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(57) Céac khang thé, cac manh gin khang nguyén, va céc thé lién hop (vi du, cac thé
lién hop thudc-khang thé ching han nhu bao gdm eribulin) ciia ching ma gin véi
mesothelin dugc boc 16. Sang ché con dé cap dén duoc phém dé sur dung trong viéc diéu

tri bénh ung thu bing viéc ding cac ché pham dugc dé xuit & day.

124%0—
—0— P
oo B Y . |
el CRADHB[D4R2)
o -
=
g o]
g
5 bt
DO ES oty - OO &5
0 — [ T ' | o !
H ) 4 & u
SONGAY SAU KHI BIEU TR]

Hinb 13A


CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)    1-2022-03502

CVH140
Placed Image


48490 1/248

[0001] Don nay huéng quyén uu tién tir don ding ky sang ché My s6 62/932,373 duoc
ndp ngdy 7 thang 11 nam 2019, ma duoc két hop & déy bang cach vién dan toan bo.

Linh vwe ky thuiit dwge dé cap

[0002] Sang ché dé cap dén céc khang thé khang mesothelin va cic manh gén khang
nguyén cua no, cling nhu céc thé lién hop ching han nhu céc thé lién hop thubc-khang
thé (cac ADC), vi dy, cac thé bao gém eribulin, va viéc st dung chung trong viéc diéu
tri va chin doan cac bénh ung thu ma biéu hién mesothelin va/hodc co thé chép nhan
cho viéc diéu trj bang viéc 1am gian doan tubulin hodc béng viéc ding ché pham dugc
bdc 16 ¢ day.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

[0003] Ung thu 1a mdt trong nhitng nguyén nhan hang dau gy ra bénh tat va tir vong
trén toan thé giéi, v6i khoang 14 tridu ca mic méi va 8,2 triéu ca tit vong lién quan dén
ung thu trong nam 2012. Nguyén nhén tit vong do ung thu phd bién nhét 1a cac bénh
ung thu: phdi (1,59 triéu ca tir vong); gan (745000 ca t&r vong); da day (723000 ca tir
vong); dai truc trang (694000 ca ti vong); vi (521000 ca tir vong); va thuc quan (400000
ca tir vong). S ca ung thu méi du kién s& ting khoang 70% trong hai thap ky t6i, 1én

khoang 22 triéu ca ung thu méi mdi nim (B4o cdo Ung thu Thé gigi 2014).

[0004] Mesothelin, protein bé mit té bao neo glycosylphosphatidylinositol (GPI), 1a
muc tiéu hip dan dbi véi liéu phap diéu tri ung thu dya trén khing thé do muc biéu hién
cao & nhiéu loai ung thu khac nhau, bao gdm ung thu trung biéu md, ung thu budng
tring va ung thu tuyén tuy (Tang et al. (2013) Anticancer Agents Med. Chem.
13(2):276-80). Mic du su hiéu biét ddy du vé céc chic ning sinh hoc clia mesothelin
con thiéu do cac con chudt loai truc tiép mesothelin khéng cho thdy bit ky kiéu hinh
nao c¢6 thé phét hién dugc, duge cho réng mesothelin dong mot vai trd trong sy bam
dinh va di can cua khdi u (Bera and Pastan (2000) Mol. Cell Biol. 20(8):2902-6; Rump
et al. (2004) J. Biol. Chem. 279(10):9190-8). Mesothelin cling duoc tin 1a ¢6 kha ning

chong lai mot s6 dang hoéa tri liéu nhat dinh va gép phan vao su tién trién cia khoi u
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bing cach co tac dong tang sinh trén cac té bao (Bharadwaj et al. (2011) Mol. Cancer.
10:106; Li et al. (2008) Mol. Cancer Ther. 7(2):286-96).

