

(4) C-15-hydroxy/acyloxy (bing sing ché Hoa Ky sb 4,364,866) (duoc dicu
ché bang cach dao maytansinol bang Streptomyces);

(5) C-15-metoxy (bing sang ché Hoa Ky s6 4,313,946 va 4,315,929) (dugc
phan 14p tir Trewia nudiflora);

(6) C-18-N-demetyl (bing sang ché Hoa Ky s6 4,362,663 va 4,322,348) (dugc

diéu ché bang cach metyl hoa maytansinol bang Streptomyces); va
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(7) 4,5-deoxy (U.S. Pat. No. 4371,533) (dugc didu ché béng titan
triclorua/LLAH gidam maytansinol).

Theo phuong 4n dugc uvu tién, cac thé lién hop gy doc té bao theo sang ché sir
dung maytansinoit chira thiol (DM1), thong thuong dugc goi 1a N2'-deacetyl-N2'-(3-
mercapto-1-oxopropyl)-maytansin, nhu cht gay doc té bao. DM dugc thé hién bang

cong thuc céu tao (I) sau:

M

Theo phuong an duge uu tién khdac, cac thé lién hop gay doc té bao theo sing
ché st dung maytansinoit chira thiol N2'-deaxetyl-N-2'(4-metyl-4-mercapto-1-
oxopenty )-maytansin lam chit gay doc té bao. DM4 dugc thé hién bang cong thirc

c4u tao (II) sau:

MeO an

Trong cac phuong an dugc wu tién khic cia sang ché, nhitng maytansin khac
bao gdm céc maytansinoit chira disulfua va thiol gin nhom thé mono- hogc dialkyl
trén nguyén tu cacbon géan nguyén tir sulfua, c6 thé duoc st dung. Nhitng maytansin
ndy bao gdm maytansioit ¢c6 C-3, C-14 hydroxymetyl, C-15 hydroxy, hodc C-20
desmetyl, chudi bén axit amin acyl héa ¢c6 mot nhom acyl gén mot nhom sulthydryl
bi can trd, trong d6 nguyén tir cacbon cuia nhom acyl gin nhém chirc thiol ¢6 mot
hoic hai nhém thé, nhimg nhom thé néu trén 1a CHs, CoHs, alkyl hodc alkenyl mach
thing hodc mach nhénh c¢6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl mach vong hodc
alkenyl c6 tur 3 dén 10 nguyén tit cacbon, phenyl, phenyl duoc thé, hodc heteroxyclic

thom hodc gdc heteroxycloalkyl va ngoai ra trong d6 mot trong nhing chit thé co thé
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1a H va trong d6 nhém acyl c6 chudi thang c6 do dai it nhét 13 ba nguyén tir cacbon
gifta nhom chitc cacbon va nguyén tir sulfua.
Nhitng maytansin bd sung nhu vy bao gdm cac hop chét duge thé hién bing

cong thie (I11):

MeO.

)

trong do:
Y' biéu hién

(CR7Rg)I(CR9=CR 19),(C=C)qA{CR5R6)mDu(CR11=CR12){( CEC)sB(CR3R4).CRIR,SZ,

trong do

mdi Ry va Ry doc 1ap 1a CHj;, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach théng co tir 1 dén
10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hogc mach vong c¢o tu 3 dén 10
nguyén tu cacbon, phenyl, phenyl dugc thé hodc heteroxyclic thom va gbc
heteroxycloalkyl va ngoai ra R, ¢6 thé 1a H;

A, B, D 14 xycloalkyl hodc xycloalkenyl ¢6 3 -10 nguyén t cacbon, aryl don
hodc duge thé hoic heteroxyclic thom hodc géc heteroxycoailyl;

MBbi Rs, Ry, Rs, Rg, R, Rg, Ro, Ry, va Ry doc 1ap 1a H, CHs, CoHs, alkyl hodc
alkenyl mach thang c6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh
hodc mach vong cé tur 3 dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl duoc thé hoac
heteroxyclic thom hodc gbc heteroxycloalkyl;

mdil, m, n, 0, p, q, 1, s, vat doc lap la 0 hodc ) nguyén tu 1 dén 5, sao cho it
nhat hai trong s61, m,n, o, p, q, 1,5 vatkhong déng thoi béng 0;va

7 1a H, SR hodc -COR, trong d6 R 1a alkyl hodc alkenyl mach thang c6 tr 1

dén 10 nguyén tr cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hoac mach vong co6 tu 3
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dén 10 nguyén tir cacbon, hodc aryl don hodc dugc thé hoac heteroxyclic thom hodc
gbc heteroxycloalky.

Nhiing phuong 4n dugc uu tién cé cong thirc (III) bao gdm céc hop chit co
cbng thire (III) trong do:

R; H, R; lametyl va Z 1a H.

R va Ry lametyl vaZ la H.

R, 1a H, R, la metyl, va Z 1a -SCHs.

R; va R, 1a metyl, va Z 1a -SCHs.

Nhiing maytansin bd sung nhu vy cling bao gdm cac hop chét dugc thé hién

bang cong thirc (IV-L), (IV-D), hodc (IV-DL):

o)
Q MGy & Hae, M
HgCy,/ H 3 &§
o 2 /u\ P N/U\Y /0\)2‘( N)]\Y
May/ N Y May l May ‘
0 t 0 O
(Iv-L) {IvV-D) (IV-D,L)

Trong d6: Y biéu hién (CR7Rg)i(CRsRe)m(CR3R4):CR1 R2SZ,

trong do:

mdi R, va R, doc 1ap 1a CHs, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach théng ¢ tir 1 dén
10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hodc mach vong ¢6 tur 3 dén 10
nguyén t& cacbon, phenyl, phenyl dugc thé, hoic heteroxyclic thom hodc gbc
heteroxycloalkyl, va ngoaira R, ¢6 thé 1a H;

mdi R, Ry, Rs, Rg, Ry va Rg doc 1ap 12 H, CHs, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach
thdng c6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hodc mach
vong co tu 3 dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl duoc thé, hoic heteroxyclic
thom hoic gdc heteroxycloakyl;

mdi 1, m va n doc 14p 12 mot sb nguyén tur 1 dén 5, vangoai ran co thé 14 0;
7 12 H, SR hoidc -COR trong do6 R 1a alkyl hodc alkenyl mach nhanh hodc mach

thdng c6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hogc alkenyl mach vong ¢4 tir 3 dén 10
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nguyén tr cacbon, hodc aryl don hodc dugc thé hozic heteroxyclic thom hodc géc
heteroxycloalkyl; va

C6 thé biéu hién maytansinoit tao ra chudi bén tai C-3, C-14 hydroxymetyl, C-
15 hydroxy hodc C-20 desmetyl.

Nhing phuong 4n dugce uu tién c6 cong thirc (IV-L), (IV-D) va (IV-DL) bao
gbm nhitng hop chét ¢6 cong thire (IV-L), (IV-D) va (IV-D L) trong doé:

R, 1a H, R, 1a metyl, m3i Rs, Rg, R7, vaRg laH, Ivamdim1a 1,n1a0,va Z 1a
H.

R, va R, la metyl, mdiRs, Rg, R7, RglaH, Ivamlal,nla0,vaZlaH.

R, 1a H, R, 1a metyl, mdi Rs, Rg, Ry, Rg laH, [vamdimla1,nla0,vaZla-
SCHs.

R va R, 1a metyl, mdiRs, R, R7, RglaH,Ivamlal,nla0,vaZla-SCHs.

Tét hon chat gy doc té bao duoc thé hién bang cong thirc (IV-L).

Nhitng hop maytansin bd sung nhu vay ciing bao gbém nhitng hop chét ¢6 cong
thace (V):

(V)

trong do:
Y 13 (CR7Rg)I(CRsR6)m(CR3R4):CRIR,SZ,

trong do:

42



48383 43147

mdi R; va R, ddc 1ap 1a CHs, C,oHs, alkyl hodc alkenyl mach théng co tir 1 dén
10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hoic mach vong c¢o tu 3 dén 10
nguyén tr cacbon, phenyl, phenyl duogc thé hodc heteroxyclic thom hodc gbc
heteroxycloalkyl, va ngoai ra R, ¢ thé 1a H;

mdi Rs, Ry, Rs, Re, Ry, va Rg doc 1ap 1a H, CHs, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach
thang c6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hodc mach
vong co tu 3 dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl duoc thé, hodc heteroxyclic
thom hoic gbc heteroxycloalkyl;

mdi 1, m va n doc 1ap 1a mot $b nguyén tu 1 dén 5, va ngoairan co thé 12 0; va

7 1a H, SR hoidc -COR, trong d6 R 1a alkyl hodc alkenyl mach thang co tir 1
dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hoac alkenyl mach nhanh hodc mach vong cé tu 3
dén 10 nguyén tir cacbon, hodc aryl don hodc dugc thé hodc heteroxyclic thom hodc
gbc heteroxycloalkyl.

Cac phuong 4n dugc uu tién cia cong thirc (V) bao gdm cac hop chat ¢ cong
thie (V) trong do:

R, 1a H, R, 1a metyl, mdi Rs, Rs, R7, vaRg laA H; Ivamdimla 1;nla0;vaZla
H.

R; va R, 1a metyl, mdiRs, Re, R7, vaRg1aH, Ivamlal;nla0;vaZlaH.

R, 1a H, R, 12 metyl, mdi Rs, Rg, R7, vaRg laH, mdilvam1a1,nla0,vaZla
-SCHs.

R, va R, 1a metyl, mdi Rs, Rg, R7, vaRglaH,lvamlal,nla0,vaZla- SCHs.

Nhiing maytansin bd sung nhur vAy ngoai ra con bao g6m nhimng hop chat dugc

thé hién bang cong thirc (VI-L), (VI-D), hogc (VI-D,L):

O
o, ¢ HOQ j\ o os I
o A )L Q\F\ Y May T Y2

May
:

(VL) (VI-D) (VI-D, L)

—Z

trong do:

Y5 14 (CRyR)I(CRsR)m(CR3R),CRIR2SZ,
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trong do:

"mdi R, va R, 1a doc lap 1a CHs, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach théng coturl
dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hodc mach vong co tir 3
dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl duoc thé hodc heteroxyclic thom hozc gbc
heteroxycloalkyl, va ngoai ra R, ¢6 thé 1a H;

mdi Rs, Ry, Rs, R, R7 va Rg 1a doc 1ap 1a H, CHs, C,Hs, alkyl hodc alkenyl
mach nhanh hoac mach vong cé tur 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hogc alkenyl
mach nhanh hodc mach vong c¢6 tu 3 dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl duoc
thé hodc heteroxyclic thom hoic gbc heteroxycloalkyl;

mdil, m va n 1a doc lap 1a mot s6 nguyén tr 1 dén 5, va ngoai ran c6 thé 12 0;

7, 13 SR hodc COR, trong d6 R 1a alkyl hoic alkenyl mach thing c¢6 tir 1 dén
10 nguyén ttt cacbon, alkyl hoac alkenyl mach nhanh hodc mach vong ¢6 tur 3 dén 10
nguyén tir cacbon, hodc aryl don hodc duoc thé hoic heteroxyclic thom hodc géc
heteroxycloalkyl, va

C6 thé 1a maytansinoit.

Nhiing maytansin bd sung nay ciing bao gdm cac hop chét c6 cong thire (VII):

MeO il

trong do:

Y, la
(CR7Rg)I(CR=CR0)p(C=C)qA{(CR5R6)mDu(CR11=CR12)(C=C)B(CR3R4)1CRIR>SZ,,
trong do:

mdi Ry va Ry doc 1ap 1a CHs, CoHs, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hogc théng
c6 tir 1 dén 10 nguyén it cacbon, alkyl hodc alkenyl mach vong c6 tr 3 dén 10
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nguyén tr cacbon, phenyl, phenyl dugc thé hodc heteroxyclic thom hodc gbc
heteroxycloalkyl, va ngoai ra Ry ¢6 thé 1a H;

mdi A, B, va D doc 14p 1a xycloalkyl hoac xycloalkenyl ¢6 tur 3 dén 10 nguyén
t¢ cacbon, aryl don hodc dugc thé, hodc heteroxyclic thom hodc géc
heteroxycloalkyl;

mdi Rs, Ry, Rs, Re, Ry, Rg, Ro, Ry; va Ry doc 1ap 12 H, CH;, CoHs, alkyl hodc
alkenyl mach thang c6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh
hodc mach vong ¢ tur 3 dén 10 nguyén tr cacbon, phenyl, phenyl duoc thé hoic
heteroxyclic thom hoac gdc heteroxycloalkyl;

mdil, m, n, 0,p, q, 1,8, vatdoc 1ap 1a 0 hodc ) nguyén tu 1 dén 5, sao cho it
nhét hai trong s6 1, m, n, o, p,q, 1, s vatkhong déng thot béng 0;va

7, 1a SR hoidc -COR, trong dé R 1a alkyl hodc alkenyl mach thang c6 tir 1 dén
10 nguyén tr cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhénh hodc mach vong co tu 3-10
nguyén tir cacbon, hodc aryl don hodc dugc thé hogic heteroxyclic thom hodc gdc
heteroxycloalkyl.

Nhitng phuong an dugc uu tién co Céng thire (VII) bao gdm nhitng hop chét ¢6
cong thirc (VII) trong do: Ry 1a H va R, 1a metyl.

Nhitng maytansinoit néu trén co6 thé dugc lién hop véi khang thé khang CD38
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hoiic 38SB39 hodc chit dong dang
hodc doan cta ching, trong do khang thé duge lién két v6i maytansinoit bang cach sir
dung chirc nang cua disulfua hodc thiol dugc thé hién béng nhom acyl cua chudi bén
axit amin dugc acyl hdéa dugc tim thdy trong C-3, C-14 hydroxymetyl, C-15 hydroxy
hodc C-20 desmetyl ctia maytansinoit, va trong d6 nhém acyl cua chudi bén axit amin
duogc acyl hoa c6 chirc nang thiol hodc disulfua ciia né & nguyén tir cacbon c¢6 mot
hodc hai nhém thé, nhitng nhém thé néu trén 1a CH;, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach
thang co tir 1 dén 10 nguyén i cacbon, alkyl hodc alkenylmach nhanh hodc mach
vong cO tur 3 dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl duoc thé hodc heteroxyclic
thom hozic gbc heteroxycloalkyl, va ngoai ra mdt trong nhiing nhém thé c6 thé 1a H,
va trong d6 nhém acyl c6 do dai chudi thing it nhat 13 ba nguyén tir cacbon giita

cacbon chtrc nang va nguyén tir luu huynh.
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Thé lién hop duoc wu tién clia sang ché 1a thé lién hop bao gém cac khang thé
khang CD38 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hogdc 38SB39 hodc chét

ddng dang hoic doan ctia ching, dugc lién hop voi maytansinoit ¢6 cong thie (VIII):

(Vi)

trong do:

Y, ' 1a

(CR7Rg)I(CRy=CR)y(C=C)qA«{ CR5R6)mDu(CR11=CR12)(C=C)B(CR3R4).CR;
R,S-,

trong do:

mdi A, B, va D, ddc lap la 1a xycloalkyl hoac xycloalkenyl ¢6 3 -10 nguyén tur
cacbon, aryl don hodc dugc thé, hoic heteroxyclic thom hoac géc heteroxycloalkyl;

mdi Rs, Ry, Rs, Rg, Ry, Rg, Ro, Ry va Ry, doc 1ap la H, CHs, CoHs, alkyl hodc
alkenyl mach thang c6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh
hodc mach vong cé tu 3 dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl dugc thé hozc
heteroxyclic thom hodc gbc heteroxycloalkyl; va

mdil, m, n, 0,p,q, 1, s, vatdoc 1ap 1a 0 hodc mot ) nguyén tur 1 dén 5, sao
cho it nhét hai trong s6 1, m, n, o, p,q, 1, s vatlakhong déng thoi b'fmg 0.

Tét hon 13, R 12 H va R, 1a metyl hodc Ry va R, 12 metyl.

mot thé lién hop dugc uu tién hon cua sang ché 12 mot thé lién hop bao gém
khang thé khang CD38 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 385SB39
hodc chét dong dang hodc doan cia chung, dugc lién hop véi maytansinoit ¢6 cong

thirc (IX-L), (IX-D), hoic (IX-D,L):
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: 0 H 09
HsC, HoQ H3C, @H ' HC o
S S CS
May” N Yy May P“ 1 Maf | 1
5 | .
1L XD IX-D,L
trong do:
Y 1a (CR7Rg)I(CR5R6)m(CR3R4)1CRIRS-,
trong do:

mdi Ry va Ry doc 1ap 1a CH;, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach thing c6 tir 1 dén
10 nguyén tir cacbon, alkyl hoac alkenyl mach nhanh hodc mach vong ¢6 tir 3 dén 10
nguyén tu cacbon, phenyl, phenyl duoc thé, heteroxyclic thom hodc gdc
heteroxycloalkyl, va ngoai ra R, ¢6 thé 1a H;

mdi Rs, Ry, Rs, Rg, Ry va Rg doc 1ap 1a H, CHs, C,Hs, alkyl hodc alkenyl mach
théng c6 tir 1 dén 10 nguyén tir cacbon, alkyl hodc alkenyl mach nhanh hodc mach
vong ¢6 tir 3 dén 10 nguyén tir cacbon, phenyl, phenyl duoc thé hozc heteroxyclic
thom hoic gbc heteroxycloalkyl;

mdi 1, m va n doc 1ap 1a mot s6 nguyén tir 1 dén 5, va ngoai ran c6 thé 1a 0 va

C6 thé 1a maytansin tao ra chudi bén C-3, C-14 hydroxymetyl, C-15 hydroxy
hodc C-20 desmetyl.

Nhitng phuong 4n ¢6 cdng thirc (IX-L), (IX-D) va (IX-D,L) bao gbm céc hop
chit ¢6 cong thirc (IX-L), (IX-D) va (IX-D,L) trong do:

R; 1a H va R, 1a metyl hodc Ry va R» la metyl,

R, 1a H, R, 1a metyl, mdi Rs, Rs, Ry vaRg la H; mdi lvam1a 1;n 12 0,

R; va Ry 1a metyl; mdi Rs, R, R7vaRgH;lvamla1l;nlao0.

Tét hon chét gay doc té bao dugc thé hién bang cong thire (IX-L).

Thé lién hop duge wu tién khéc cua sang ché 12 mot thé lién hop bao gom céc
khang thé khang CD38 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39
hodc chit ddng dang hoic doan cta chung, duoc lién hgp véi maytansinoit c6 cong

thire (X):
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)

trong d6 cadc nhom thé dugc xac dinh theo cdng thirc (IX) néu trén.

Dac biét dugc uu tién la bét ky hop chét nao trong s6 cac hop chit néu trén,
trong d6 Ry 1a H, R, 1a metyl, mdi Rs, Re, R7 va Rg 1a H, mdilvamlal,vanlao.