[0005] Céac nghién clru gin day da chi ra rang mesothelin c6 thé hoat dong nhu chat
diéu hoa chinh cta qua trinh chuyén doi biéu mo-trung mo (EMT), qué trinh lién quan
chat ch& vé6i su di cin va tai phat cua ung thu (He et al. (2017). Mol Cancer. 16:63).
Khong mubn bi rang budc bai ly thuyét, duoc tin r%mg su e ché mesothelin, vi du, viéc
gin boi khang thé khang mesothelin, doan gin khang nguyén, va/hodc ADC, ¢6 thé 1am
giam EMT bing cé4ch tao ra qué trinh déo ngugc, chuyén tiép biéu mé trung mé ( MET),
thong qua viée trc ché tin hiéu TGF-P (tac nhén ting trudng bién dbi beta). Nguoc lai,
duoc tin rﬁng su biéu hién qua murc cua mesothelin co thé thic déy EMT thong qua viéc
cam tng céc kiéu hinh giéng té bao gbc ung thu lién quan dén su tién trién cua khdi u
va dép g diéu tri kém (He et al. (2017). Mol Cancer. 16:63; Koyama et al. (2017). J.
Clin. Invest. 127(4): 1254-1270).

[0006] Thach thic thuong gép trong li€u phéap diéu tri ung thu 13 chi sd diéu trj han
ché ctia hoa tri liéu dan dén doc tinh déng ké dbi vé6i cac md binh thudng va do d6 han
ché cong dung diéu tri ctia chung. Mot cach tiép can dé dat dugc d6 dic hidu cao hon dé
nhim muc tiéu céac té bao ung thu 13 st dung cic khéng thé dé cung cép céac hidu qua
gdy doc té bao dbi vai cac té bao biéu hién cac khang nguyén dic hiéu cho khéi u nhét
dinh trong khi b6 qua céc té bao binh thuong biéu hién mac dd thép hon nhiéu hodc
khong biéu hién cic khang nguyén ndy (Awwad et al. Pharmaceutics (2018) 10(3);
Lambert and Berkenblit (2018) 69: 191-207). Viéc nhim muc tiéu dic hiéu khéi u nhu
vay c6 thé duoc khai thac dé tdng hoat dong chéng khdiu va giam dc tinh té bao ngoai
muc tiéu ciia phwong phap diéu tri. Cac khang thé nhim muc tiéu cac khang nguyén dic
hiéu khdi u c6 thé tao ra cac tac dung giy doc té bao thong qua nhiéu co ché khac nhau,
bao gdm trc ché hoat tinh sinh hoc ctia khdng nguyén, kich thich hoat dong ciia tac nhan
mién dich va/hodic gdy ra doc tinh té bao phu thudc vao khéng thé (Hendrinks et al.
International Review of Cell and Molecular Biology (2017); Therapeutic Antibody
Engineering (2012): 163-196, 459-595).

[0007] Viéc lya chon cac khang nguyén déc hi¢u khéi u cho phwong phap diéu tri dua
trén khang thé c6 thé bao gdm su bidu hién dic hidu cia khang nguyén béi cac té bao
khéi u va sy tiéu diét manh mé céc té bao khéi u biéu hién khang nguyén. Mot sb bénh

ung thu & nguoi da dugc phat hién 1a bidu hién ¢ mirc cao mesothelin, bao gdm ung thu
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phdi, ung thu budng tring, ung thu tuyén tuy va ung thu da day (Hassan et al. Eur. J.
Cancer (2008) 44(1): 46-53; Hassan et al. J. Clin. Oncol. (2016) 34(34): 4171-4179).
Viéc biéu hién mesothelin ciing da dugc tim thdy trong cac bénh ung thu khang thude
nhu ung thu phéi véi céc dot bién KRAS va STK 11 véi dap ting 1am sang kém véi liéu
phap mién dich phong tda diém kiém soat va ung thu da day 4m tinh vdi HER2. Ngoai
ra, mdi twong quan di dugc bdo cdo giilta viée bidu hién mesothelin va ty 1& sdng s6t
tdng quat clia cac bénh nhan véi ung thu bidu m6 tuyén phdi va clia cac bénh nhan véi
di cin ung thu da day, cho thdy rang viéc biéu hién mesothelin & muc cao co thé 1a mot
yéu td du bao két qua 14m sang x4u hon. (Kachala et al. (2014) Clin. Cancer. Res. 20(4):
1020-1028; Han et al. (2017) J. Pathol. Transl. Med. 51(2): 122-128). Su phd bién cua
biéu hién mesothelin & c4c bénh ung thu & ngudi va méi lién quan cta n6 voi két qua
1am sang kém khién mesothelin tré thanh muyc tiéu tiém ning cho cic phwong phép phan
phdi thubc dic higu khang nguyén khdi u, vi du, phwong phép tiép cén qua trung gian
khéng thé. Cac khang thé dugc lién hop véi cac hop chét gay doc té bao ching han nhu
cac hoa tri liéu cling da dugc kham pha dé ting cudng hoat dong tiéu diét té bao cla
viéc phan phdi thudc dua trén khang thé dén céc té bao khéi u. Tuy nhién, nhu ciu vin
1a cung cép céc khang thé va/hodc cac ADC thich hgp ma cung cAp su két hop gitra viéc
nhém muc tiéu khdi u hiéu qua, cac tac dung ding muc tiéu, viéc ti€u diét bén ngoai

va/hodc cac tac dung ngoai muyc tiéu dugc giam.