Dic biét duogc vu tién hon nita 1a hop chit bat ky trong s6 cac hop chét néu
trén, trong d6 Ry va R, 1a metyl, mdi Rs, Re, R7, RglaH, Ilvamlal,vanla0.

Ngoai ra, L- aminoacy! stereoisom duoc uu tién.

Mbi trong s6 maytansinoit dugc néu trong don sang ché Hoa Ky sb
10/849,136, ndp ngay 20/5/2004, cling co thé dugc su dung trong thé lién hop gay
doc té bao cla sang ché. Chi tiét toan bo ctia don sang ché Hoa Ky sb6 10/849,136
duoc dua vao day lam tai liéu tham khao.

CAC NHOM LIEN KET CHUA DISULFUA

Dé lién két maytansinoit voi chét lién két té bao, chéng han nhu cac khang thé
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39, maytansinoit bao gém
gbc lién két (linking moiety). Gbc lien két nay bao gdm mot lién két hoa hoc cho
phép tao ra cac maytansinoit ¢6 hoat tinh déy di & mot vi tri dac biét. Nhitng lién két
héa hoc thich hgp dugc biét dén trong tinh trang k§ thuat va bao gbm cac lién két
disulfua, lién két axit khong bén, lién két quang khong bén, lién két pepit khong bén
va lién két esteraza khong bén. Dugc wu tién 1a cac lién két disulfua.

Géc lien két ciing bao gdbm nhom hoa chét hoat tinh. Theo phuong 4n dugc vu
tién, nhom hoa chét hoat tinh trén c6 thé duoc lién két cong hoa tri véi maytansinoit
théng qua gbc lién két disulfua.

Nhitng nhém hoa chit hoat tinh dugc wu tién cu thé 1a cac este N-succinimidyl

va cdc este N- sulfosuccinimidyl.
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Cac maytansinoit dugc dac biét uu tién bao gdm gbe lién két chira nhém hoéa
chit hoat tinh 13 cac este C-3 cta maytansinol va céc chét twong tu cia chiing trong
dé gbc lién két chia lién két disulfua va nh6m hoat tinh bao gdm este N-succinimidy!
hoac N-sulfosuccinimidyl.

Nhiéu vi tri trén maytansinoit ¢6 thé dam nhan vi tri di v6i gbc lien két héa
hoc. Chéng han nhu, vi tri C-3 ¢6 nhém hydroxy, vi tri C-14 dugc diéu chinh béng
hydroxymetyl, vi tri C-15 duoc didu chinh bang hydroxy va vi tri C-20 ¢6 nhom
hydroxy tt ca déu dugce hi vong s& c6 ich. Tuy nhién, vi tri C-3 dugc vu tién va vi tri
C-3 ctia maytansinol dugc dac biét vu tién.

Trong khi viéc tong hop cac este clia maytansinol c6 gbc lién két dugc mo ta
vé cac gde lién két chia lién két disulfua, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
s& hiéu rang nhiing gdc lién két ¢6 céc lién két hoa hoc (nhur duge mé ta & trén) c6 thé
cling dugc sir dyng voi sdng ché, nhu nhitng maytansinioit khéac ¢6 thé. Nhimng vi du
cu thé vé cac lién két hoa hoc khac bao gdm lién két axit khong bén, lién két quang
khong bén, lién két peptit khong bén va lien két esteraza khong bén. Su boc 1§ cla
bing sang ché Hoa Ky s6 5,208,020, dugc dua vao day huéng dan cach san Xuét cac
maytansinoit sinh ra nhiing lién két nhur vay.

Viéc téng hgp matansinoit va nhiing dan xudt maytansinoit c6 gbc lien két
disulfua tao ra cdc nhom hoat tinh dugc mo ta trong bang sang ché Hoa Ky céc s6 6,
441,163 va 6,333,410, va don sang ché Hoa Ky s6 10/161,651, mdi don trén duoc
dua vao day lam tai liéu tham khéo.

Nhom hoat tinh chira maytansinoit, chéng han nhu DM1, dugc phan Gng v6i
khang thé ching han nhu khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31,
hodc 38SB39 dé tao ra c4c thé lien hop gy doc té bao. Nhiing thé lién hop nay ¢6 thé
dugc tinh ché bang HPLC hodc bang cach loc gen.

Mot sb cach tuyét voi dé tao ra nhimg thé lién hop khang thé maytansinoit nhu
vay dugc dé cap trong bang sang Hoa Ky s6 6,333,410, va don sang ché Hoa Ky s6
09/867.598, 10/161,651 va 10/024,290, mdi trong sb chung dugc dé cap mot cach
téng thé o day.
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Nhin chung, dung dich cua khang thé trong chat dém dang 16ng c6 thé duoc U
vGi lugng maytansinoit vuot qua co gbc disulfua tao ra nhom hoat tinh. Hon hop
phan Umg c6 thé duge 1am ngudi bang cich b sung amin (chang han nhu etanolamin,
taurin, v.v...). Thé lién hop khang thé maytansinoit sau d6 ¢ thé dugc tinh ché bang
cach loc gen.

S6 phan tir maytansinoit lién két trén moi phan ttr khang thé c6 thé dugc quyét
dinh bang cach do huynh quang ty 18 hép thy & 252 mm va 280 mm. Trung binh tir 1
dén 10 phan tir maytansinoit trén mot phan tir khang thé 12 duoc wu tién.

Céc thé lién hop cua khang thé v6i thude maytansinoit ¢6 thé dugc danh gia vé
kha nang cua chung dé tidu diét nhiéu dong té bao khong mong mudn in vitro. Vi du
cac dong té bao nhu dong té bao Daudi lympho & ngudi, dong Ramos lympho &
ngudi, dong MOLP-8 da tily & nguoi, va dong MOLR-4 bénh bach cau thé lympho
cap tinh T & nguoi c6 thé dé dang duoc st dung dé danh gia tinh gay doc té bao cla
nhitng hop chit nay. Céc té bao dé danh gia co thé dwa vao nhiig hop chat nay trong
24 gio va ty 1€ song s6t clia nhitng té bao nay dugc tinh toan trong thi nghiém truc
tiép bang cac phuong phap da biét. Cac gia tri IC50 sau d6 cb thé duoc tinh to4n tir

nhitng két qua ctia thi nghiém nay.

Cac nhom lién két chira PEG.

Nhitng maytasinoit cling c6 thé duoc lien két vi cac chét lién két té bao bang
cach st dung nhoém li€n két PEG, nhu dugc néu trong don sang ché Hoa Ky sb
10/024,290. Céc nhom lién két PEG nay ¢6 thé hoa tan ca trong nuée va trong dung
moi khong & dang 16ng, va ¢ thé dugc st dung dé lién két mot hogc nhiéu chét gy
doc té bao v6i chét lién két t& bao. Céc nhom lién két PEG tiéu biéu bao gdm céc chét
lién két PEG hai chirc ning lién két v6i cac chat gay doc t& bao va chét lién két té bao
& dau dbi dién cua chit lién két thong qua nhom sulthydryl hodc disulfua chirc néng
tal mot dau, va este hoat tinh & dau khac.

La mot vi dy tdng quat cla qué trinh tdng hop thé lién hop gay doc té bao bang
cach st dung nhom lién két PEG, tai liéu tham khao dugc dé cap trong don sang ché

Hoa Ky s6 10/024,290 dé biét thém chi tiét.
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Qua trinh tong hop bét dau v&i phan (mg cua mot hodc nhiéu chét gay doc té
bao tao ra géc PEG hoat tinh véi chét lién két té bao, do do6 thay thé cAc este hoat tinh
dau cubi cua moi géc PEG hoat tinh béng du Iugng axit amin cua chét lién két té bao,
dé tao ra thé lién hop gy doc té bao bao gdm mot hoic nhiéu chit gdy doc té bao
duoc lién két cong hoa tri voi chét lien két té bao thong qua nhom lién két PEG.

Céc Taxan

Chét gay doc té bao duoc sir dung trong thé lién hop gay doc té bao theo sang
ché ciing c6 thé 14 taxan hodc dan xuit cua chiing.

Céc taxan 12 mot ho hop chét gom paclitaxel (taxol), chét gay doc té bao tu
nhién, va docetaxel (Taxotere), dan xuét ban tong hop, hai hop chét nay duoc st
dung rong rai trong diéu tri ung thu. Céc taxan 1a cac chét doc tinh gian phan ngin
chin sy polyme hda cia tubulin, do d6 géy chét té bao. Trong khi docetaxel va
paclitaxel 1a cac chét hitu ich trong didu tri ung thu, hoat chét khang u dugc han ché
boi doc tinh khong dic hidu dbi véi cac té bao binh thuong. Ngoai ra, cic hop chat
nhu paclitaxel va docetaxel ma tu né la khong c6 du ti¥m nang dé duoc sir dung trong
c4c thé lién hop cua cic chit lién két té bao.

Mot taxan duoc uu tién st dung trong viéc diéu ché cac thé lién hop gay doc té

bao 1a taxan c6 cdng thire (XI):

xn

Céc phuong phap tong hop taxan co thé duge str dung trong cac thé lién hop
gay doc té bao theo sang ché, cung véi cdc phuong phap dé lién hop cac taxan véi
cac chat lién két té bao chang han nhu cac khang thé duge mo ta chi tiét trong bing
séng ché Hoa Ky sb 5,416,064, 5,475,092, 6,340,701, 6,372,738 va 6,436,931, va
trong don Hoa Ky cac sb 10/024,290, 10/144,042, 10/207,814, 10/210,112 va
10/369,563.
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Céc dan xuét tomaymyxin

Chét gdy doc té bao theo sang ché ciing c6 thé 12 mot din Xuit tomaymyxin.
Céc dan xuit tomaymyxin 1a pyrolo[1,4]benzodiazepin (PBDs), 1a nhom hop chét da
biét tao ra nhimg dic tinh sinh hoc cia ching bang lién két cong héa tri véi N2 cia
guanin trong ddy ADN nhé. Cac PBD bao gdm nhiéu chat lién két c6 day nhd chang
han nhu anthramyxin, neothramyxin va DC-81.

Céc dan xuét tomaymyxin méi ¢6 tinh gy doc té bao cao va co thé dugc lién
két hiéu qua véi cac chét lién két té bao duoc md ta trong don sang ché qubc té sb
PCT/IB2007/000142 ma ham lugng cia chung dugc dé cap & day lam tai liéu tham
khao. Cac cht lién két té bao- cac phirc chét ctia dan xuit tomaymyxin cho phép do
duoc hoan toan hoat tinh gy doc té bao ciia cac dan xuét tomaymyxin duoc dp dung
trong phuong phap di duge dinh truée chéng lai cac t& bao khong mong mudn, do dé
tranh duoc cac tac dung phu do nhiing pha huy dén nhimg té bao khoe manh khong
¢6 muc dich.

Chét giy doc té bao theo sing ché bao gdm mot hoic nhiéu din xuit
tomaymyxin, dugc li€n két v6i cac chét lien két té bao, ching han nhu cac khing thé
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39 thong qua nhom lién két.
Nhom lién két 1a mot phan ctia gbe hoa chit ma duge lién két cong héa tri v6i dan
xudt tomaymyxin bang cac phuong phép thong thuong. Theo phuong 4n dugc uu
tién, gbc hoa chit c6 thé dugce lién két cong héa tri véi dan xuit tomaymyxin qua lién
két disulfua.

Céac din xuit tomaymyxin hitu ich trong séng ché c6 cong thice (XI1) dudi day:

" X-An-T-A'ri N .
Sigrauniev Il

trong do

- 1a lién lién két don tuy v;

2277 1a lién két don hodc lién két doi;
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Sao cho khi —— hién thi lién két don, U va U', giéng hoac khac, doc 1ap 1a H,
va Wva W, giéng nhau hoidc khac nhau, doc 14p duge chon tir nhém gém OH, ete
chéng han nhu -OR, este (vi du axetat), chéng han nhu -OCOR, cacbonat chfmg han
nhu -OCOOR, carbamat chfmg han nhu -OCONRR', carbamat mach vong, sao cho
N10 va C11 la mot phﬁn cua vong, ure chéng han nhu -NRCONRR', thiocarbamat
chéng han nhu -OCSNHR, thiocarbamat mach vong sao cho N10 va C11 la mot phén
cua vong, -SH, sulfua ching han nhu -SR, sulphoxit chang han nhu -SOR, sulfon
ching han nhu -SOOR, sulphonat chang han nhu -S03-, sulfonamit chang han nhu -
NRSOOR, amin ching han nhur -NRR', amin mach vong tiy ¥ sao cho N10 va C11 la
mdt phan cta vong, dan xuét hydroxylamin ching han nhu -NROR', amit ching han
nhu -NRCOR, azido ching han nhu -N3, xyano, halo, trialky! hodc triarylphosphoni,
nhom ¢6 ngudn gde tlr axit amin; t6t hon 12 W va W’ 1a giéng nhau hosc khac nhau
va la OH, Ome, Oet, NHCONH,, SMe;

va khi Z=-= hién thi mot lién két doi, U va U' khong c¢6 mit va W va W’ 1a H;

m R1, R2, R1', R2' 1a giéng nhau hodc khac nhau va doc ldp dugc chon tur
halogenua hodc alkyl tuy y duoc thé béng mot hodc nhiéu Hal, CN, NRR', CF3, OR,
aryl, Het, S(O)R, hodc R1 va R2 va R1' va R2' ciing nhau tao thanh mot nhom chura
14n luot lién két doi =B va =B'.

T6t hon 13, R1 va R2 va R1' va R2' cang nhau tao thanh mdt nhém chira lan
lugt lién két doi =B va =B'.

mBvaB'la giéng nhau hoic khac nhau va doc 1ap dugce chon tir Alkenyl duoc
thé iy y bang mot hozic nhidu Hal, CN, NRR', CF3, OR, aryl, Het, S(O)(R hogc B va
B' la m{t nguyén tir oxy.

Tét hon 13, B=B".

T6t hon nira 14, B=B'==CH, hoic =CH-CHj,

mX X'la giéng nhau hoic khac nhau va doc 1ap dugce chon tir mdt hodc nhiéu
-O-, -NR-, -(C=0)-, -S(O)q-.

Tét hon 13, X=X'.

T4t hon nita la, X=X'=0.
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= A A'la giéng nhau ho#c khac nhau va doc 1ap dugc chon tir Alkyl hodc
Alkenyl tuy y chira oxy, nito hodc nguyén tit luu huynh, mdi chit dugc thé tiy v bang
mot hodc nhiéu Hal, CN, NRR', CF;, OR, S(O)¢R, aryl, Het, Alkyl, Alkenyl.

Tét hon 13, A=A".

Tét hon nita 13, A=A'= alkyl khong duge thé mach thang.

"Y,Y'la giéng nhau hoic khac nhau va doc 1ap dugce chon tir H, OR;

Tét hon 13, Y=Y".

Tét hon niva 13, Y=Y'=OAlkyl, tot hon nita 1a OMetyl.

= T la -NR-, -O-, -S(O)y, hoic aryl c6 tir 4 dén 10 canh, xycloalkyl,
heteroxyclic hodc heteroaryl, mdi trong s6 chung dugc thé ty y bing mot hodc nhiéu
Hal, CN, NRR', CFs, R, OR, S(O)4R, vi/hoic (céc) chét lién két, hodc Alkyl mach
nhénh, duoc thé tiy y bang mot hodc nhiéu Hal, CN, NRR', CF3, OR, S(O)4R va/hoic
(cac) chét lién két, hodc alkyl mach théng duoc thé bz“mg mot hodc nhidu Hal, CN,
NRR', CF3, OR, S(O)R va/hoic (cac) chét lién két.

Tét hon, T 1a aryl ¢6 tir 4 dén 10 canh hogc heteroaryl, t6t hon nita phenyl hodc
pyridyl, dugc thé tiy y bing mot hodc nhidu nhiéu (cac) chét lién két.

Chét lién két néu trén bao gdm nhém lién két. Cac nhom lién két thich hop
dugc biét dén trong tinh trang k¥ thuét va bao gém nhém thiol, sulfua, disulfua, cac
nhém thioete, cac nhom axit khong bén, nhom nhay cam 4anh séng (photolabile),
nhom peptideza khong bén va nhém esteraza khong bén. Pugc uu tién 1a nhém
disulfua va nhom thioete.

Khi nhém lién két 1a nhom chira thiol-, sulfua (hodc con dugce goi 1a thioete -S-
) hodc disulfua (-S-S-), chudi bén mang nhom thiol, nhém sulfua hogc disulfua c6 thé
la mach théng hodc mach nhanh, thom hodc heteroxyclic. Mot ngudi ¢o6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc ¢6 thé nhéan biét dugc nhitng chudi bén thich hop.

Tét hon 13, chit lién két néu trén c6 cong thirc:

-G-D-(Z)p-S-Z'

trong dé

G 13 lién két don hodc lién két doi, -O-, -S- hodc -NR-;

54



48383 55/147

D la lién két don hoc -E-, -E-NR-, -E-NR-F-, -E-O-, -E-O-F-, -E-NR-CO-, -E-
NR-CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F, -E-S-, -E-S-F-, -E-NR-C-S-, -E-NR-CS-F-;

Trong d6 E va F 1a giéng nhau hodc khac nhau va doc 1dp dugce chon tur -
(OCH2CH2)iAlkyl(OCH2CH2)j—, -Alkyl(OCH2CH2)i-Alkyl-, -(OCH2CH2)i-, -
(OCH2CH2)iXycloalkyl(OCH2CH2)j-, (OCH2CH2)iHeteroxyclic(OCH2CH2)j-,
(OCH2CH2)iaryl(OCH2CH2)j-, -(OCH2CH2)iHeteroaryl(OCH2CH2)j-, -Alkyl-
(OCH2CH2)iAlkyl(OCH2CH2)j-, -Alkyl-(OCH2CH2)i-, -Alkyl-
(OCH2CH2)iXycloalkyl(OCH2CH2)j-, -
Alky!(OCH2CH?2)iHeteroxyclic(OCH2CH2)j-, - Alkyi-(OCH2CH2)1
aryl(OCH2CH2)j-, -Alkyl(OCH2CH2)iHeteroary(OCH2CH2)j-, Xycloalkyl-Alkyl-,
-Alkyl-Xycloalkyl-, -Heteroxyclic-Alkyl-, -Alkyl-Heteroxyclic-, -Alkyl-aryl-, -aryl-
Alkyl-, -Alkyl-Heteroaryl-, -Heteroaryl-Alkyl- mach thang hodc mach nhénh;

trong d6 i va j, gidng hét nhau hogc khac nhau 1a cac sd nguyén va doc lap
dugc chon tir 0, tir 1 dén 2000;

7 1a -Alkyl- mach thang hodc mach nhénh;

p 120 hodc 1;

7' 1a H, nhom bao vé thiol chrfmg han nhu COR, R20 hodc SR20, trong d6 R20
la H, metyl, Alkyl, dugc thé thy y Xycloalkyl, aryl, heteroaryl hodc heteroxyclic, sao
cho khi Z' 1a H, hop chét néu trén 14 twong dwong v6i hop chét trong tng dugc tao ra
bai viéc tao vong trong phan tir tao ra tir viéc bd sung nhém thiol -SH trén lién két
imin -NH= ctia géc PBD.

= n, ', giéng hodc khic nhau 1a 0 hodc 1.

®*qla0,1hoac?2.

"R, R'Ia giéng hoic khac nhau va doc 1ap dugce chon tir H, Alkyl, aryl, duoc
thé tuy y bang Hal, CN, NRR', CF3, R, OR, S(O)qR, aryl, Het;

hoac mubi dugc dung cua chung, hydrat, hoac mudi dugc hydrat héa, hodc cAu
trac tinh thé polymorphic cia nhitng hop chit nay hodc chat dong phan quang hoc
ctia chung, cic hdn hop triét quang, ddng phan khong d6i quang hoic dong phan ddi
hinh.
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Nhitng hop chét chung c¢6 cong thirc (XII) ¢6 hinh hoc va stereoisome cling la
mot phan cla sing ché.

Lién két doi N-10, C-11 cta din xuit tomaymyxin c¢6 cong thire (XII) duoc
biét dén 1 c6 thé s&n sang thay thé theo mdt dic tinh ddo nguoc véi cac san pham
cOng imin twong ng v4i sy ¢6 mit ciia nude, rugu, thiol, amin bac mot hodc bac hai,
ure va cac ai nhan khac. Quy trinh nay c6 thé thay thé va d& dang tao ra dan xuét
tomaymyxin tuong ung véi su ¢6 mit cua chét khir nudc, trong solvat hiru co khong
protic, trong chan khdng hodac ¢ nhiét do cao (Z. Tozuka, 1983, J. Antibiotics, 36:
276).

Do do, din xuét c6 thé thay dbi cua din xuét tomaymyxin c¢6 cong thire (XIIT)

ciing ¢6 thé dugc sir dung trong sang ché:

el “Q/Mm g

(i) 0

trong d6 A, X, Y, n, T, A", X', Y', n', R1, R2, R1', R2' dugc xac dinh trong cOng
thire (XII) va W, W' 14 giéng nhau hodc khéc nhau va dugc chon tir nhom gém OH,
ete chéng han nhu -OR, este (vi du axetat), chéng han nhu -OCOR, -COOR,
cacbonnat chéng han nhu -OCOOR, carbamat chéng han nhu -OCONRR', carbamat
mach vong, sao cho N10 va C11 1a mot phﬁn cua vong, ure chéng han nhu -
NRCONRR', thiocarbamat ching han nhu -OCSNHR, thiocarbamat mach vong, sao
cho N10 va C11 1a mot phéan cta vong, -SH, sulfua ching han nhu -SR, a sulphoxit
chéng han nhu -SOR, sulfon chéng han nhu - SOOR, sulphonat chéng han nhu -S03-,
sulfonamit chéng han nhu -NRSOOR, amin chéng han nhu -NRR', amin mach vong
tuy y, sao cho N10 va C11 1a mot phan ctia vong, dan xuit hydroxylamin ching han
nhu -NROR', amit chéng han nhu -NRCOR, - NRCONRR', azido chéng han nhu -
N3, xyano, a halo, trialkyl hodc triarylphosphoni, nhém c6 ngudn gbc tir axit amin.
Tét hon 13, W va W' 1a gidng nhau hodc khac nhau va 1a OH, Ome, Oet, NHCONH2,
SMe.
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Céc hop chat ¢6 cong thirc (XIIT) do d6 cling c6 thé duoc coi 1a cac solvat,
chtra nuéce khi dung mdi 1a nuéce; nhiing solvat nay co6 thé 12 dac biét hitu ich.
Theo phuong 4an dugc uu tién, dan xuét tomaymyxin theo sang ché duoc chon
tir nhém bao gom trong:
8,8'-[1,3-benzendiylbis(metylenoxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-metoxy-
1,2,3,11a- tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[5-metoxy-1,3-benzendiylbis(metylenoxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-
metoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[1,5-pentanediylbis(oxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-metoxy-1,2,3,1 1a-
tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[1,4-butanediylbis(oxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-metoxy-1,2,3,11a-
tetrahydro- 5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[3-metyl-1,5-pentanediylbis(oxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-metoxy-
1,2,3,11a- tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[2,6-pyridinediyIbis(oxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-metoxy-1,2,3,1 1a-
tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[4-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyloxy)-2,6-pyridinediyIbis-
(metylenoxy)]-bis[(S)-2-eth~(E)-yliden-7-metoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-5H-
pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[5-(3- aminopropyloxy)-1,3-benzendiylbis(metylenoxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-
yliden-7-metoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1 ,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[5-(N-metyl-3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)-1,3-benzendiylbis-
(metylenoxy)]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-metoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-5H- pyrolo[2,
1-¢][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-{5-[3-(4-metyl-4-metyldisulfanyl-pentanoylamino)propyloxy]-1,3-
benzendiylbis(metylenoxy)}-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-metoxy-1,2,3,11a-
tetrahydro-SH-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[5-axetylthiometyl-1,3-benzendiylbis(metyeneoxy)]-bis[(S)-2-metylen-7-
metoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
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bis-{2-[(S)-2-metylen-7-metoxy-5-oxo0-1,3,,11a-tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-8-yloxyl-etyl}-carbamic axit tert-butyl este
8,8'-[3-(2-axetylthioetyl)-1,5-pentanediylbis(oxy)]-bis[(S)-2-metylen-7-
metoxy-1,2,3,11 a-tetrahydro-5H-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[5-(N-4-mercapto-4,4-dimetylbutanoyl)amino-1,3-
benzendiylbis(metylenoxy)]-bis[ 7-metoxy-2-metylen-1,2,3,11a-tetrahydro-5H-
pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin- 5-on]
8,8'-[5-(N-4-metyldithio-4,4-dimetylbutanoyl)-amino-1,3-
benzendiyIbis(metylenoxy)]-bis[ 7-metoxy-2-metylen-1,2,3,11a-tetrahydro-5H-
pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[5-(N-metyl-N-(2-mercapto-2,2-dimetyletyl)amino-1,3-
benzendiyl(metylenoxy)]-bis[7-metoxy-2-metylen-1,2,3,11a-tetrahydro-5H-
pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[5-(N-metyl-N-(2-metyldithio-2,2-dimetyletyl)amino-1,3-
benzendiyl(metylenoxy)]-bis[7-metoxy-2-metylen-1,2,3,11a-tetrahy dro-5H-
pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(4-(2-(4-mercapto-4-mety!)-pentanamido-etoxy)-pyridin-2,6-dimety1)-
dioxy]-bis[(S)-2-eth~(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,1 1a-tetrahydro-pyrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(1-(2-(4-metyl-4-metyldisulfanyl)-pentanamido-etoxy )-benzen-3,5-
dimetyl)-dioxy |-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,1 1a-tetrahydro-pyrolo[2,1
-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(4-(3-(4-metyl-4-metyldisulfanyl)-pentanamido-propoxy)-pyridin-2,6-
dimetyl)-dioxy]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,1 1a-tetrahydro-
pyrolo[2,1-c][1,4] benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(4-(4-(4-metyl-4-metyldisulfanyl)-pentanamido-butoxy)-pyridin-2,6-
dimetyl)-dioxy |-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,1 1a-tetrahydro-pyrolo[2.1
-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
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8,8'-[(4-(3-[4-(4-metyl-4-metyldisulfanyl-pentanoyl)-piperazin-1-y1]-propyl)-
pyridin-2,6-dimetyl)-dioxy]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-
tetrahydro-pyrolo|2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(1-(3-[4-(4-metyl-4-metyldisulfanyl-pentanoyl)-piperazin-1-y1]-propyl)-
benzen-3,5-dimetyl)-dioxy]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-
tetrahydro-pyrolo|2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(4-(2-{2-[2-(4-metyl-4-metyldisulfanyi-pentanoylamino)-etoxy |-etoxy }-
etoxy)-pyridin-2,6-dimetyl)-dioxy |-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-
tetrahydro-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metyl-4-metyldisulfanyl-pentanoylamino)-etoxy]-
etoxy }-etoxy)-etoxy |-etoxy }-etoxy)-benzen-3,5-dimetyl)-dioxy-bis[(S)-2-eth-(E)-
yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-tetrahy dro-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(1-(2-{2-[2-(4-metyl-4-metyldisulfanyl-pentanoylamino)-etoxy |-etoxy } -
etoxy)-benzen-3,5-dimetyl1)-dioxy]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,1 1a-
tetrahydro-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(4-(2-{2-[2-(2-{2-[2~(4-metyl-4-metyldisulfanyl-pentanoylamino)-etoxy |-
etoxy }-etoxy)-etoxy |-etoxy }-etoxy)-pyridin-2,6-dimetyl)-dioxy]-bis[(S)-2-eth-(E)-
yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(1-(2-[rnetyl-(2-metyl-2-metyldisulfanyl-propyI)-amino]-etoxy)-benzen-
3,5-dimetyl)-dioxy]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-
pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(4-(3-[metyl-(4-metyl-4-metyldisulfanyl-pentanoyt-aminol-propy)-
pyridin-2,6-dimetyl)-dioxy]-bis[(S)-2-eth~(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-
tetrahydro-pyrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(4-(3-[metyl-(2-metyl-2-metyldisulfanyl-propyl)- amino]-propyl)-pyridin-
2,6-dimetyl)-dioxy]-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-
pyrolo[2,1-¢][1,4]benzodiazepin-5-on]
8,8'-[(1-(4-metyl-4-metyidisulfanyl)-pentanamido)-benzen-3,5-dimetyl)-
dioxy|-bis[(S)-2-eth-(E)-yliden-7-dimetoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-on]
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Ciing nhu cic din xudt mercapto twong Umg, hodc cac mubi dugc dung cta
chiing, hydrat, hodc mubi duoc hydrat hoa, hodc chu trac tinh thé cia polymorphic
ctia nhitmg hop chat nay hoic chét dong phan quang hoc ctia chﬁng, cac hdn hop triét
qhang, dong phan khong d6i quang hozic ddng phan ddi hinh.

Céc hop chit duge wu tién ¢6 cong thire sau:

hoac

trong d6 X, X', A, A, Y, Y', T, n, n' dugc xé4c dinh nhu trén.

Céc hop chét c6 cong thirc (XII) c6 thé duge didu ché trong nhiéu cach duoc
nhitng nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc biét dén. Cac hop chat c6 thé
duoc téng hop, ching han bang cach ap dung hodc dua vao cac phuwong phip dugc
md ta dudi ddy, hodc cac phuong phéap khac duoc ddnh gid bdi nhitng ngudi o hiéu
biét trung binh trong linh vyc. Nhimng diéu chinh va thay thé thich hop s& dugc 10
ring va biét dén hoc c6 thé dat dugc tir linh vuc k§ thudt doi v6i nhimg ngudi ¢6 ¢b
hiéu biét trung binh trong linh vuc. Pac biét, nhitng phuong phap nhu vay c6 thé
duoc tim thay trong R.C. L arock, Comprehensive Organic Transformations, Wiley-
VCH Publishers, 1999.

Cac phuong phap tong hop dan xuit tomaymyxin c6 thé duoc st dung trong
sang ché dugc mo ta trong don cong bd séng ché quéc té s6 PCT/IB2007/000142.
Nhitng hop chét theo sdng ché c6 thé dugc diéu ché bang nhiéu cich cua cc phuong
phap tong hop. Céc chit phan Gmg va chét liéu khoi ddu cé sin trén thi truong, hodc
duoc tdng hop bang nhing k§ thuat da duoc biét dén boi nhitng ngudi c¢6 hidu biét
trung binh trong linh vuc (tham khéo, vi du, WO 00/12508, WO 00/12507, WO
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2005/040170, WO 2005/085260, FR1516743, M. Mori et al., 1986, Tetrahedron, 42:
3793-38006).

Céc phén tir lién hop theo sang ché c6 thé duoc hinh thanh bing bat ky k§ thuat
da biét nao. DAn xuét tomaymyxin cla sang ché ¢ thé duoc lién két véi mot khéng
thé hodc chat lién két t& bao khac thong qua mot chét lién két axit khong bén, hodc
chit lién két nhay cam 4nh sang. Dan xuét c6 thé dong dic voi peptit ¢o trinh ty thich
hop va sau do dugc lién két v6i chét lién két t& bao dé tao ra chat lién két peptidaza
khong bén. Céc thé lién hop c6 thé dugc diéu ché dé chira nhém hydroxyl bac mot,
c6 thé duoc succinyl hoa va dugc lién két v6i chit lién két té bao dé tao ra thé lién
hop ¢o thé duoc tach ndi bao esteraza dé giai phong dAn xudt tu do. T4t hon 13, dan
xuét dugc téng hop dé chira nhom thiol dugc bao vé hodc tu do, va sau d6 mot hodc
nhidu disulfua hozic din xuét chira thiol dugc lién két cong hoa tri voi chét lién két té
bao thdng qua lién két disulfua hogc lién két thioete.

Nhiéu phuong phép lién hgp dugc huéng dan trong USP 5,416,064 va USP
5,475,092. Dan Xuét tomaymyxin co thé duoc diéu chinh dé tao ra nhém amin tu do
va sau dé duoc lién két voi khang thé hodc cht lién két té bao khic thong qua chét
lién két axit khong bén hodc chét lién két nhay cam 4nh sdng. Dan Xuét tomaymyxin
c6 nhém amin tu do hodc carboxyl ¢6 thé duoc ngung tu véi peptit va sau do duoc
lién két vai chat lién két té bao dé tao ra chat lién két peptidaza khong bén. Dan xuit
tomaymyxin ¢6 nhém hydroxyl tu do trén chit lién két c6 thé duge succinyl hoa va
duoc lién két véi chét lign két té bao dé tao ra thé lién hop c6 thé 1a duge tach boi
esteraza ndi bao dé giai phong thube tu do. T6t nhét 13, dan xuét tomaymyxin dugc
xu ly dé tao ra nhom thiol ty do hodc dugc bao v¢, va sau d6 chét nhi trung
tomaymyxin chtta disulfua hodc thiol dugc lién két voi chét lién két t& bao thong qua
cac lién két disulfua.

Tét hon 13, khang thé don dong hogc chét lién két t& bao-thé lién hop cia dan
xudt tomaymyxin 1a nhimg lién két duge két ndi théng qua lién két disulfua, nhu
duoc thao luan & trén, c6 kha nang tao ra dAn xuét tomaymyxin. Nhiing thé lién hop
lién két té bao nhu vay duoc didu ché bang cac phuong phap da biét ching han nhu

bing diéu chinh cac khang thé don dong véi succinimidyl pyridyl-dithiopropionat
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(SPDP) (C arlsson et al., 1978, Biochem. J., 173: 723-737). Nhom thiopyridyl dugc
tao ra sau d6 dugc thay thé bang cac xtt ly v6i dan xuét tomaymyxin chira thiol dé tao
ra cac thé lién hop duoc lién két disulfua. Ngoai ra, trong trudng hop dan xuét
tomaymyxin-aryldithio, sy hinh thanh cia thé lién hop lién két té bao bi anh hudng
boi sy thay thé truc tiép ctia the aryl-thiol cua din xuét tomaymyxin bang nhém
sulfhydryl da dugc dua vao cac phan tir khang thé. Céc thé lién hop chia tir 1 dén 10
dan xuét thudc tomaymyxin dugc lién két thong qua cau ndi disulfua san sang dugc
diéu ché bang phuong phap khéc.

Dic biét hon, dung dich cua the dithio-nitropyridyl dugc diéu chinh khang thé
cod n@)ng do 2,5 mg/ml trong 0,05M chit dém kali phosphat, d6 pH 7,5 chira 2 mM
EDTA dugc xu Iy véi dan xuat tomaymyxin chira thiol (1,3 mol eq./nhém
dithiopyridyl). Viéc gidi phong thio-nitropyridin tir khang thé da dugc diéu chinh
dugc giam sat phé quang hoc & 325 nm va dugc hoan tat trong khoang 16 gio. Thé
lién hop ctia dan xuét tomaymyxin-khang thé duoc tinh ché va dugc giai phong cta
thudc khong phan tng va chét lidu c6 trong lugng phén tir thdp khac bang phuong
phap loc gen thong qua Sephadex G-25 hogc Sephacryl S300. S lugng gbe dan xudt
tomaymyxin lién két trén mdi phan tir ctia khang thé c6 thé duoc x4c dinh bang cich
do ty 1én hap thu & 230 nm va 275 nm. Trung binh tir 1-10 dan xudt tomaymyxin
phan ti/phan tir cta khang thé c6 thé dugc lién két thong qua céc lién két disulfua
bang phuong phap nay.

Hiéu qua cua tinh lién hop trén 4i luc li€n két chu tric voi cac té bao biéu hién
khang nguyén co thé duge xac dinh bang cic phuong phap da duge md td bdi Liu et
a/., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 93: 8618-8623. Tinh gy doc té bao cia dan
Xuét tomaymyxin va cac thé lién hop khang thé cua ching lién két v6i cac dong té
bao ¢6 thé dugc do bang phép ngoai suy cla bidu dd tang truéng té bao nhu duge md
ta trong Goldmacher et al., 1985, J. Immunol., 135: 3648-3651. Tinh giy doc té bao
ctia nhitng hop chét nay dé lién két céc dong té bao ¢6 thé dwoc xéc dinh bang céc thi
nghiém clonogenic nhu dugc mo ta trong Goldmacher et al., 1986, J. Cell Biol., 102:
1312-1319.

62



48383 63/147

Céc dan xuét leptomyxin

Chét gay doc té bao theo sdng ché ciing c6 thé 1a din xudt leptomyxin.

Theo séng ché, "dan xuit leptomyxin " chi cic canh cta ho leptomyxin duoc
xé4c dinh trong Kalesse et al. (2002, Synthesis 8: 981-1003), va bao gdm: leptomyxin,
chang han nhu leptomyxin A va leptomyxin B, callystatin, ratjadon ching han nhu
ratjadon A va ratjadon B, anguinomyxin chéng han nhu anguinomyxin A, B, C, D,
kasusamyxin, leptolstatin, leptofuranin, chéng han nhu leptofuranin A, B, C, D. Dan
xuét cua leptomyxin A va B duoc uu tién.