[0008] Eribulin 1a mot chit tuong tu tdng hop ciia hop chat macroxyclic halichondrin
B, ma trudc day da dugc chung minh la chét tc ché manh ciia qué trinh polyme héa
tubulin, viéc lép rép vi 6ng va thiy phan GTP phuy thudc tubulin. Tubulin tao nén céc
protein khung xwong té bao s¢i dong dugc goi 1a cac vi 6ng ma tham gia vao nhiéu chirc
ning té bao thiét yéu, bao gdm di chuyén va van chuyén ndi bao, truyén tin hiéu té bao,
duy tri hinh dang t& bao va phan chia té bao. Tdc d6 phan chia nhanh chéng cla céc té
bao ung thu khién chung trd nén dic biét nhay cam véi sy can tré cua chie nang tubulin.
Nhu vay, halichondrin B va eribulin d& chiing minh c4c hoat dong chdng ung thu dang
chtl y in vitro va in vivo (Tan et al. (2009) Clin Cancer Res. 15(12): 4213-4219; Vahdat
et al. (2009) J. Clin. Oncol. 27(18): 2954-2961). Mudi mesylat cua eribulin (eribulin
mesylat) hién dang dugc ban trén thi truong véi tén thuong mai Halaven™ dé diéu tri

cac bénh nhan va4i ung thu va di cén kho chita.
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[0009] Trong khi viéc st dung eribulin d& dugc bao céo trong linh vuc, bao gdm trong
bbi canh ADC, van can phai cung cip tot hon eribulin theo cach ¢6 muc tiéu dén cac md
cu thé, vi du, cic m6 ung thu ma biéu hién mesothelin. Twong tu nhu viy, trong linh
vuc van con nhu clu vé cac khang thé duoc cai thién ma gén mesothelin véi cac dic tinh
wu viét, vi dy, lién quan dén viéc gin khéang nguyén va/hogc kha ning phén phéi hidu

qua céac phu tai nhu eribulin dén té bao muc tiéu hoidc mo biéu hién mesothelin.
Ban chat k¥ thuat cia sang che

[0010] Trong cac phuwong 4n khac nhau, sdng ché d@ xuit, mot phan, cac khang thé va
cac manh gin khang nguyén méi ma c6 thé dugc st dung riéng 1&, dugc nbi v6i mot
hodc nhiéu tac nhan bd sung (vi dy, nhu cac ADC), hodc nhu mot ph?m cua dai phan tur
16n hon (vi du, khang thé dic hiéu kép, khang thé da dic hiéu, riéng 1é hodc nhu khang
thé da dic hiéu dugc lién két véi phu tai trong dinh dang ADC) va duoc dung nhu mot
phin ctia cac duge phdm hoc céc lidu phép két hop. Trong mot sd phuong 4n, cac khang
thé hodc cac manh gin khang nguyén dwgc ngudi hoéa. Trong mot s6 phuong 4n, cac
khang thé hodc cac manh gén khang nguyén chtra céc trinh ty tb1 thiéu c6 ngudn gdc tir
globulin mién dich khong phai & ngudi va giit lai kha ning phan ting clia khing thé
khong phai & nguoi trong khi it gdy mién dich hon & ngudi. Trong cac phuong an nhét
dinh, cac khang thé va cac manh gin khang nguyén c6 thé 13 hitu dung dé diéu tri cac

bénh nhan ung thu & nguoi.

[0011] Séng ché d& cap cu thé hon, trong cdc phuong 4n khac nhau, dén cac khang thé
va cdc hop chét thé lién hop thubc-khang thé ma c6 kha ning gin va/hodc tiéu diét cac
té bao khéi u. Theo cac phuong an khac nhau, cac hop chét ciing c6 kha ning noi hoa
vao trong té bao dich sau khi gén. Cac hop chit ADC bao gdm cdu nbi ma lién két gbc
thudc eribulin véi gbe khang thé dwoc boc 16. Gde khang thé ¢6 thé 12 khang thé c6 do

dai ddy du hodc manh gin khang nguyén.