Dic biét hon 13, dan xuét theo sang ché ¢6 cong thirc (I):

H O
Q Rg :
(D

trong do
Ra va Ra' 1a H hoic -Alk; tt hon Ra 1a -Alk, t6t hon 12 metyl va Ra' 1a H;
R17 13 alkyl duoc thé tiy y boi OR, CN, NRR', perfloalkyl; tot hon 13, R17 la

alkyl, t6t hon nita 1a metyl hodc etyl;

R9 13 alkyl duge thé ty ¥ boi OR, CN, NRR', perfloalkyl; t6t hon I3, R9 1a
alkyl, tt hon nita [a metyl;

X 14 -O- hodc -NR-; t6t hon 13, X 1 -NR-;

Y 14 -U-, -NR-U-, -O-U-, -NR-CO-U-, -U-NR-CO-, -U-CO-, -CO-U-;

t6t hon 1, khi X 14 -O-, Y 1a -U-, -NR-U-, -U-NR-CO-;

trong d6 U duge chon tir -Alk-, -Alk(OCH>CH2)m-, -(OCH,CHy)m-Alk-, -
AlK(OCH,CHy)p-Alk-, ~(OCH,CHj)n-, -Xycloalkyl-, -Heteroxyclic-, -Xycloalkyl-
Alk-, -Alk-Xycloalkyl-, -Heteroxyclic-Alk-, -Alk-Heteroxyclic- mach thang hoic
mach nhanh;

trong do m 1a sd nguyén duge chon tur 1 dén 2000;

tot hon 13, U 13 -Alk- mach théng hodc mach nhéanh,

7 1a -Alk-;
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n la 0 hoac 1; tdt hon n 13 0;
T 1a H, nhém bao vé thiol chéng han nhu Ac, Ry hoac SRy, trong d6 Ry 1a H,
metyl, Alk, Xycloalkyl, dugc thé tuy y aryl hodc heteroxyclic, hodc T 1a

OH O

trong do:

Ra, Ra', R17,R9, X, Y, Z, n nhu dugc x4c dinh & trén;

t6t hon 14, T 1a H hodc SR, trong d6 R, 1a Alk, t6t hon nita la metyl;

R, R' giéng nhau hosc khac nhau 12 H hoac alkyl;

Alk 12 alkyl mach thing hodc mach nhanh; tot hon Alk 1a (-(CHa,q (CHz)g)p-
trong do6 p 1a s6 nguyén tir 1 dén 10; va q 12 sd nguyén tir 0 dén 2; t6t hon 13, Alk 12 -
(CHy)- ou -C(CH3)»-.

hodc mudi dugc dung cua ching, hydrat, hodc mudi dugc hydrat hoa, hodc cAu
trac tinh thé polymorphic cua nhitng hop chit nay hodc chit déng phan quang hoc
ctia chung, cac hdn hop triét quang, ddng phan khong ddi quang hozc ddng phan ddi
hinh.

Cac hop chit duogc uu tién c6 thé duoc chon tur:

(2-Metyisulfanyl-etyl)-amit cua axit (2E,10E,12E,16Z,18E)~(R)-6-Hydroxy-
3,5,7,9,11,15,17-heptametyl-19-((2S,3 S)-3-metyl-6-0x0-3,6-dihydro-2H-pyran-2-yl)-
8- oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoic

Bis-[(2-mercaptoetyl)-amit ctia axit (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hydroxy-
3,5,7,9,11,15,17-heptametyl-19-((2S,3S)-3-metyl-6-0x0-3 ,6-dihydro-2H-pyran-2-yl)-
8-oxo-nonadeca- 2,10,12,16,18-pentaenoic]

(2-mercapto-etyl)-amit  cua  axit  (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hydroxy-
3,5,7,9,11,15,17-heptametyl-19-((2S,3S)-3-metyl-6-ox0-3,6-dihy dro-2H-pyran-2-y1)-

8-oxo-nonadeca- 2,10,12,16,18-pentaenoic
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(2-metyldisulfanyl~etyl)-amit cia axit (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hydroxy-
3,5,7,9,11,15,17-heptametyl-19-((2S,3S)-3-metyl-6-ox0-3,6-dihy dro-2H-pyran-2-yl)-
8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoic

(2-metyl-2-metyldisulfanyl-propyl)-amit cta axit (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-
6-hydroxy-3,5,7,9,11,15,17-heptametyl-19-((2S,3 S)-3-metyl-6-0x0-3,6-dihydro-2H-
pyran-2-y1)-8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoic

(2-mercapto-2-metyl-propyl)-amit cua axit (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-
hydroxy-  3,5,7,9,11,15,17-heptametyl-19-((2S,3S)-3-metyl-6-0x0-3,6-dihydro-2H-
pyran-2-yl)- 8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoic

Hoac mubi duoc dung cua ching, cac hydrat, hodc mudi duoc hydrat hoa, hodc
chu trac tinh thé polymorphic ctia nhitng hgp chit nay hodc chit dong phan quang
hoc cua chung, cac hdn hop triét quang, dong phan khong ddi quang hozc déng phan
dbi hinh.

Pé lien két din xudt dén chit lien két t& bao, din xuit phai bao gdm gbc (nhém
lién két) cho phép cac dan xut duoc lién két v6i chét lién két té bao thong qua mot
lien két chéng han nhu lién két disulfua, lién két sulfua (hodc & day dugc goi la
thioete), nhom axit khong bén, nhém nhay cam 4anh sang khong bén, nhém peptidaza
khong bén, hoic nhém esteraza khong bén. DAn xuét duge didu ché dé chung chia
gbc can thiét dé lien két dan xudt leptomyxin voi chét lién két té bao thong qua, vi dy,
lién két disulfua, lién két thioete, nhom axit khong bén, nhoém nhay cam 4anh séng
khong bén, nhém peptidaza khong bén, hoic nhom esteraza khong bén. Pé tang thém
tinh hoa tan trong dung dich nu6c, nhom lién két c6 thé chira chit dém polyetylen
glycol. Tét hon 13, lién két sulfua hoic disulfua duoc st dung bdi viéc gidm dugc moi
truong cua té bao dich tao ra viéc tach sulfua hodc disulfua va giai phong cac dan
xudt ¢6 tinh gy doc té bao dugc lién két tang.

Céc hop chét clia sang ché c6 thé duoc diéu ché bang nhidu cach tong hop khéac
nhau. Chét phan tmg va cht lidu khéi dau 1a c6 ban sin trén thi truong, hodc duge
tdng hop boi cac k§ thuat da biét bdi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§
thuat. cac phuong phap tong hop 4172 61 dan xuét leptomycin c6 thé dugc sir dung

trong lién két gay doc té bao cua sang ché, cing véi cac phuong phép lién két néu
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trén dan xuét leptomyxin v6i tac nhan lién két té bao ching han nhu cac khéng thé,
duoc mo ta chi tiét trong don sang ché chau Au s6 06290948.6, ham lugng cua chung

duoc dua vao day dé tham khéo.

Céc chét tuong ty CC-1065

Chét gy doc té bao duoc sit dung trong thé lién hop gy doc té bao theo sang
ché ciing ¢6 thé 1a CC-1065 hodc dan xuét cia chiing.

CC-1065 1a khang thé khang u tiém ning dugc phan 1ap tr viéc nudi chy
Streptomyces zelensis. CC-1065 1a khoang 1000-fold nhiéu tiém nang in vitro hon 1a
dugce sir dung lam thudc chdng ung thu thong thuong, ching han nhu doxorubicin,
methotrexat va vincristin (B.K. Bhuyan et al., 1982, Cancer Res., 42, 3532-3537).
CC-1065 va cac chit twong tu cia ching dugc md ta trong bing sang ché Hoa Ky 5O
6,372,738, 6,340,701, 5,846,545 va 5,585,499.

Tiém ning gy doc t& bao ctia CC-1065 duoc két hop véi hoat tinh alkyl hoa
cua no va hoat tinh lién két ADN cua né hodc hoat tinh dan xen ADN cua né. Hai
hoat tinh nay cé vi tri ¢ hai phan khac nhau trong phén tir. Do d6, hoat tinh alkyl hoa
dugc chira trong don vi xyclopropapyroloindol (CPI) va hoat tinh lién két ADN nam
trong hai don vi pyroloindol nhé hon.

Mic du CC-1065 ¢6 ddc tinh thu hat nhét dinh la cht gay doc té bao, no ciing
¢6 nhitng han ché trong viéc st dung dé diéu tri bénh. Viéc ap dung ctia CC-1065 vao
chuot gay ra tinh gdy doc gan bi lam cham dan dén chét & ngay thit 50 sau khi tiém
vao noi bao véi lidu 12,5 pg/kg (V. L. Reynolds et al., 1986, J. Antibiotics, XXIX:
319-334). Diéu nay tao ra cac nd luc dé phét trién cac chit twong tu ma khong gay ra
doc tinh cham, va viéc tdng hop céc chét tuong tu don gian theo CC-1065 da dugc
md ta (M.A. W arpehoski et al., 1988, J. Med. Chem., 31: 590-603).

Trong nhiéu chit twong tu khac, gbc CPI  duogc th8 boi  gbc
xyclopropabenzindol (CBI) (D.L. Boger et al., 1990, J. Org. Chem., 55: 5823-5833;
D.L. Boger et al., 1991, BioOrg. Med. Chem. Lett., 1: 115-120). Nhitng hop chét nay
duy tri tiém nang trin vitro cao cla thubc gdc, ma khong gay ra doc tinh cham &

chudt. Tuong tu nhu CC- 1065, nhitng hop chét nay 14 cac chét alkyl hoa lién két voi
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lugng nhd ADN trong déc tinh cong hoa tri dé gay chét té bao. Tuy nhién, viéc danh
gia hi€u qua diéu tri cua cua céc chit tuong tu c6 trién vong, Adozelesin va
Carzelesin, dd dan dén nhiing két qua khong tdt (B.F. Foster et al, 1996,
Investigational New Drugs, 13: 321-326; 1. Wolff et ah, 1996, Clin. Cancer Res., 2:
1717-1723). Nhing thudc nay c¢6 hiéu qua diéu tri kém do doc tinh dén hé thdng cua
chung.

Hiéu qua diéu tri clia cac chét twong tw CC-1065 ¢c6 thé dugc cai thién tot béng
cach thay déi sy phan bd in vitro thong qua viéc truyén dén vi tri u myc tiéu, tao ra
ddc tinh thép vG1 cac mo khong mong mudn, va do dé, ddc tinh ciia hé théng th'ép. pé
dat dugc muyc tiéu nay, cic thé lién hop cia nhitng chét trong ty nay va dan Xudt cua
CC-1065 v&i cac chat lien két té bao ma dic biét 1a céac té bao u dich dugc md ta
trong (bing sang ché Hoa Ky; 5,475,092; 5,585,499; 5,846,545). Nhimng thé lién hop
ndy dac biét thé hién tinh gay doc té bao cao in vitro, va hoat tinh khang u khic ¢ u &
ngudi dang xenograft & chudt (R. V. J. Ch ari et al., 1995, Cancer Res., 55: 4079-
4084).

Gan day, cac tién duoc chét ctia cac chit tuong tu CC-1065 c¢6 d) hoa tan tdng
trong moi trudng nudc duoc mo ta (don sang ché chau Au s 06290379.4). Trong
nhiing tién dugc chét nay, nhom phenol cia phan alkyl hoa ctia phén tir dugc bao vé
bang chirc ning 1am cho thudc 6n dinh khi bao quén trong dung dich nu6c cé tinh
axit, va tang do hoa tan trong nuéc voi thudc so v6i chit tuong tw khong duge bao vé.
Nhém duge bao vé duge tach in vitro ¢ do pH thudc sinh ly hoc dé tao ra thudc ¢6
hoat tinh twong Gng. Trong nhimg tién duge chit duge mo ta trong EP 06290379 .4,
chét thé phenol dugc bao vé nhu axit sulfonic chira phenyl carbamat ch(ra dién tich
¢6 do pH thudc sinh 1y hoc, va do d6 c6 do hoa tan trong nude duge nang cao. pé
tang do hoa tan trong nudc, chét dém polyetylen glycol tiry chon c6 thé dugc dua vao
chéit lién két gitta don vi indolyl nho va lién két ¢6 thé tach dugc chang han nhu
nhom disulfua. Viéc ap dung chat dém nay khong lam thay ddi tiém ning ctia thude.

Céc phuong phap tong hop céc chit tuong ty CC-1065 ¢6 thé duge st dung
trong cac thé lién hop gdy doc té bao clia sang ché, ciing voi cac phuong phap dé lién

- hop céc chét tuong tu vao cht lién két té bao chang han nhu céc khang thé, dugc mod
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ta chi tiét trong EP 06290379.4 (ham lugng cua ching duoc dua vao day dé tham
khao) va bing sang ché Hoa Ky s6 5,475,092, 5,846,545, 5,585,499, 6,534,660 va
6,586,618 va trong don dang ky sang ché Hoa Ky s6 10/116,053 va 10/265,452.

Cac thude khac

Céac thube chéng han nhu methotrexate, daunorubicin, doxorubicin, vincristine,
vinblastine, melphalan, mitomycin C, chlorambucil, calicheamicin, tubulysin va cac
chat tuong ty tubulysin, duocarmycin va céc chét tuong tu duocarmycin, dolastatin
va cac chat tuong tu dolastatin 13 cing phu hop dé diéu ché thé lién hop cla sang ché.
Céc phan tr thudc ciing ¢6 thé duoc lién két voi cac phan tir khang thé théng qua mot
phan t chit mang trung gian chang han nhu huyét thanh albumin. Céac hop chét
Doxarubicin va Danorubicin, nhu dugc md ta, vi du, trong Tap chi Hoa Ky sb

09/740991, ciing c6 thé 1a nhiing chit gay doc té bao hitu ich.

Ché pham tri ligu

Sang ché ciing dé cap dén ché pham tri liéu dung dé didu tri chung rdi loan
chtrc nang tang sinh hodc bénh viém nhi®m hoic bénh ty mién dich & dong vat c6 vu
bao gom lwong hop chét hitu hiéu trong viéc diéu tri cta hop chit theo sang ché va
mot chat mang duge dung.

Theo mot phuong an, dugc phém néu trén la dé diéu tri bénh ung thu, bao gém
(nhung khong gidi han 6): ung thu biéu md, bao gdm cia bang quang, vu, rudt két,
théan, gan, phéi, buéng tring, tuy, da day, cd tur cung, tuyén giap, va da; bao gém té
bao ung thu biéu md; té bao khéi u sinh huyét cia dong lympho, bao gdm bénh bach
cAu, bénh bach cau lympho cép tinh, bénh bach cau nguyén bao lympho cép tinh, u
lympho té bao B, u lympho té bao T, u lympho Burkitt; cac khéi u sinh huyét cua
dong tay, bao gdm bénh bach cAu dong tiy cdp tinh va mén tinh va bénh bach cau
promyeloxytic; cac khéi u cia gbe mo gitra, bao gbém sarcoma md mém va sarcoma
co van; cac khdi u khéc, bao gém khdi u sic t8, khdi u tinh, tetratocarcinoma, u
nguyén bao than kinh va u than kinh dém; cac khéi u ciia hé than kinh trung wong va

hé than kinh ngoai bién, bao gém u bao hinh sao, u nguyén bao than kinh, u than kinh
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dém, va cac khéi u day than kinh ving cd; cac khdi u cia gbec md giita, bao gdm
sarcoma md mém, sarcoma co van, va sarcoma Xuong; va cac khdi u khac, bao gém u
sic td, xeroderma pigmentosum, keratoactanthoma, u tinh, bénh kho da sic td, u qué
san sung, u tinh, ung thu thé nang va teratocarcinoma, va cac bénh ung thu khac chua
duoc xac dinh trong d6 CD38 dugc biéu hién phén 16n. Theo phuong 4n dugc uu
tién, duoc pham theo sing ché duge sir dung dé didu tri bénh ung thu ching han nhu
u lympho khong phai Hodgkin, u lympho Hodgkin, bénh bach cdu té bao toc, da u
tuy, bénh bach cAu thé lympho man tinh, bénh bach clu dong tiy man tinh, bénh bach
cAu dong tay cép tinh, hodc bénh bach cau thé lympho cép tinh, trong d6 CD38 dugc
bidu hién, va céc bénh ung thu khac chua dugc x4c dinh trong d6 CD38 duge bicu
hién chi yéu. Theo phuwong 4n khac, duoc phim theo sang ché ¢6 thé dugc sir dung
dé didu tri cdc bénh ty mién dich ching han nhu bénh lupus ban dé toan than, bénh
viém khép dang thép, bénh da xo cung, bénh Crohn's, viém loét dai trang, viém da
day, viém tuyén giap Hashimoto, viém cot sbéng dinh khép, viém mach globulin lanh
trong mau lién quan dén viém gan C, viém ndo khu trd mén tinh, béng rop dang
pemphigus, bénh méau khé dong A, viém cau than ting sinh mang, hdi chimg Sjogren,
viém da co & tré vi thanh nién va ngudi 16n, viém da co ¢ nguoi 16n, may day méan
tinh, viém so gan 6ng mat, ban xuét huyét giam tiéu cau tu phat, viém day than kinh
tuy, bénh loan ndng tuyén giap dang Grave, bong rop dang pemphigus, viém cau than
tdng sinh mang, hoi chimg Churg-Strauss, va bénh hen suyén. Theo phuong 4n khac,
duoc phém néu trén dé cap dén su rdi loan khac chéng han nhu, vi duy, thai ghép,
ching han nhu thai ghép than, thai ghép gan, thai ghép phdi, thai ghép tim, va thai
ghép tiy xuong; bénh khang lai mo chy ghép; bénh lay nhiém do virut, chang han
nhu bénh truyén nhidm mV, bénh truyén nhiém HIV, AIDS, v.v.; va bénh ky sinh
trung, chang han nhu bénh nhi®m khuén giardias, bénh ly do amip gy nén, bénh san
mang, va cac bénh khac nhu duoc xac dinh boi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc k§ thuat.

Sang ché dé cap dén duoc pham bao gom:

a) lugng khang thé hiéu qua, doan khang thé hodc thé lién hop khang thé theo

sang ché, va;
69



48383 70/147

b) chét mang dugc dung ma co thé tro hodc hoat tinh sinh 1y hoc.

Nhu dugc st dung ¢ day, "chit mang dugc dung" bao gom bét ky va toan bd
cac dung moi, mdi truong phén tdn, vo boc, cac chit khang khudn va chéng nam, va
chét tuong tu thich hep vé mit sinh ly hoc. Cac vi du cua chét mang thich hop, cac
chat hoa tan va/hodc ta duge bao gém mot hodc nhiéu nudc, mudi, phosphat cua
mubdi duogc lam chit dém, dextroza, glyxerin, etanol, va chét tuong tu, cling nhu sy
két hop cua ching. Trong nhiéu truong hop, sé& duge uu tién dén bao gdm cac chat
bao toan thir tu (isotonic), chéng han nhu duong, ruou da chuc, hodc natriclorua
trong ché pham. Dic biét, dé cap dén cac vi du cla chit mang thich hgp bao gom: (1)
phosphat cua mudi dugc 1am chét dém ctia Dulbecco, do pH ~ 7,4, chira hodc khong
chira khoang tir 1 mg/ml dén 25 mg/ml huyét thanh albumin & ngudi, (2) 0,9% mudi
(0,9% trong lugng/thé tich Natriclorua (NaCl)), va (3) 5% (trong lwong/thé tich)
dextroza; va ciing c6 thé chira chét chong oxi hoa chang han nhu tryptamin va chét on
dinh chéng han nhu Tween 20.

Céc ché pham & day ciing c6 thé chira chét tri liéu khac, 1a can thiét cho viéc
diéu tri chirng roi loan dac biét. T4t hon 13, khang thé, doan khang thé hoic thé lién
hop khang thé theo sang ché, va hop chét hoat tinh bd sung s& c¢6 cac hoat tinh bd
sung, ma khong anh hudng xAu dén chit khac. Theo phuong 4n dugc uu tién, chét tri
lieu khéc 1a mot chit dbi van cua yéu td sinh trudéng bidu bi (EGF), yéu td sinh truéng
nguyén bao s¢i (FGF), yéu td sinh truéng té bao gan (HGF), yéu t6 md (TF), protein
C, protein S, yéu tb sinh truong cb ngudn gbe tir tiéu cau (PDGF), heregulin, protein
kich thich dai thue bao (MSP) hodic yéu t6 tang truéng noi md tim (VEGF), hotic chét
di van cua thy thé ddi véi yéu t6 sinh trudéng bidu bi (EGF), yéu tb sinh trudng
nguyén bao s¢i (FGF), yéu t6 sinh truéng té bao gan (HGF), yéu t6 mo (TF), protein
C, protein S, yéu t6 sinh trudng co ngudn gbc tir tiéu cau (PDGF), heregulin, protein
kich thich dai thuc bao (MSP), hoac yéu td ting trudng ndi md tim (VEGF), bao gdm
thu thé HER2, thy thé HER3, ¢-MET, va thu thé tyrosin kinaza khac. Theo phuong 4n
duoc wu tién, chét tri liéu khéc 1a mot chét huéng dén cac cum khéng nguyén biét hoa
(CD), bao gdbm CD3, CD14, CD19, CD20, CD22, CD25, CD28, CD30, CD33, CD36,

CD40, CD44, CD52, CD55, CD59, CD56, CD70, CD79, CD80, CD103, CD134,
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CD137, CD138, va CD152. Theo phuong 4n dugc uu tién, chét tri lidu khac 1a chét
tri liéu hoa hoc hodc diéu bién mién dich.

Ché phém theo sang ché co thé ¢o rat nhiéu dang. Nhitng dang ndy bao gdm vi
du dang lidu lugng 16ng, ban rin, va ran, tuy nhién dang dugc uu tién phu thude vao
cach phuong phap didu tri du kién va ung dung tri liéu. Ché pham duoc dic biét wu
tién 1a c6 dang dung dich ¢o thé pha dugc hodc ¢o6 thé tiém dugc. Phuong phap 4p
dung duogc uu tién 12 ngoai duong tiéu hda (vi du trong tinh mach, trong co, trong
mang bung, dudi da). Theo phuong 4n duge uu tién, ché pham theo séng ché dugc ap
dung trong tinh mach nhu vién thudc hodc bang cach hoa tan lién tuc qua thoi gian.
Theo phuong an dugc uu tién khac, ching dugc tiém bép, duéi da, trong khép, trong
bao hoat dich, trong miéng, phuc mac, thai ghép, hodc cac tuyén perilesional, dé ap
dung tai chd ciing nhu cac hiéu qua tri liéu hé théng.

Ché pham vo tring dé ap dung ngoai dudng tiéu hoa co thé dugc diéu ché bing
cach dua khang thé, doan khang thé hoic thé lién hop khang thé theo sang ché voi
luong yéu cau vao trong dung mdi phu hop, tiép theo 1a qué trinh khir trung bing
cach vi loc. La dung moi hodc ta duoc long, co thé sur dung nudc, mudbi, phosphat cua
mudi nén, dextroraza, glyxerin, etanol, va chét tuong tu, cling nhu sy két hop cua
chung. Trong nhiéu trudng hop, s& dugc uu dén bao gdm céc chit dang truong, chang
han nhu duong, rugu da chirc, hodc Natri clorua trong ché phém. Céac ché phém nay
cling ¢O thé chtra cac chit bd tro, dic biét 1a cac chét 1am 4m, d@)ng vi hoa, nhil tuong
"hoa, cac chit phan tdn va 6n dinh. Ché pham vo tring dé 4p dung ngoai dudng tiéu
hoa cling ¢6 thé dugc didu ché duéi dang cua céac ché phim vo trung rin c6 thé hoa
tan tai thoi diém st dung trong viéc vo tring nuéc hodc bét ky dung dich v6 trang c6
thé tiém duoc nao khac.

Khang thé, doan khéng thé hodc thé lién hop khéng thé theo sang ché cling c6
thé duogc ap dung bing duong miéng. Cac ché pham dang rdn dé ap dung qua dudng
mién 14 cac vién nén, vién thudc, bdt (vién con nhdng, tii) hodc hat nhé c6 thé duoc
su dung. Trong céc ché pham nay, cdc thanh phan hoat tinh theo sang ché dugc tron
v61 mot hodc nhiéu chét hoa tan tro, chéng han nhu tinh bdt, xenluloza, sucroza,

lactoza hoic silic dioxit, dudi diéu kién dong agon. Cac ché phém nay cling co thé
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bao gém cac hogp chét ngoai cic chét hoa tan, vi du mot hoic nhiéu dau tron chéng
han nhu magie stearat hoac da tan, chét tao mau, chat boc (vién thudc dugc boc béng
duong) hodc men.

Céac ché phém dang long dé ap dung qua dudong miéng, co thé 1a dung dich
duoc dung, chét hdi luu, nhil twong, xird va cdn ngot chura chét hoa tan tro ch’fmg han
nhu nudc, etanol, glyxerin, dau thuc vat hodc dau hoa duoc st dung. Cac ché phém
ndy c6 thé bao gdm cac hop chét khac ngoai nhitng chét hoa tan, vi du chit lam am,
chét 1am ngot, cht 1am day, chét tao huong hodc cac chit 1am dn dinh

Céc liéu lugng phu thudc vao hiéu qua mong mudn, trong sudt thoi gian didu
tri va duong ding; nodi chung céac lidu lugng ndy nim trong khoang tir Smg dén
1000mg mdi ngay dung theo duong ubng ddi véi nguoi trudng thanh véi cac lidu
lugng don vi nim trong khoang tir 1mg dén 250mg hoat chét. N6i chung, bic si s&
x4c dinh 1iéu thich hgp phu thudc vao tudi, cn niang va cac yéu t cu thé bat ky khac

cho dbi tuong dugc diéu tri.

Phuong phap diéu tri duge st dung

Theo phuong an khic, sang ché dé cap dén phuong phap lam chét té bao
CD38" bang cach cho bénh nhan c6 nhu ciu diéu tri st dung khang thé ma lién két
véi CD38 néu trén va ¢6 kha ning lam chét té bao CD38" néu trén bang co ché gay
chét té bao theo chuong trinh, ADCC, va/hodic CDC. Dang bét ky clia céc khang the,
cac doan khéang thé, hodc cac thé lién hop gy doc té bao theo sang ché, co thé duoc
sir dung dé diéu tri. Theo cach do, sang ché gdm viéc st dung cac khang thé don
dong khang CD38, cac doan, hodc cac thé lién hop gy doc té bao cta cac khang thé
nay 1am thudc tri bénh.

Theo phuong 4n dugc uu tién, cac khang thé, cac doan khang thé, hodc cac thé
lien hop gay doc té bao theo sang ché duge st dung dé diéu tri réi loan chirc ning
ting sinh hodc bénh viém hodc bénh tu mién & dong vat c6 vi. Trong phuong 4n
dugce uu tién khac, mot trong sb cac duoc phém dugce bdc 16 & trén, va cac duge phém
ndy chira khang thé, doan khang thé, hodc thé lién hop gay doc té bao theo sang ché,

dugc st dung dé diéu tri rdi loan chic ning ting sinh & dong vét c6 vi. Theo mot
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phuong 4n, bénh rdi loan ndy 1a bénh ung thu. Cu thé 13, bénh ung thu nay 1a bénh
ung thu di can.

Do d6, cac dugce phém theo sang ché 1a hivu ich trong viéc diéu tri hodc ngin
ngtra lugng 16n cac bénh ung thu, bao gom (nhung khong giéi han) nhitng bénh sau:
ung thu biéu bi, gém cac bénh ung thu bang quang, nguc, dai trang, than, gan, phéi,
buéng tring, tuyén tuy, da day, cd, tuyén giap va da; gém té bao ung thu biéu md; té
bao khdi u sinh huyét ctia dong lympho, gom bénh bach cdu, bénh bach cau lympho
cAp tinh, bénh bach cdu nguyén bao lympho cp tinh, u lympho té bao B, u lympho té
bao T, u lympho Burkitt; cac khdi u sinh huyét ctia dong tuy, gdm céc bénh bach ciu
dong tiy cip tinh va man tinh va bénh bach cdu promyeloxytic; cac khéi u cia gde
mo gifta, g@)m sarcoma mod mém va sarcoma co van; va cac khoi u khac, gém u sic to,
khdi u tinh, tetratocarcinoma, u nguyén bao than kinh va u than kinh dém; céc khéi u
thudc hé than kinh trung uong va hé thin kinh ngoai bién, gdbm u bao hinh sao, u
nguyén bao than kinh, u than kinh dém, va cic khéi u day than kinh ving cd; cac
khéi u thude gbc mo gitta, gém sarcoma md mém, sarcoma co vAn, vd sarcoma
Xuong; va cac khdi u khac, gém u sic td, bénh kho da sic td, u qua san sung, u tinh,
ung thu thé nang va teratocarcinoma, va cac bénh ung thu khac da dugc xac dinh 1a
trong d6 CD38 dugc biéu hién. Tt hon 14, réi loan 1a NHL, BL, MM, B-CLL, ALL,
TCL, AML, HCL, HL, hoac CML, trong d6 CD38 duoc biéu hién, va cic bénh ung
thu khac da duoc xac dinh trong d6 CD38 la dugc biéu hién manh hon. Theo phuong
an khac, duoc phém theo sang ché ¢6 thé duoc st dung dé diéu tri cac bénh ty mién,
chéng han nhu bénh lupus ban do6 toan than, bénh viém khép dang thép, bénh da xo
ctmg, bénh Crohn's, viém loét dai trang, viém da day, viém tuyén giap Hashimoto,
viém cot séng dinh khép, viém mach globulin lanh trong méu li€n quan dén viém gan
C, viém ndo khu tri mén tinh, bong rdp dang pemphigus, bénh méau kho dong A,
viém cAu thén tang sinh mang, hoi chimg Sjogren, viém da co & tré¢ vi thanh nién va
ngudi 16m, viém da co & ngudi 1on, may day man tinh, viém so gan 6ng mat, ban Xuét
huyét giam tiéu cdu ty phat, viém day than kinh tiy, bénh loan ning tuyén giap dang
Grave, bong rdp dang pemphigus, viém cau than ting sinh mang, hdi ching Churg-

Strauss, va bénh hen suyén. Theo phuong an khac, duoc phém néu trén duoc dé cap
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dén dé didu tri cac réi loan khac nhu 13, vi du nhu, thai ghép, ching han nhu thai ghép
than, thai ghép gan, thai ghép phoi, thai ghép tim, va thai ghép tiy xuong; bénh
khang lai mo cdy ghép; bénh l1ay nhidm do virut, chang han nhu bénh truyén nhiém
mV, bénh truyén nhiém HIV, AIDS, v.v.; va bénh ky sinh tring, chang han nhu bénh
nhiém khuan giardias, bénh ly do amip gy nén, bénh sdn méang, va cdc bénh khac
nhu duoc x4c dinh bdi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyuc k¥ thuat.

Tuong tu, sang ché d& xuat phuong phap trc ché sy tang trudng cic quéan thé té
bao duoc chon gém céc té bao dich, hodc md chira cdc té bao dich, voi luong khang
thé, doan khéang thé hodc thé lién hop khing thé hiru hiéu cia sang ché, hoic khang
thé, doan khéang thé hoic chit ¢6 tac dung chita bénh gdm thé lién hop gy doc té
bao, hodc don 1¢é hoéc két hop v6i cic chét gay doc té bao hoic chét tri lidu khac.
Theo phuong an dugc uu ti€n, chét tri liéu khac 1a mot chit d6i van cua yéu t6 sinh
truéng biéu bi (EGF), yéu t6 sinh trudng nguyén bao soi (FGF), yéu t6 sinh trudng té
bao gan (HGF), yéu t6 md (TF), protein C, protein S, yéu t6 sinh trudng c6 ngudn
gbe tir tiéu cau (PDGF), heregulin, protein kich thich dai thuc bao (MSP) hodc yéu tb
tang trudng ndi mo tim (VEGF), hodc chit ddi van cia thu thé d6i véi yéu td sinh
trudng biéu bi (EGF), yéu t6 sinh truéng nguyén bao soi (FGF), yéu t6 sinh truéng té
bao gan (HGF), yéu t6 md (TF), protein C, protein S, yéu t6 sinh truéng c6 ngudn
géc tir tiéu cau (PDGF), heregulin, protein kich thich dai thuc bao (MSP), hodc yéu tb
ting trudng ndi mo tim (VEGEF), bao gbm thu thé HER?2, thy thé HER3, ¢-MET, va
thu thé tyrosin kinaza khic. Theo phuong 4n dugc uu tién, chat tri liéu khac 1a mot
chét hudng dén cac cum khang nguyén biét hoa (CD), bao gém CD3, CD14, CD19,
CD20, CD22, CD25, CD28, CD30, CD33, CD36, CD40, CD44, CD52, CDS5, CD59,
CD56, CD70, CD79, CD80, CD103, CD134, CD137, CD138, va CD152. Theo
phuong an duge u tién, chét trj liéu khac la chit tri li¢u héa hoc hogc diéu bién mién
dich.

Phuong phép trc ché su phét trién cla cac quén thé té bao dugc chon loc co thé
duoc thuc hién trong diéu kién in vitro, in vivo, hodc ex vivo. Nhu duoc sir dung &

day, "rc ché su phét trién" c6 nghfa la lam cham sy phat trién cia té bao, lam giam
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kha nang ton tai cta té bao, dan dén lam chét t& bao, phan giai té bao va gdm viéc
lam chét té bao, hoic trong thoi gian ngin hoic trong thoi gian kéo dai.

Céc vi du str dung trong diéu kién in vitro gdm cac phuong phap diéu tri ching
tu ryng cua tiy xuong trude khi manh ghép clia ching x4m nhép vao bénh nhan dé
diét bénh hodc céc té bao 4c tinh; viéc diéu tri cho tiy xuong trudc khi thyc hién
ghép co quan dé tiéu diét hiéu qua cac té bao T va ngin nglra bénh chéng chu do
truyén mau (GVHD); viéc diéu tri nudi céy té bao dé tiéu diét toan bd cac té bao trur
khi céac bién thé duoc mong doi ma khong biéu hién khang nguyén dich; hodc dé tieu
diét cAc bién thé ma biéu hién khang nguyén khong dugc mong mudn.

Cac diéu kién khong 1dm sang in vitro s dung dé dang duoc xac dinh bai
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thudt.

Céc vi dy 1am sang ex vivo st dung dé loai bo céc té bao khéi u hodc cac té
bao lympho tir tiy xuwong trude khi ghép tu thén trong didu tri ung thu hodc trong
didu tri cac bénh tu mién, hodc dé loai bo cac té bao T va céc té bao lympho khac tir
su tu rung hodc nguén tiy xuong hodc mo trude khi céy ghép dé ngan ngua bénh
chéng chui do truyén mau (GVHD). Viée diéu tri ¢6 thé duge thuc hign nhu sau. Tay
xuong dugc thu tr bénh nhan hodc ca thé khac va sau d6 duge u trong mdi trudng
chtra huyét thanh dé méi truong do duge bd sung chat gay doc té bao theo sang ché.
Nong do nim trong khoang tir khoang 10pM dén 1pM, trong thoi gian khoang tir 30
phut dén khoang 48 gid & nhiét do khoang 37°C. Céc diéu kién chinh xac vé nong do
va thoi gian u, tuc 1a, lidu lugng, dé dang dugc xac dinh béi ngudi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc k§ thudt nay. Sau khi u, cac té bao tuy xuong dugc rira bing moi
truong chtra huyét thanh va dugc dua trd lai vao bénh nhan bang cach tiém tinh mach
theo cac phuong phap da biét. Trong cac didu kién & d6 bénh nhén dugc nhén cic
liéu phap diéu tri khac nhu 1a chudi phuong thirc hoa tri liéu hodc chiéu xa toan than
gitra thoi diém thu nhan thy va tiém nhéc lai céc té bao da xir 1y, cc € bao tiy da xir
ly dugc bao quan lanh trong nito 16ng bing cach sir dung thiét bi hoa chét chuan.

D6i vé6i viee dung céac thir nghiém 14m sang in vivo, khang thé, doan khang thé
lién két epitop, hogc thé lién hop gy doc té bao theo sang ché s& dugc cung cép lam

cac dung dich ma duge kiém tra do vo khuan va ham lugng ndi doc t6. Cac vi du cua
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cac quy trinh st dung thé lién hop gay doc té bao phu hgp nhu sau. Cac thé lién hop
duoc ding hang tuan trong bén tudn véi litu luong 16n theo dudng tinh mach mdi
tuan. Liéu luong lén duge sir dung nim trong khoang tir 50 dén 100ml dung dich
mudi thong thuong cho tir 5 dén 10ml albumin huyét thanh nguoi c6 thé duoc bd
sung vao. Cac lidu luong s& tir 10ug dén 100mg trén mdi lan 4p dung, theo dudng
tinh mach (nim trong khoang tir 100ng dén 1mg/kg mdi ngay). Tét hon nita 13, liéu
luong s& nim trong khoang tir 50pg dén 30mg. Tot nhét 13, lidu luong nam trong
khoang tir Img dén 20mg. Sau bén tuin diéu tri, bénh nhan c6 thé tiép tuc dugc nhan
ché do didu tri hang tun co ban. C4c quy trinh 1am sang déc higu d6i v6i dudng st
dung, cac ta duoc, cac chit hoa tan, cac lidu lugng, thoi gian, v.v. ¢6 thé duoc xac
dinh b&i nguoi ¢6 hicu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nhu cic bao dam vé

trang thai 1am sang.