[0012] Trong mdt sb phuwong an, khang thé hoic manh gin khang nguyén dugc boc 19
& day bao gdm ba ving x4c dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gdm céc trinh tur
axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 (HCDRI1), SEQ ID NO: 2 (HCDR?2), va SEQ ID NO: 3
(HCDR3); va ba viing x4c dinh b sung chudi nhe (cdc LCDR) bao gbm céc trinh tu axit
amin ¢6 SEQ IDNO: 4 (LCDR1), SEQ ID NO: 5 (LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3),
nhu dugc x4c dinh boi hé théng déanh sé Kabat (Kabat, Sequences of Proteins of
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Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 va 1991)));
hoic ba ving x4c dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gdm c4c trinh tu axit amin
¢6 SEQ ID NO: 7 (HCDR1), SEQ ID NO: 8 (HCDR2), va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va
ba ving xac dinh bd sung chudi nhe (c4c LCDR) bao gdm céc trinh ty amino axit c6
SEQ ID NO: 10 (LCDRI1), SEQ ID NO: 11 (LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3),
nhu dugc xac dinh bdi hé théng danh s6 IMGT (International ImMunoGeneTics
Information System (IMGT®)).

[0013] Trong mét sb phuong 4n, khang thé hodc manh gin khang nguyén dugc boc 1§
& day bao gdm ba viing x4c dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) tir viing bién dbi chudi
ning bao gdm trinh tu axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 13 va ba ving xé4c dinh bd sung chudi
nhe (cac LCDR) tir viing bién d6i chudi nhe bao gdém trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO:
14.

[0014] Trong mat s6 phuong 4n, khang thé hodc manh gin khang nguyén dugc bdc 19
& day 1a khang thé hoic méanh gin khang nguyén khang mesothelin. Trong cic phuong
4n khac nhau, khang thé hoic méanh gin khing nguyén bao gdm ving bién ddi chudi
ning bao gdm trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, va ving bién d6i chudi nhe bao
gdm trinh tyr axit amin ¢6 SEQ ID NO: 14, hodc c4c trinh ty ma twong d6ng it nhat 90%
v6i céac trinh tu duoc bdc 10. Trong cic phuong an khac nhau, khiang thé hodc manh gén
khang nguyén bao gdm ving khong d6i chudi nang IgG1 & ngudi bao gbm trinh tyr axit
amin ¢6 SEQ ID NO: 15, va ving khéng dbi chudi nhe kappa Ig & ngudi bao gbm trinh
tw axit amin c6 SEQ ID NO: 16. Trong cac phuong 4n khéac nhau, khang thé hoac manh
gan khang nguyén bao gdm trinh ty axit amin chudi ning c6 SEQ ID NO: 17, va trinh
tu axit amin chudi nhe c6 SEQ ID NO: 18.

[0015] Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén dugc
boc 16 & day bao gdm ba ving xac dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gdm cac
trinh tu axit amin duoc ma hda bdi cac trinh ty axit nucleic c6 SEQ ID NO: 19 (HCDR1),
SEQ ID NO: 20 (HCDR2), va SEQ ID NO: 21 (HCDR3); va ba vung xac dinh bd sung
chudi nhe (cac LCDR) bao gc‘A)m cac trinh ty axit amin dugc ma hda bdi cac trinh ty axit
nucleic ¢4 SEQ ID NO: 22 (LCDRI1), SEQ ID NO: 23 (LCDR2), va SEQ ID NO: 24
(LCDR3), nhu dugc x4c dinh béi hé théng danh sé Kabat; hodc ba ving xéc dinh bd
sung chudi ning (cac HCDR) bao gdm céc trinh tur axit amin dugc ma hoa béi cac trinh

tu axit nucleic c6 SEQ ID NO: 25 (HCDR1), SEQ ID NO: 26 (HCDR2), va SEQ ID
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NO: 27 (HCDR3); va ba ving xac dinh bb sung chudi nhe (cac LCDR) bao gdm céc
trinh ty amino axit dwgc mi hoa boi cac trinh ty axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 28
(LCDR1), SEQ ID NO: 29 (LCDR2), va SEQ ID NO: 30 (LCDR3), nhu dugc xac dinh
boi hé théng danh sb IMGT.