Chén doan

Céc khang thé hodc cac doan khang thé cua sang ché ciing duge st dung dé
phat hién ra CD38 trong mau sinh hoc in vitro hodc in vivo. Trong mt phuong an,
cac khang thé khang CD38 theo sang ché duoc sir dung dé xac dinh ham luong cua
CD38 & md hodc trong cac té bao thu dugc tir mo. Trong phuong an dugce uu tién, md
14 md bi nhidm bénh. Trong mot phuong 4n duge uu tién ciia phuong phap, mo la
mdt khéi u hodc miu sinh thiét cua chung. Trong mdt phuong an dugce uu tién cua
phuong phép, mé hoac mau sinh thiét ctia ching dugc cét bd lan dau tién tir bénh
nhén, va sau d6 cdc ham lugng cua CD38 & mo hodc mau sinh thiét ¢6 thé dugc xac
dinh béng xét nghiém mién dich bang cac khéang thé hoac cac doan khang thé theo
sang ché. Trong mdt phuong 4n dugc uu tién khac, ham lugng cua CD38 dugc xac
dinh trén mAu md hoic miu sinh thiét ctia ching, cic mau nay co thé 13 mau lanh
hodc ¢d dinh. Phuong phép tuong tu c6 thé duoc stir dung dé xé4c dinh cac dic tinh
khac cta protein CD38, nhu la ham lugng bé mit té bao cta protein CD38, hodc su

khu tré trong té bao cua protein CD38.
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Phuong phap duge mo t4 & trén ¢ thé duoc sir dung dé chan doan bénh ung
thu & dbi twong da biét hodc bi nghi ngd ¢6 bénh ung thu, trong d6 ham lugng cua
CD38 dugc xac dinh & cac bénh nhan néu trén dugc so sdnh véi ham lugng cua
CD38 & cac ddi twong tham chiéu binh thudng hogc chuén. Sau d6, phuong phap néu
trén ¢6 thé dugc st dung dé xac dinh lidu khdi u biéu hién CD38, ma co thé dé xuit
rang khdi u s& dap tmg t8t véi viee diéu tri bang cac khang thé, cdc doan khéng thé
hozic cac thé lién hop khang thé theo sang ché. Tét hon 14, khdi u 1a NHL, BL, MM,
B-CLL, ALL, TCL, AML, HCL, HL, hodc CML, trong d6 CD38 dugc biéu hién, va

cac bénh ung thu khac chua duge xac dinh trong d6 CD38 duoc biéu hién chu yéu.

Ngoai ra, séhg ché d& cap dén cac khang thé don dong, khang thé nhan hoa va
c4c doan lién két epitop clia chung ma ngoai ra dugc dinh ddu dé str dung trong
nghién ctu hodc cac ung dung chan doan. Trong cac phuong an duoc uu tién,
phuong phap dinh dAu 12 sir dung dong vi phong xa, chét huynh quang, nhém mang

mau, chat tao hinh 4nh hodc ion kim loai.

Phuong phap dé chén doan ciing dugc d& cap dén trong d6 cac khang thé duoc
danh diu néu trén hoic cac doan lién két epitop ctia ching dugce ap dung cho d6i
tuong bi nghi ngd méc bénh ung thu hogc bénh viém nhi®m hozic bénh ty mién, va su

phéan bd cua cic chét danh dau trong co thé ddi twong duoc x4c dinh hodc dinh lugng.

Kit

Sang ché ciing bao gbm céc bo kit, vi dy, gdm thé lién hop gay doc té bao va
ban huéng dan st dung duge md ta dé st dung thé lién hop gay doc té bao dé lam
chét cac kiéu té bao cu thé. Ban huéng dan sir dung ¢6 thé gdm cac huéng dan su
dung cac thé lién hop gay doc té bao in vitro, in vivo hodc ex vivo.

Cu thé, bd kit s& c6 mot bd phan chira thé lién hop gay doc té bao. Thé lién hop
gay doc té bao ¢6 thé & dang dong khd, dang long, hodc dang khac ¢6 thé duge hoan
thién dé dua vao trong bd kit. Ngoai ra, bd kit cling c6 thé chira cac thanh phan can

thiét dé thuc hién phuong phéap dugc md ta trong ban hudng dan st dung trong b kit,
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dung dich dugc khtr tring nay dé tai tao bot dong kho, cac chét phu gia dé két hop
véi thé lien hop gy doc té bao trudce khi ap dung cho bénh nhan, va céc cong cu ma

hd trg trong viéc 4p dung thé lién hop nay cho bénh nhan.

Vi du thue hién sang ché

Sang ché dugc md ta bang cac vi du tham chi€u sau, ma chi dé minh hoa, va

khong c6 muc dich gi61 han sang ché.
Vidul
Céc khang thé CD38 & chudt

Céc té bao 300-19, dong té bao tién-B thu dugc tir chudt Balb/c (M. G. Reth et
al. 1985, Nature, 317: 353-355), biéu hién 6n dinh mot ham lugng cao cia CD38 &
nguoi dugc st dung dé tao dap ung mién dich cho chudt Balb/c VAF. Chudt dugc
gy mi2n dich dusi da bing khoang 5x10° CD38 biéu hién cac té bao 300-19 cho mdi
con chudt trong thoi gian 2-3 tudn mot 1an bang cic phuong thirc gay mién dich
chuin duoc st dung trong ImmunoGen, Inc. Cac con chuft dugc géy mién dich duoc
tang lidu luong khac cia khang nguyén trong thoi gian ba ngay trude khi duoc thay
thé dé phat sinh té bao lai. Lach tur chudt duogc tip hop theo cac phuong thirc chuén
va dugc dat vao gitra hai l4n vi khuin, dugc déng bing thanh cdc ban vi md huyén
phit té bao don 18 trong modi truong RPMI-1640. Céc té bao lach dugc tao hat nhd,
rira, va lam tan chay bang cic té bao u tiy & chudt P3X63Ag8.653 (J. F. Kearney et
al. 1979, J Immunol, 123: 1548-1550) bang cach st dung polyetylen glycol-1500
(Roche 783 641). Cac té bao dugc lam tan chay duoc huyén phu héa lai trong moi
truomg chon loc RPMI-1640 chira hypoxanthin-aminopterin-thymidin (HAT) (Sigma
H-0262) va dugc chon dé phat trién trong cac dia nudi cdy day tron 96 giéng
(Coming-Costar 3596, 200l huyén phu t& bao mdi giéng) ¢ nhiét do 37°C (5%
CO2). Sau nam ngay u, 100uL phin nudi cdy trén bé mit dugc loai bo khéi mdi
giéng va thay thé bang 100pL moi truong RPMI-1640 chira hypoxanthin-thymidin
(HT) bd sung (Sigma H-0137). Tiép tuc 0 & nhiét do 37°C (5% CO2) cho t6i khi cac
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dong t& bao lai vo tinh sin sang dé sang loc khang thé. Cac k¥ thuat khac ctia phuong
phap gdy mién dich va san xudt té bao lai ciing c6 thé dugce st dung, gbm cac phuong
phap dugc mod ta trong 4n pham: J. Langone va H. Vunakis (Eds., Methods in
Enzymology, Vol. 121, "Immunochemical Techniques, Part I"; Academic Press,
Florida) va E. Harlow va D. Lane ("Antibodies: A Laboratory Manual"; 1988; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York).

Bang cach phan loai té bao bang cac chdt huynh quang da hoat hoéa
(fluorescence activated cell sorting — FACS) su dung thiét bi Becton Dickinson
FACSCalibur hodc a FACSArray, cac phan nuoi cdy bé mit tlr t€ bao lai duoc sang
loc (bang FITC ho#c PE- lién hop IgG khang huyét thanh khang chudt) dé tiét ra cac
khéng thé don dong & chudt ma lién két véi CD38 biéu hién cic € bao 300-19, nhung
khong bidu hién céc té bao 300-19 gde. Cac dong té bao lai vo tinh ma dugc kiém tra
la duong tinh duoc bidu hién duéi dong, va isotyp clia mdi khang thé khang CD38
khong biéu hién dugc phan loai bang cach st dung cac chét phan tmg dd hinh sén c6
(Roche 1493027). Téng 29 khéng thé duong tinh ddi véi CD38 lién két duoc tinh ché
bing sic ky Protein A hodc G bang cach st dung cac phuong thirc chuin va sau d6

dugc mo ta nhiéu hon.
Vidu?2
Dic tinh lién két cua cac khang thé khang CD38

Céc bidu dd tin suat FACS chimg minh sy lién két cia céc khang thé khang
CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 385B39 voi cac té bao 300-
19 bidu hién CD38 va su ving mit cla lién két v6i céc té bao 300-19 gbe duge thé
hién trong Fig.1. Khang thé 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc
38SB39 (10nM) dugc i trong thoi gian 3 gidr hodc véi cac té bao 300-19 biu hién
CD38 hoiic v6i céc té bao 300-19 gbe (1-2 x10° té bao trén mdi mau) trong 100pL
mdi truong RPM1-1640 bang lanh dugc bd sung bang huyét thanh dé binh thudng
2%. Sau d6, cac t& bao duoc tao hat nho, rira, va U trong thoi gian 1 gi0 trong bang
bang thé lién hgp FITC v6i khing thé IgG khang chudt & dé (Jackson Laboratory,

100uL, 6 pg/ml mdi trrong RPMI-1640 lanh duge bd sung bang huyét thanh dé binh
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thuong 2%). Cac té bao duoc tao hat mot lAn nita, ria, huyén phu hoéa lai trong 200pL
PBS chtra formaldehyt 1%, va dugc phan tich bang cach st dung té bao ké
FACSCalibur flow v6i phan mém CellQuest (BD Biosciences).

Cac bidu dd tAn sudt FACS cua cac té bao 300-19 biéu hién CD38 duoc u véi
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hodc 38SB39 cho thdy do léch huynh
quang manh, so vOi biéu dd dbi chiéu 4m tinh tuong tng (cac té bao chi dugc 1 v6i
thé lién hop FITC, khang thé IgG khang chudt & dé) (Fig.1). Ciing khong c6 tin higu
d6 1&ch huynh quang dugc phat hién khi cac té bao gde 300-19 dwgce 1 voi khéng thé
bét ky trong s6 cdc khéng thé nay. Céc két qua tuong tu thu duge khi biéu d6 ddi
chiéu duong tinh khéang thé khang CD38, AT13/5 (Serotec, MCA1019) dugc st
dung.

Po 1éch huynh quang manh ciing quan sat dugc khi cac té bao lympho Ramos
(ATGC CRL 1596) dugc G voi 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, hoac
38SB39 (Fig. 1). Céc gia tri dbi v6i cic hing sb phan huy biéu kién (KD) cua
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 dé lién két véi céc té bao
Ramos dugc danh gia tir cac biéu do phan tich FACS dugc bdc 10 trong Fig.2, su
dung phuong phép hdi quy khong tuyén tinh ddi véi cac biéu dd hinh xichma tuong
tng voi lieu lwong (GraphPad Prizm, version 4, software, San Diego, CA). Cac gid tri
tuong Ung la nhu sau: 0,10nM, 0,10nM, 0,12nM, 0,16nM, 0,11nM, va 3,03 nM.

Vidu3

Phuong phép quy nap co ché gy chét té bao theo chuong trinh cua cac té bao
lympho Ramos va céc té bao lympho Dauli, bang cac khang thé 38SB13, 38SB18,
38SB19, 38SB30, 38SB31va 38SB39.

Céc khang thé khang CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 385B30, 385B31, va
38SB39 gdm co ché gy chét t€ bao theo chuong trinh cua cac dong té bao lympho
Ramos va céc dong t& bao Dauli (ATCC CCL-213) va dong t€ bao da u tty MOLP-8
(DSMZ ACC 569). Mirc do cia co ché gay chét té bao theo chuong trinh duge xdc
dinh bang phan tich FACS sau khi nhuém bing cac thé lién hop FITC ctia Annexin V
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(Biosource PHN1018) va bang TO-PRO-3 (Invitrogen T3605). Annexin V lién két
phosphatidylserin trén bé mit ngoai nhung khong lién két trén bé mit trong clia hai
16p mang t& bao cua cac té bao nguyén ven. O cac té bao binh thuong, khoe manh,
phosphatidylserin dugc biéu hién trén bé mit trong cla hai 16p mang, va qué trinh
bién d6i cua phosphatidylserin tir 16p bén trong dén 16p bén ngoai clia mang plasma
12 mot trong sd cac tin hiéu ¢6 thé phat hién dugc sém nhét cia co ché gy chét té
bao theo chuong trinh. Theo cach do lién két ciia Annexin V 13 tin hiéu dé thuc hién
quy nap co ché gay chét té bao theo chuong trinh. TO- PRO-3 1a monome cua axit
nucleic cyanin ma c¢o thé chi xuyén qua mang plasma khi mang bi xuyén thung, nhu

xuét hién tong giai doan cudi cua co ché gay chét té bao theo chuong trinh.

Céc té bao phét trién theo ham mii dugc pht khodng 2 x 10° té bao/ml trong
céc dia 24 giéng trong moi truong RMPI-1640 dugc bd sung bing huyét thanh bao
thai bd 10% (FBS), 2mM L-glutamin, va 50pg/ml gentamycin (c6 nghia 1a moi
truong RMPI-1640 hoan chinh dudi ddy). Cac té bao dugc phat trién nhu binh
thuong trong moi truong RMPI-1640 hoan chinh, trir khi duge quy dinh theo cach
khéc. Cac té bao duoc G véi cac khang thé khang CD38 (10 nM) trong thoi gian 24
gi & nhiét do 37°C trong khong khi 4m chira 5% CO,. Sau do cac té bao dugc tao
hat nhé, rira hai 1an bang 500puL PBS, huyén phu hoéa lai trong 100pL dém lién két
(duoc dé cap trong b kit Annexin V-FITC), chtra SpL Annexin V-FITC, va dugc u
trong thoi gian 15 phit trong bing 15. Sau d6, 400uL dém gin két va TO-PRO-3 (t6i
ndéng do cudi 1a 1pM) dugce bd sung vao hdn hop, va té bao duoc lién két huynh
quang ctia FITC va TO-PRO-3 dugc xac dinh ngay 14p tirc FACS. Bén tram bién cb
dwoc tap hop cho mdi mau. Céc bidu do dang diém dbi véi huynh quang ciia T TO-
PRO-3 (FL4-H; truc-y) va huynh quang clia Annexin V- FITC (FL1-H; tryc-x) dugc
tao thanh bang cach st dung phan mém CellQuest.

Cac két qua dugc thé hién trong FIG.3 va 4. FIG.3 thé hién vi du cua bicu do
dang diém néu trén déi voi cac té bao con sau thoi gian 4 24 gio v6i cac khang thé
khang CD38 khac nhau. Cac phan trim trung binh cia céc té bao duong tinh véi

Annexin V (gdm ca cdc té bao TO-PRO-3 dwong tinh va céc té bao m tinh) tir cdc
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mau ban sao dugc xac dinh tir cac biéu d6 nay va dugc thé hién trong FIG.4. Ngac
nhién 13, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39 da thé hién cac
hoat tinh gfy té bao chét manh. Hon 30% cac té bao Dauli dugc boc 10 v6i khing thé
bat ky trong sb cic khang thé nay 1a Annexin V duong tinh, so v6i chi khoang 6%
cac té bao khong duoc xur ly (FIG.3 va 4A). 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39 di boc 10 it nhat 2,4-fold céc hoat tinh gay chét manh hon (24%
sau khi loai trir gi tri d6i chiéu khong dugc xir 1y) so véi cac khang thé CD38 &
chudt cta linh vuc trude d6 duge tht nghiém & nff)ng do tuong tu la 10nM, (AT13/5,
OKT10, IB4, va SUN-4B7, nh6 hon 10% Annexin V-duong tinh sau khi loai trur gia
tri d6i chiéu khéng duge xtt 1y) va hai khang thé khang CD38 khéc dugc tao ra trong
phong thi nghiém cua sang ché, (38SB7 va 38SB23, khong cao hon dbi chiéu khong
duoc xu 1y, tac 1a khoang 6% Annexin V-duong tinh) (FIG. 4A). AT13/5 duoc mua
tr Serotec (MCA1019), va OKT10 dugc san xudt va tinh ché tir t& bao lai (ATCC
CRL-8022). IB4 va SUN-4B7 la ting pham tir Prof. F. Malavasi, University of Turin,
Italy. Tuong tu, cdc khéng thé khang CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39 da thé hién it nhat 3,5-fold hoat tinh tién gy chét manh hon trén
dong té bao lai khéc, nhanh (7% hogc nhiéu hon Annexin-V-duon tinh sau khi loai
trir gia tri doi chiéu khong duoc xir Iy) hon hodc so véi cac khang thé khang CD38 &
chudt cua linh vuc k§ thuat truée do, AT13/5, OKT10, IB4, va SUN-4B7, hodc so -
v6i hai khang thé khang CD38 méi khac, 38SB7 va 38SB23 (nhd hon 2% Annexin
V-duong tinh sau khi loai trir gid trj ddi chiéu khong duge xir 1y) (FIG. 4B). Cuoi
cing, céc khang thé khang CD38, 38SB13, 38SB18, 385SB19, 38SB30, 385B31, va
38SB39 D38 thé hién hoat tinh tién gy chét manh trén nhidu dong té bao u tiy
MOLP-8 (FIG.4C). XAp xi 50% céc té bao MOLP-8 dugc xit ly bing céc khang thé
nay 1a Annexin V-dwong tinh, so véi khodng 39% cac té bao khong duge xu ly.
Trong sy twong phén, viéc diu tri bang khang thé bat ky trong sd céc khang thé
CD38 & chudt cua linh vuc k§ thuat trude do, AT13/5, OKT10, IB4, va SUN-4B7,
hodc hai khang thé khang CD38 méi khic, 38SB7 va 38SB23 két qua la khong lam

tang trong phan cac té bao géy chét.
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Vidu4

Su nhan dong va giai trinh tu cdc chudi nhe va céc chudi ning cac khang thé
khang CD38

Khéng thé 38SB19.

Viéc tong hop ARN tir cac té bao lai tao ra khang thé 38SB19

Cac qua trinh diéu ché cua toan bd ARN thu duge 5 x 10° té bao lai, tao ra cac
khang thé 38SB19 bang viéc str dung bd kit Qiagen's RNeasy miniprep. Trong mot
thoi gian ngan, 5 x 10° té bao duoc vién lai va duoc huyén phu héa trd lai trong 350
pL dém RLT (chira B-mecaptoetanol 1%).

Huyén phti dugc ddng nhét hoa bang cach cho chay qua mot ¢t ¢6 kich thudce
21,5 va bom manh tir 10 - 20 1in hodic cho dén khi né khong thé dinh hon dugc nita.
Etanol (350 pL etanol 70% trong nudc) dugce thém vao thé ddng nhat, hdn hop nay
duoc khuéy tron nhiéu. Dung dich dugc chuyén vao mot cot quay, db vao mot 6ng cO
2-ml va quay >8000 x g trong 15 gidy. Cot duoc rura hai l4n v6i 500 pL dém RPE,
sau d6 chuyén vao mot 6ng méi va tach rira v6i 30 pL RNase khong c6 nude va quay
trong 1 phut. Phan tach rira (30 uL) duoc dd trg lai vao cot trong mot gidy 1 phut.
Mot phan w6t ciia 30 pl phan tach rira duge pha lodng v6i nude va sir dung thiét bi
hip thu UV & 260 nm dé dinh luong ARN.