[0016] Trong cac phuong 4n khéac nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén bao
gdm ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin dugc ma hoa béi trinh t axit
nucleic c6 SEQ ID NO: 31, va ving bién d6i chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin dugc
ma hoa béi trinh tu axit nucleic c6 SEQ ID NO: 32. Trong céc phuong 4n khac nhau,
khang thé hodc manh gin khang nguyén bao gb6m ving khong ddi chudi ning bao gdm
trinh tu axit amin dugc ma héa bai trinh ty axit nucleic c6 SEQ ID NO: 33, va vung
khong ddi chudi nhe bao gém trinh tu axit amin dugc ma hoa bai trinh tu axit nucleic
¢6 SEQ ID NO: 34. Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hodc manh gin khang
nguyén bao gdbm chudi ning bao gdm trinh ty axit amin dugc ma hoa boi trinh ty axit
nucleic ¢6 SEQ ID NO: 35, va chudi nhe bao gém trinh tu axit amin dugc ma hoéa boi

trinh tu axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 36.

[0017] Trong mot sd phuwong 4n, khing thé hodic manh gin khang nguyén 1a khang thé
¢6 do dai ddy du. Trong mdt s phuong 4an, khang thé hoic manh gin khang nguyén 1a
khéng thé dic hiéu don hoic khang thé, manh gén khang nguyén dac hiéu kép hodc
manh gin khang nguyén, hoic khing thd da dic hiéu hodc manh gin khang nguyén.
Trong mot sé phwong 4n, khéng thé hodc manh gin khang nguyén 1a méanh bién dbi
chudi don (scFv), hoic manh Fab.

[0018] Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén dugc
lién hop vé&i tac nhén tri lidu, vi du, mot hodc nhiéu cac phén tir nho va/hodc cac khang
thé bd sung hodc cac manh gan khang nguyén. Trong mot s6 phuong 4n, tic nhén tri
liéu 1a eribulin. Trong mot sd phwong 4n, khang thé hodc manh gian khang nguyén 1a
345A12-HC15-LC4.

[0019] Trong cac phuong an khac nhau, ADC dugc boc 16 & day bao gbém Cong thirc
D: |

Ab-(L-D), (D)

trong do
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Ab 1a khang thé hoic manh gin khang nguyén, trong d6 khang thé hoic manh gin khang
nguyén c6 kha nang gén véi mesothelin va bao gdm ba ving x4c dinh bd sung chudi
ning (cac HCDR) bao gdm cac trinh tu axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 1 (HCDR1), SEQ ID
NO: 2 (HCDR2), va SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va ba ving xac dinh bd sung chudi nhe
(cac LCDR) bao gbm céc trinh tu amino axit c6 SEQ ID NO: 4 (LCDR1), SEQ ID NO:5
(LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3), nhu dugc x4c dinh bdi hé thong danh s Kabat;
hoic ba viing x4c dinh bd sung chudi ning (c&c HCDR) bao gdm cAc trinh tu axit amin
¢6 SEQ ID NO: 7 (HCDR1), SEQ ID NO: 8 (HCDR2), va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va
ba ving xac dinh bd sung chudi nhe (cic LCDR) bao gdm céc trinh ty amino axit c6
SEQ ID NO: 10 (LCDRI1), SEQ ID NO: 11 (LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3),
nhu duge xac dinh bdi hé théng danh s6 IMGT;

D 1a tdc nhén tri li€u, vi du, géc eribulin;
L 1a cAu nbi c6 thé phan cit ma lién két cdng hoda tri Ab vao D; va
p 1a sb nguyén tir 1 dén 8.

[0020] Trong mot s6 phuong an, p 14 s6 nguyén tir 1 dén 6. Trong mdt s6 phuong 4n,

pla2hoic 6.

[0021] Trong mét sé phuong 4n, ADC bao gbm cdu nbi co thé phan cét bao gdm gbc
¢6 thé phén cit ma dugc dinh vi sao cho khong ¢6 phin nao cta cau nbi hoic khang thé
hodc manh gin khang nguyén van con gén v6i tac nhan tri liéu (vi dy, eribulin) khi phan
cét. Trong mot sb phuong an, cau nbi c6 thé phan cit bao gdm gbc peptit c6 thé phan
cit ma c6 thé phan cét boi enzym ching han nhu cathepsin B. Trong mot s6 phuong an,
gbc co thé phén cit bao gdbm gbc peptit co thé phan cét, vi du, don vi axit amin ching
han nhu Val-Cit. Trong mdt s6 phuong an, don vi axit amin bao gbm valin-xitrulin (Val-

Cit).