Sy tong hgp cADN véi phan tng phién ma ngugce (RT)

Khoéng bién thién c4c khang thé 38SB19 cADN duoc sinh ra tir toan by ARN
bang cach str dung bd kit Invitrogen's Superscriptll. Phac do ctia bo kit dugc theo sau
mot cach chit ché, viéc st dung trén 5 pg cla toan bd RNA tir Qianeasy mini preps.
Trong mot thoi gian ngén, ARN, 1 pL céac mdi ng?tu nhién, va 1 pL ANTP tron 1an
dugc mang nén trén 12 pl. voi RNase khong vo tring duge hoa tan trong nude va
duoc i & 65°C trong 5 phut. Hon hop sau d6 dugc dd vao nude dé trong it nhatl phut.
Tiép d6 4 pL cia 5 x dém phan tng, 2 pL 0,1 M DTT, va 1 pL. RNaseOUT duogc
thém vao va hdn hop duge i & 25°C trong 2 phit trong mdt méy quay vong nhiét MJ
Research. May quay vong nhiét dugce tam dumg khi 1 pL enzym Superscriptll dugc

thém vao va sau do bit ddu trd lai thém 10 phut & 25°C trude khi chuyén 1én 55°C
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trong 50 phat. Phan Gmg dugc lam néng ma khong cAn c6 su cap nhiét dén 70°C trong
15 phut va ARN dugc loai bod bang cach thém 1 pl. RNase H va 0 & 37°C trong 20
phut.

Céac phan tng thoai hoa PCR

Céach tién hanh cho vong phan ung thodi hoa PCR dau tién trén cADN nhén
duoc tir cac té bao hybridoma dua trén co s& cac phuong phap duge mo ta trong tai
lieu Wang et al. (2000) va Co et al. (1992). Céac mdi cho vong nay (Bang 2) chira cac
vi tri han ché dé thuén tién cho su nhan dong vao trong cac plasmit pBluescriptll.

Céc thanh phan ciia phan tmg PCR (Bang 3) duoc tron 14n trong nudc d4 trong
cac dng PCR c6 vach méng va sau do dugc chuyén vao may quay vong nhiét MJ
research trude khi gia nhiét va tam dimg & 94°C. Céc phan Umg duoc tao thanh bing
cach sir dung mot chuong trinh nhan dugce tir Wang et al. 2000 nhu sau:

tén: Wang45

94°C 3:00 phut

94°C 0:15 giay

45°C 1:00phut

72°C 2:00 phut

Goto 2 29 lan

72°C 6:00 phut

4°C mai mai

két thuc

Cac hdn hop phan tmg PCR sau d6 duoc xdy ra sau do trén gel agaroza 1%
chay thép, c4c dai tir 300 dén 400 bp dugc cit bo, qua trinh tinh ché su dung cac cot
Zymo DAN nho, va gui dén Agencourt sinh hoc dé xép chudi. Cac mdi PCR tuong
{mg 5° va 3> duoc st dung dé giai trinh tw mdi dé sinh ra 38SB19 ving bién doi
cADNSs tir ca hai phuong dién.

Su nhan dong trén trinh ty dau 5'

Tir khi cac mdi suy bién duoc sir dung dé sinh san vo tinh 38SB19 clia ving
bién ddi cac chudi nhe va chudi ning cia trinh tw cADN thay dbi trinh ty ddu 5, viée

thém cac chudi nd luc duge mong mudn 1a chudi tiép tuc dugc gidi ma. Chudi cADN
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chuén bi bang cac phuong phap dugc md ta ¢ trén duge st dung dé tim kiém NCBI
IgBlast site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) cho chudi germlin & chudt tir
chudi 38SB19 da nhan dugc. Mdi PCR duoc thiét ké (Bang 3) dé t dé bit diu mach
ctia khang thé & chudt do d6 mot phan img PCR méi ¢6 thé sinh ra tiép tuc ving bién
dbi cADN, khong thay ddi bsi cac mdi PCR. Cac phan tmg PCR, su tinh ché céc dai,
va viéc gidi trinh ty dugc tao thanh nhu da dugc md ta ¢ trén.

Phan tich peptit cho trinh ty dugc x4c nhén

Trinh tu cADN dugc xac nhan cho vung bién dbi duoc lién két véi germlin c6
chtra trinh tu ctia vung ¢ dinh dé dat duogc chiéu dai dﬁy du cua trinh ty khang thé
cADN. Trong lugng phén tir ciia chudi ning va chudi nhe sau d6 dugc tinh toan va so
sanh voéi trong lugng phan tir thu duoc bang cic phan tich LC/MS & khang thé
38SB19 & chudt.

Béng 4 dua ra tinh todn n6i chung tir trinh tw cADN cho 38SB19 LC va HC véi
nhau véi gié tri do dugce bang LC/MS. Trong luong phan tir do dugc la phu hop véi
trinh tu cADN véi ca chudi nang va chudi nhe 38SB19.

Vidus

Su bidu hién t4i td hop clia cac khang thé hu38SB19

Vung bién dbi trinh tuy hu38SB19 dugc duge tdi uu hoa don vi ma va dugc
tdng hop boi cong nghé sinh hoc Blue Heron. Céc trinh ty ¢ bén suon bang cach han
ché su dinh vi clia cdc enzym dé nhan dong theo tht ty v6i trinh ty twong tmg khong
dbi trong ca chdi don va chudi doi sau do biéu hién cac plasmit. Ving bién ddi cia
chudi nhe dugc sinh san vo tinh trén cac vi tri EcoRI va BsiWI trén ca cac plasmit
ps38SB19LCZVLO va ps38SB19v1.00 (Fig. SA va 5C). Ving bien d6i cta chudi
ning 14 sinh san vo tinh trén cac vi tri Hindlll va Apal cua ca hai plasmit
ps38SB19HCNVLO va ps38SB19v1.00 (Fig. 5B va 5C). Cac plasmit nay co thé duoc
st dung dé biéu dién hu38SB19 trong hoic nhét thoi hodc chuyén nhiém 4n dinh
trong té bao ctia dong vat c6 va. Vit truyén biéu hién tuong tu v& 1én dugc sir dung
dé tao ra cac khang thé lai khac va khang thé nhan héa.

Su chuyén nhiém ngin dé bidu dién hu38SB19 trong cac té baon HEK-293T da

dugce tao ra sir dung chai thudc thir CaPOy4 tir BD biosciences. Sy cung cép cac
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protocols dugc bién dbi nhe nhang dé ting cudng hiéu qua biéu hién. Trong mot thoi
gian ngén, 2 x 10° té bao HEK-293T dugc dugce boc trén 10 cm md nudi céy duoc
phu trén mot tam polyetylenimin (PEI) 24 gid' trudc khi chuyén nhiém. Su chuyén
nhi®m bit dau bang viéc rita cic té bao v6i PBS va thay thé moi truong bang 10
mIDMEM (Invitrogen) vdi 1% IgG FBS si€u thip (Hyclone). Dung dich A (10 pg
ADN, 86,8 pL. dung dich Ca?", va thém 1én trén 500 pL nudc HrO) dugce thém timg
giot vao dung dich B trong khi dugc tao xoay. Hon hop duoc duoc 0 & RT trong 1
phut va 1 ml ctia hdn hop dugc thém nhé giot vio mdi 10 cm tim. Khoang 16 gioy sau
khi chuyén nhiém, mdi truong duoc thay thé bang 10 ml DMEM méi vé6i 1% IgG
FBS siéu thap. Khoing 24 gid sau 2 mM natri butylrat dugce thém vao mdi 10 cm
tAm. Su chuyén nhiém dugc thu sau 4 ngay.

Phan ndi trén bé mat diéu ché duogc giéng v6i cAu tric cua Protein A séc ky
bang cach thém 1/10 thé tich dém 1 M Tris/HCI, pH 8,0. Piéu chinh pH phén ndi trén
bé mat duge loc qua mang 0,22 um va lap thflng vao cot Protein A Sepharose (HiTrap
Protein A HP, 1 ml, Amersham Biosciences) dugc can béng vG1 dém lién két (PBS,
pH 7,3). Mot ¢t trudée Q-Sepharose (10 ml) dugc ndi theo huéng nguoc véi cot
Protein A trong sudt qua trinh mau dugc nap vao dé loai bo cac chit ban tir cdc vat
liéu cua t& bao nhu ADN. Sau khi mau dugc lap xong, cdt trude dugc thdo bo va cot
Protein A dinh huéng duge ddo nguoc dé rira va ria gidi. Cot dugce rira vai dém lién
két dén khi mot ranh gisi 4n dinh duge tao thanh véi khong hép thy & 280 nm. Khéng
thé dugc rira gidi v6i dém axit axetic 0,1M chia 0,15 M NaCl, do pH 2.8, tdc do chay
0,5 ml/phit. Mot phan khoang 0,25 ml dugc gom lai va duge trung hoa bang cach
thém 1/10 thé tich Tris/HCI 1M, pH 8.0. Pic thanh phan dugc thdm tach lai hai lan
qua dém bang va khéang thé duoc tinh ché duge dinh luong bang cach hip thu trén
ODago- da dugc ngudi hod va cac khang thé lai ¢6 thé tinh ché st dung cdt Protein G
Vi cac bién phap giam nhe khic nhau.

Tét ca cac khang thé kham va céc khang thé khang CD38 nhan héa da duge md
ta4 dugc thé hién va dugce tinh ché bang céc bién phép tuong tu nhu duge mo té ¢ trén.

Vidub6
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Co ché gay doc té bao trung gian phu fhucf)c khang thé (ADCC) cua cac khang
thé khang thé khang CD38 kham.

T mot ) khang thé khang CD-38 da dugc gidi thiéu & trén c6 hoat tinh
ADCC va/hoic CDC nhu cac khang thé kham hoic khéng thé nhan héa véi viing bién
dbi IgG1 ¢ nguoi (J. H. Ellis et al. 1995, J Immunol, 155: 925-937, F. K. Stevenson
et al. 1991, Blood, 77: 1071-1079; WO 2005/103083), cac khang thé kham 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, va 38SB39, gdm c6 ving bién ddi ctia chudt va
khoang ¢6 dinh IgG1/lgKappa ¢ ngudi, duge tao thanh va dugc kiém tra hoat dong
ADCC va/hoic CDC. Ch38SB13, ch38SB18, ch38SB19, ch38SB30, ch38SB31, va
ch38SB39 duoc kiém tra dau tién ADCC bang cach sir dung céc té bao Ramos 1am té
bao dich va cac té bao diét ty nhién & ngudi (NK) 14 cic té bao tic dong. Phan tich
Lactat dehydrogenaza (LDH) giai phéng dugc st dung dé do su tiéu té bao (R. L.
Shields et al., 2001, J Biol Chem, 276: 6591-6604).

Céc té bao NK dau tién duoc phan 1ap tir mau ngudi (tr mot ngudi cho binh
thuong; duge mua tir Research Blood Components, Inc., Brighton, MA bﬁmg cach su
dung mot thay doi quy wdce cho NK isolation Kit IT (Miltenyi Biotech). Méau dugc pha
lodng 2-3 lan vé6i dung dich mubi Hank's Balanced (HBSS). 25 ml mau pha lodng
duoc phan 16p can than trong 25 ml Ficoll Paque trong mot 6ng nén 50 ml va duoc ly
tam & 400 g trong 45 phit & 19°C. Cac té bao méau ngoai vi don nhan (PBMC) dugc
tich lu§ trén mat phan canh, duoc chuyén vao mot éng hinh nén méi dung tich 50 ml,
va rita mot 1an véi HBSS. PBMC duge duge khuéy duc tr¢ lai trong 2 ml dém phén
1ap NK, va sau d6 500 pL Khang thé-Biotin Cocktail (from the NK-isolation kit, 130-
091-152, Miltenyi Biotech) dugc thém vao huyén phu té bao. Khing thé-Biotin
Cocktail chira cac khang thé biotinylat ma c6 lién két voi cac té bao bach cau, chip
nhan cho céac té bao NK. hdn hop duge t & 4°C trong 10 phut, va sau d6 1,5 ml dém
phan 1ap NK (PBS, 0,1% BSA, 1 mM EDTA) va 1 ml cac vi hat khang Biotin dugc
thém vao. hdn hop té bao-khang thé dugc G cing nhau trong 15 phut & 4°C. Tiép do,
cac té bao dugc nia mdtlan v6i 50 ml dém phan 1ap NK va dugc huyén phu tr¢ lai
trong 3 ml dém phan lap NK. Sau do, c6t MACS LS (trén mdy phan ly MACS,

Miltenyi Biotech) dugc rira truge voi 3 ml dém phén 1ap NK. Huyén phu té bao sau
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dé duge tmg dung trén cdt LS. Dong chay (phan chia véi cac té bao khong dénh du)
duoc gom lai vao mdt binh nén 50 ml mai. Cot duogc rua 3 14n v6i 3 ml dém phan 1ap
NK. Toan bd dong chay duogc tap hop vao 6ng gidng nhu vy va rira mot 1an bang 50
ml dém phan lap NK. Céc té bao NK duge dua vao 30 ml PMI-1640 dugc bd sung
v6i huyét thanh thai bo 5%, 50 pg/ml gentamycin.

Cac ndng do khac nhau cta céc khang thé ch38SB13, ch38SB18, ch38SB19,
ch38SB30, ch38SB31, va ch38SB39 trong phin bd sung trung gian RPMI-1640 véi
0,1% BSA, 20 mM HEPES, d6 pH 7.4, va 50 pg/ml gentamycin (ching t6 ¢ duéi
nhu RHBP trung gian) dugc phan udce (50 pl/ giéng) vao mot tdm day trong gbm 96
giéng. Céc té bao Ramo dich dugc huyén phi tré lai 10° t& bao/ml trong moi trudng
RHBP va duge thém vao mdi giéng (100 ul/giéng) chira khang thé pha loang. TAm
¢6 chira céc té bao dich va khang thé pha lodng dugc G trong 30 phit & 37°C. Céc té
bao NK (50 pL/giéng) sau d6 dugc thém vao cic giéng chira c4c loai té bao dich theo
7 18 1 t& bao dich véi tir 3 dén 6 t& bao NK. Mbi truong RHBP (50 pl/giéng) duoc
thém vao cac giéng kiém sodt véi cac té bao NK. Do d6, 20 pL dung dich Triton X-
100 (mdi trudng RPMI-1640, 10% Triton X-100) dwoc thém vao 3 giéng chi chta
c4c té bao dich ma khong c6 khang thé, dé xac dinh su gidi phong LDH t61 da co thé
thuc hién duge. Hon hop dugce i ¢ 37°C trong 4 gio, sau d6 dugce ly tam trongl0 phut
& 1200 rpm, va 100 pL phan ndi trén bé mit duoc chuyén can than vao mot tam déy
phang méi gom 96 giéng. Hon hop phan tmg LDH (100 ul/giéng) tir gy doc té bao
tach Kit (Roche 1 644 793) dugc thém vao mdi giéng va dugc U ¢ nhiét do phong
trong 5-30 phat. Mat do quang cia mau duge do & 490 nm (ODago). Phan trim phén
giai cu thé ctia mdi mau duoc xac dinh bang cach gan 100% gia tri phan giai cla
ODyp clia cic mAu da duge xia ly Triton X-100 va 0% gia tri phan giai cia chi cac té
bao dich ODaoo kidm sodt chua xir 1y. Cac mAu chi chira cac t& bao NK cdc t€ bao cho
dit lidu OD4g khong dang ké.

Khi kidm tra v6i céc té bao dich Ramos va bd phén tac dong cia té bao NK,
céc khang thé lai khang thé khang CD-38 thé hién hoat tinh ADCC rat ¢6 hiéu lyc
(Fig. 6). Gi4 tri ECsy dugc danh gid bang phuong phép hoi quy khong tuyén tinh

sigmoidal duong cong lidu dap tmg va dugc tim thay nhu sau: 0,0013 pg/ml cho
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ch38SB13, 0,0013 pg/ml cho ch38SB18, 0,0018 pg/ml cho ch38SB19, 0,0022 pg/ml
cho ¢h38SB30, 0,0012 pg/ml cho ch38SB31, 0,1132 pg/ml cho ch38SB39. Cac
khéng thé lai khang thé khang CD-38 ciing thé hién hoat dong ADCC c6 higu qua
trén LP-1 (DSMZ ACC 41) cac té bao u tuy (cac gia tri ECso: 0,00056 pg/ml cho
ch38SB18; 0,00034 pg/ml cho ch38SB19; 0,00024 pg/ml cho ch38SB31) (Fig. 7A).
Ch38SB19 ciing ¢6 hiéu qua 1am chét céc té bao lympho Daudi (Fig. 7B), c4c té bao
NALM-6 B-ALL (DSMZ ACC 128) (Fig. 8A), va cac té bao MOLT-4 T-ALL
(ATTC CRL-1582) (Fig. 8B) bang ADCC, cho thdy khang thé khang CD-38 ¢6 hoat
tinh gy doc té bao manh bét thuong ciing ¢6 hoat tinh ADCC hiéu qua véi céc loai u
khéc nhau c6 ngudn gde tir nhidu khdi u 4c tinh. Do do, mot hé khang thé khong lién
két IgG1 (rituximab, Biogenldec) (Fig. 7A, 8A, va 8B) hodc mu38SB19 (Fig. 7B)
trong cting mau thir nghiém khong c6 hoat tinh ADCC dang ke.

Vidu7

Hoat tinh CDC cua cac khang thé kham khang CD338.

Hoat tinh CDC cta ch38SB13, ch38SB18, ch38SB19, ch38SB30, ch38SB31,
va ch38SB39 duoc do trén co s¢ phuong phap bién dbi dé tir (H. Gazzano-Santoro et
al. 1997, J. Immunol Methods, 202: 163-171). B6 thé & ngudi duge duge lam kho
lanh huyét thanh bd thé nguoi (Sigma-Aldrich S1764) dugc tai 1ap véi nude tinh
khiét vo trung nhu dugc chi thi boi ngudi san xuét va sau d6 pha lodng nam lan truc
iép v6i moi truong RHBP trude khi thir nghiém. Céc té bao dich duoc tao huyén phu
& muc 10° t& bao/ml trong mdi truong RHBP dugce phan ude vao cac giéng cia mot
ban moéng cdy md 96-giéng ddy phang (50 uL/giéng). Sau d6, 50 pL céc khang thé
khang CD38 c6 ndng do khac nhau (tr 10 nM t6i 0,001 nM) trong mdi truong RHBP
dugc thém vao (mdi khéng thé cho mot mau), sau dé 1a 50 uL/giéng dung dich bd
thé. TAm sau d6 dugc u trong 2 gir & 37°C trong khong khi am c6 chita 5% CO,, sau
thoi gian d6 50 pL tic nhan Alamar Blue of 40% (Biosource DAL1100) pha lodng
trong RHBP (10% cudi cung) dugc thém vao mdi giéng dé do kha ning sdng dugc
clia céc té bao. Alamar Blue diéu chinh su gidm kha nang cia cac té bao sdng. TAm
duoc U trong vong 5-18 gio trong 37°C trude khi do huynh quang (trong mot may do

huynh quang ty déi, REU) & 540/590 nm. Phan trdm céc té bao cy the ¢o kha nang
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séng dugc cho mdi mau dugc xac dinh b?mg céc gia tri thi nghiém chinh xac dau tién
cho nén huynh quang bang cach trir gié tri nén RFU (cac giéng voi mot mdi trudng,
khong c6 bét ky té bao nao) tir gia tri RFU clia mdi mau, va sao do, chia gid tri RFU
da hiéu chinh bang gi4 tri dd hiéu chinh RFU cua cac mAu té bao chua xur ly.

Khi hoat tinh CDC ctia m3u cac khang thé kham khang CD38 dugc thir nghiém
v6i cac té bao Raji-IMG st dung bd thé nguoi & do pha lodng cubi cling 5%, céc
khéng thé khim khang CD38 thé hién hoat tinh CDC rat ¢6 hiéu lyc (Fig. 9). Raji-
IMG 14 céc té bao nhan duoc tir cac té bao Raji (ATCC CCL-86) va biéu thi mirc do
thép hon ctia chit e ché mang bd thé CD55 va CD59. Gia tri ECsy dugc da dugc
danh gia bang cach hdi quy khong tuyén tinh tr sigmoidal dudng cong lidu dap ting
duoc thé hién trén Fig. 8. va theo sau déy: 0,005 pg/ml cho ch38SB13, 0,0101 pg/ml
cho ch38SB18, 0,028 pg/ml cho ch38SB19, 0,020 pg/ml cho ch38SB30, 0,010 pg/ml
cho ch38SB31, va 0,400 pg/ml cho ch38SB39. Cac khang thé kham khang CD38
ciing thé hién hidu qua hoat tinh CDC nhim vao LP-1 céc t€ bao u tuy (gia trj ECso:
0,032 pg/ml cho ch38SB18; 0,030 pg/ml cho ch38SB19; 0,043 ug/ml cho
ch38SB31), trong khi cdc khéang thé lai khong lién két han ché IgG1 (rituximab,
Biogenldec) khong ¢6 bét ky hoat dong CDC nao (Fig. 10). Khi cac khang thé kham
CD38 duge kiém tra trén té bao lympho Daudi, khac vé6i khang thé khang CD-38
khac nhau vé hoat dong CDC cia chung (Fig. 11). Trong khi cac té bao Daudi dic
biét c6 kha ning sdng thip hon 15% sau khi ching dugc @ v6i 1,25 pg/ml ch38SB19
vOl sy ¢6 mat cia bd thé, & day chi sy gidm bdt bo trén cac té bao dic biét co kha
ndng phat trién sau khi cdc t& bao may dugc 1 v6i ch38SB18 hodc ch38SB39 (1,25
ug/ml hodc & néng do cao hon) véi su c6 mit cua bd thé (phén dac biét c6 kha nang
phit trién tuong ting 1a 85% va 91%). Do d6, chi giam rét it phan c6 kha nang phat
trién duoc quan sat théy khi cac té bao Daudi dugc u véi 1,25 pg/ml hodc & néng do
ca0 hon ctia ch38SB13, ch38SB30, va ch38SB31 véi sy c6 mat ciia bd thé (phéan dac
biét ¢6 kha ning phat trién 1an lugt 12 65%, 45%, va 53%).

Vidu8

Lién két ai luc va gy doc té bao, cic hoat tinh ADCC va CDC ctia cdc khang

thé khang CD38 nhan hoa.
90



48383 91/147

Hai phién ban nhan héa ctia 38SB19 (hu38SB19 vIOO va v1.20) va 38SB19
dang kham cho théy 4i luc lien két khi dugc thir nghiém v6i cac té bao Ramos ¢6 cac
gid tri Ko lan lwot bing 0,23 nM, 0,25 nM, va 0,18 nM (Fig. 12A). Ai lyc lién két cua
cac khang thé kham va cac khéng thé nhan hoa 38SB19 cling dugc so sanh trong thir
nghiém lién két, trong d6 kha ning cia ching d8 canh tranh v6i lién két cta
biotinylated khang thé 38SB19 duge tinh toan. Khang thé 38SB19 & chudt ¢6 nhin
Biotin (3 x 10 M) dugc tron voi nhidu ch38SB19, hu38SB19 v1.00, hoic
hu38SB19 v1.20 cb dic. Hon hop khang thé dugc 0 voi cac té bao Ramos, va lugng
lien két 38SB19 & chudt co nhan Biotin héa dén céc té bao dugc tinh toan v6i FITC-
lien két streptavidin béi phéan tich FACS. Hu38SB19 v1.00, hu38SB19 v1.20, va
ch38SB19 so v6i su lién két ctia mién dich 38SB19 (Fig. 12B). Khi ch38SB19,
hu38SB19 v1.00 va hu38SB19 v1.20 (10% dén 10" M) dugc so sanh dbi voi kha
niang giam co ché gay chét té bao theo chuong trinh cua té bao Daudi, ching cho thiy
hoat tinh gdy doc t& bao (Fig. 13). Ngoai ra, hu38SB19 vi.0O va v1.20 ciing bicu
hién ADCC tuong tu nhu ch38SB19 (Fig. 14) va tiém nang cia CDC tuong ty nhu
ch38SB19 trong Raji-IMG va té bao LP-1(Fig. 15). Hu38SB19 vi.OO ciing biéu hién
hoat tinh CDC tuong ty ch38SB19 trong dong té bao ca bénh bach cau thé lympho
cép tinh té bao T DND-41 (DSMZ 525) (Fig.15). Hu38SB19 v1.00 thi nghiém thém
vé kha ning tao ra co ché gay chét t& bao theo chuong trinh trong mot bd da dang cua
dong té bao (Fig. 16). Viéc diéu tri bing hu38SB19 vIOO (10* M) da lam ting nhanh
Annexin V- té bao duong tinh B té bao lymphoma dong té bao SU-DHL- 8 (DSMZ
ACC 573) (tir 7% kiém soat khong dugc diu tri dén 97% trong hu38SB19- té bao
duoc didu tri ) va NU-DUL-1 (DSMZ ACC 579) (tir 10% kiém soét khong duoc diéu
tri dén 37% trong hu38SB19- dugc diéu tri té bao) va T-ALL dong té bao DND-41
(tr 7% n kiém soat khong dugc diéu tri dén 69% trong hu38SB19- té bao dugc diéu
tri ). Ngoai ra, didu tri bang hu38SB19 v1.00 (10-* M) da lam gia tang phan Annexin
V-cac té bao duong tinh trong dong té bao clia bénh bach cau thé lympho t€ bao B
JVM-13 (DSMZ ACC 19) (tir 8% trong dbi chimg khong dugc didu tri dén 17%
trong hu38SB19~ té bao dugc diéu tri) va trong té bao bénh bach ciu dong té bao
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HC-1 (DSMZ ACC 301) (tir 6% trong dbi chimg khong dugc diéu tri dén 10% trong
hu38SB19- t& bao dugc didu tri).

Tuong tu, hai phién ban ctia nhan héa 38SB31 (hu38SB31 v1,1 va v1.2) va
38SB31 biéu hién kha nang lién két 4i lyc khi dugc thir nghiém véi céc té bao Ramo
¢6 gi4 tri Kp 1an luot bang 0,13 nM, 0,11 nM, va 0,12 nM. Kha nang lién két 4i lyc
ctia khang thé 38SB31 dang kham va nhan héa ciing dugce dé cap trong thi nghiém
lién két canh tranh, nhu dugc mo td & trén va thé hién mot cach tuong tu.
Hu38SB31v1.1 ngoai ra dugc thi nghiém kha nédng tao ra co ché gay chét té bao theo
chuong trinh trong mot vai dong té bao. Khang thé nhan héa thé hién hoat tinh gay
doc té bao tuong tu ch38SB31 voi té bao Ramos, Daudi, Molp-8 va SU-DHL-8.
Ngoai ra, hu38SB31 vl.1 ciing biéu hién hoat tinh tuong tu ADCC va CDC nhu
ch38SB31 trong cac dong té bao nay.

Vidu9

Hiéu qua cua 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31 va 38SB39 in vivo.

Hoat tinh khang khdi u in vivo cta 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, va 38SB39 dugc diéu tra sy séng st cdc miu khéi u & ngudi trong nhitng
con chudt (giéng cai CB.17 SCID) dugc tao 1én bang té bao thé lympho Ramos.
Nhitng con chudt cai CB.17 SCID dugc ghép v6i 2 x 10° Céc té bao Ramosin 0,1 mL
moi trudng huyét thanh ty do thong qua tinh mach & dudi. 7 ngay sau khi cdy ghép
md té bao, nhitng con chudt dugc chi ngﬁu nhién thanh 7 nhém dua trén dua trén
trong luong co thé. C6 10 con chudt moéi nhom, trir nhém duge diéu tri 38SB31, gém
6 con, va 38SB39- nhom dugce diéu tri, g@)m 8 con chudt. Céac khang thé duoc dua
vao tinh mach cia chudt voi lidu luong 40 mg/kg, hai 14n mot tudn, trong ba tuan lién
tiép, bat dau 7 ngay sau khi céy té bao. Nhitng con chudt nay bi chét hoic liét chan
trong lugng co thé giam hon 20% so v&i lic chua diéu tri, hodc nhitng con chudt nay
yéu dén muc khong an va ubng nudc duge. Viée diéu tri bang 38SB13, 38SBIS,
38SB19, 38SB30, 38SB31, hoic 38SB39 lam ting ding ké kha nang song s6t cua
chudt duge diéu tri PBS (Fig. 17). Su séng sot ctia dong mach day than kinh & chuot
duoc diéu tri 1 22 ngayva cta khang thé-nhém duge didu tri tir 28 dén 33 ngay.
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Hoat tinh khang u in vivo cia mu38SB19 va hu38SB19 duoc nghién ciru thém
nita ngoai nhitng mau khéi u & ngudi trong nhitng con chudt thiéu kha ning tw mién
dich. D4i v6i mau sdng s6t lymphoma, nhitng con chudt dugc ciy ghép vai 5 x 10° té
bao Daudis trong 0,1 mL dung dich huyét thanh tu do qua ven & dudi. Nghién ctru
duoc tién hanh nhu dugc mo ta & trén. Viéc diéu tri bfmg mu38SB19 hodc hu38SB19
lam ting dang ké kha ning sbéng sot cua chudt duge didu tri PBS (Fig. 18). Kha ning
song sét cua dong mach day than kinh cua chudt duoc didu tri PBS 1a 22 ngay, trong
khi su séng sot cuia dong mach day than kinh cta khang thé-chuot duoc diéu tri 1a 47
ngay.

Déi v6i mau khéi u da tiy NCI-H929, chudt SCID duge cdy ghép hing ngay
v6i 107 t& bao. Khi cac khdi u c6 thé thiy dugc & ngay thir 6, nhitng con chudt nay
dugc r}g?lu nhién chia thanh nhém gdm 10 con theo trong lugng co thé va diéu tri
khang thé duoc bat diu. Khang thé hu38SB19 hoic khang thé kiém soat IgGI khong
lién két hoa hoc (rituximab, Biogenldec) dugc dua vao tinh mach v6i lidu lugng 40
mg/kg, hai 1dn mot tudn, trong ba tuan lién tiép. Khdi lugng khéi u dugc gidm sét va
nhitng con chugt nay bi chét néu cac khdi u ndy dat mm? vé kich ¢& hoic chét hoai.
Nhém PBS duoc diéu tri dat dén khdi luong khéi u 1000 mmm? & ngay thir 89, nhém
khang thé kiém sodt IgGI hoa hoc & ngay thw 84 (Fig. 19). Diéu tri bang hu38SB19
ngan hoan toan sy phat trién cua khéi u trong toan bo 10 con chudt. Tréi lai, chi hai
con trong nhém dugc diéu tri PBS va ba con trong nhom khéng thé ddi chimg dang
kham IgGI biéu hién su hdi quy khdi u.

Pébi voi mau khdi u da iy MOLP-8, chudt SCID dugc ciy ghép hang ngdy véi
107 t& bao. Khi cac khdi u dugc thdy & ngay thir 4, nhitng con chudt nay dugc ngau
nhién chia thanh nhém gém 10 con theo trong lugng co va khang thé diéu tri duoc
b4t dAu. Cac khang thé hu38SB19 va mu38SB19 hoic khang thé kiém soat héa hoc
IgGI dugc dua vao tinh mach véi lidu lugng 40 mg/kg, hai lan mot tudn, trong ba
tuan lién tiép. khdi luong khéi u dugc gidm sat va cac con chudt bi chét néu cac khéi
u dat 2000 mm3 vé kich ¢& hodc chét hoai. Nhém dugc diéu tri PBS dat dén khdi
lwong khéi u ctia 500 mmm? & ngay thir 22, nhém khéng thé kiém soat héa hoc IgGI

& ngay thi23 (Hinh. 20). Khong khdi u nao trong nhitng nhém nay bi thoai b. Trai
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lai, didu tri bdng hu38SB19 hoic mu38SB19 din dén thodi by khdi u trong 8 cua 10
ho#c 6 cua 10 con chudt, mot cach tuwong ing.

Cac bang:

Bang I:

Du lwong bé mit khung chudi nhe mu38SB19 va cac du lugng twong tw & cuing
vi tri Kabat trong khang thé 1,69 & nguoi. Du lugng 1a khéc nhau va do d6 dugc thay
dbdi trong khang thé hu38SB19 1a trong nhitng hop mau hdng. Du luong c6 diu sao
(*) bi dot bién trd lai thanh phén du lvong mu38SB19 trong mdt hoac nhiéu bién thé
hu38SB19.

Du lurong bé mit khung chudi nhe mu38SB19 va du luong twong tmg trong
khang thé 1,69 & ngudi
Vi tri Kabat mu38SB19 1,69
1 D D
3 \Y% \4
5* T A
9 L K
10 S F
15 L \4
18 P R
40 P P
41 G G
42 Q Q
45 R K
57 G G
60 D D
67 A S
80 A A
81 E E
107 K K
108 R R
Béang 1B:

Du lugng bé mit khung chudi ndng mu38SB19 va du luong tuong ing & cung
vi tri Kabat trong khang thé 1,69 & ngudi. Du luong con lai 1a khac nhau va do d6

dugc thay d6i khang thé hu38SB19 la trong nhiimg hdp mau hdng.

Du lugng bé mit khung chudi ning mu38SB19 va du lugng tuong mg trong
khang thé 1,69 & nguoi
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Vi tri Kabat mu38SB19 1,69
1 Q Q
3 Q Q
5 \Y Q
9 A A
11 \Y L
13 K R
14 P P
19 K K
23 K K
28 T T
41 P P
42 G G
43 Q Q
61 Q Q
62 K K
64 Q K
65 G G
73 K K
74 S S
82B S S
84 S S
85 E E
106 Q Q
113 S S
Bang 2.

95/147

Chét mdi dung dé 1am giam phan (mg PCR dua trén nhiing chit cia Wang et
ai, 2000 trir HindKL dya trén Co et al. 1992. Nhiing co s& dugc xac dinh nhu sau:
H=A+T+C, S=g+C, Y=C+T, K= G+T, M=A+C, R=A+g, W=A+T, V = A+C+G.

Mbi Trinh tu

BamlgG1 (SEQ | GGAGGATCCATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTG
ID NO. 73) GC

IgG2Abam (SEQ | GGAGGATCCCTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA
ID NO. 74)

EcoMH1 (SEQ | CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC

ID NO. 75)

EcoMH2 (SEQ | CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWG
ID NO. 76) G

SacIMK (SEQ ID | GGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA
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NO. 77) |
HindKL (SEQ ID TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGA
NO. 78) TACAGTTGGTGC

Bang 3:

96/147

Nhiing hon hgp phan tng PCR & chudi nhe va chudi ning dé nhan dong trinh

tu cADN ctia ving bién d6i 38SB19.

Hdn hop phan img chudi nhe

Hdn hop phan tmg chudi ning

5 ul 10 X chat dém phan img PCR
(Roche)

4 ul 10mM hdn hgp dNTP (2,5mM
mdi hdn hop)

2 ul trinh ty mau (phan img RT)

5 ul 10 uM mdi trai SacIMK

5 ul 10 uM mdi phai HindKL

5 ul DMSO

0,5 ul Polymeraza Taq (Roche)
23,5 pl nude cht vo khuén -

50 pl Tong cong

5 ul 10 X PCR chét dém phan tng
PCR (Roche)

4 ul 10mM hdn hgp dNTP (2,5mM
mdi hdn hop)

2 pl trinh ty mau (phan tmg RT)
2,5 ul 10 pM moi trai EcoMH1
2.5 ul 10 uM moi trai EcoMH2

5 ul 10 pM mdi phai BamlgG1

5 ul DMSO

0,5 ul Polymeraza Taq (Roche)
23,5 pl nude cat vo khuan

50 pl Toéng cong

Béng 4:

Chét mdi cia trinh ty diu 5’ & chudt duge dung cho phan timg PCR vong thu

hai ctia 38SB19. Chét mdi diu 3’ 1a giéng v6i nhitng chét dugc st dung trong phan

g lan dau tién tir khi ching dugc dua dén cAc trinh tu cta ving ¢ dinh tuong tng.

Moi Trinh tu

Chudi nhe ‘
38SB19 bau LC
(SEQ ID NO. 79)

Chudi ning 38-
19HCLeadl (SEQ
ID NO. 80)

ATGGAGTCACAGATTCAGGTC

TTTTGAATTCCAGTAACTTCAGGTGTCCACTC

Bang 5:

cADN duoc tinh va LC/MS duge do trong lugng phan tir cia khang thé

38SB19 & chudi niing va nhe.
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Chudi nhe Chudi ning
cADN |LC/MS | Chénh cADN |LC/MS |Chénh
1éch léch
Mu38SB19 | 23735 [23736 |1 48805 |48826 |21

97

97/147



48383 98/147

YEU CAU BAO HQ

1. Polynucleotit ma héa khang thé hodc doan lién két epitop cia ching, trong d6
khang thé hodc doan lién két epitop ctia chiing bao gdm ving bién ddi chudi ning
(Vh) chtta SEQ ID NO: 66 va vung bién ddi chudi nhe (Vi) chia SEQ ID NO: 62
hodc 64.

2. VAt truyén tai td hop chira polynucleotit theo diém 1.

3. Té bao chu chira vét truyén theo diém 2.
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