[0022] Trong mot sb phuong 4n, ciu néi c6 thé phéan cit bao gom it nhét mot don vi
dém bao gdm it nhat mot gbc PEG. Trong mot s6 phuong 4n, don vi dém hozc cau ndi
bao gdm (PEG),. Trong mot s6 phuong 4n, don vi dém lién két v6i gbe khang thé qua
géc maleimit (Mal) ("don vi d¢m-Mal"). Trong mot sb phuong an, don vi dém-Mal dugc
két hop vao khang thé hoic manh gin khang nguyén qua gbc cystein trén khang thé hoic
manh gin khang nguyén (vi du, gbc LCcys80 trén khang thé). Trong mot s6 phwong an,

don vi dém-Mal dugc két hop vao gbe cystein (vi du, LCcys80) ciia ving bién dbi chudi
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nhe trén khang thé hoic manh gin khang nguyén. Trong mot sd phuong 4n, p 12 2, sao
cho hai gbc -L-D duogc lién két v6i khang thé hoic manh gin khang nguyén. Trong mot
sé phwong 4n, mdi gbc -L-D dugc lién két v6i gbe cystein (vi du, LCcys80) clia ving
bién dbi chudi nhe trén khang thé hodc manh gin khang nguyén. Trong mot s6 phuong
an, gbc cystein 12 LCcys80, nghia 13, gbc cystein & vi tri axit amin 80 cta ving bién dbi
chudi nhe trén khang thé hoic manh gian khang nguyén theo hé théng danh sb Kabat.
Trong mdt sé phuwong 4n, cAu ndi c6 thé phan cét bao gdm don vi d&m-Mal va gbc peptit
¢6 thé phan cit va gbc peptit ¢6 thé phén cét bao gdm Val-Cit. Trong mt sd phuong 4n,
don vi dém-Mal lién két khang thé hodc manh gan khang nguyén voi gbc ¢6 thé phan

’
-

cat.

[0023] Trong mét sd phuwong an, don vi dém-Mal bao gdm it nhat mot gbc PEG. Trong
mot s6 phuong an, cdu ndi bao gdm Mal-(PEG),. Trong mt s6 phuong 4n, don vi dém-
Mal lién két gbc khang thé véi gbc co thé phan cit trong ciu ndi. Trong mét sb phuong
an, gbc c¢6 thé phan cit trong cau ndi 1a gbc peptit c6 thé phan cat, vi du, don vi axit

amin. Trong mot s phuong 4n, cau ndi bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit.

[0024] Trong mot sé phuong an, gbc co thé phan cit cia ADC dugce két hop truc tiép
v6i eribulin, hodc don vi dém lién két gbc c6 thé phan cét trong cau ndi véi gbe thude
eribulin va viéc phan cit cua thé lién hop giai phong eribulin tir khang thé hodc manh

gan khang nguyén va cau noi.

[0025] Trong mdt s6 phuong 4n, don vi dém ma lién két gbc c6 thé phan cét vé6i gbc
thudc eribulin 12 don vi tu diét. Trong mot sb phuong an, don vi dém tu diét bao gf“)m p-
aminobenzyloxycacbonyl (pAB). Trong mot sd phuong 4n, pAB don vi dém lién két
gbc ¢6 thé phan cét véi goc thudc eribulin qua C-35 amin. Trong mot s6 phuong an, gdc
c6 thé phan cét 1a gbc peptit c6 thé phan cét, vi du, don vi axit amin. Trong mot sb
phuong 4n, cu ndi c6 thé phan cit bao gbm Val-Cit-pAB. Trong mot s& phuong 4n, cau
nbi bao gdm Val-Cit-pAB va don vi d¢m PEG két hop ciu ndi véi gbc khang thé thong
qua gbc Mal. Trong mot s6 phuong 4n, ciu ndi bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB.

[0026] Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hoic manh gin khang nguyén clia
ADC bao gdm cac khung ving bién d6i chudi nhe va ning & ngudi, hodc cic khung
vung bién d6i chudi nhe va ning & ngudi véi mot hodc nhiéu dot bién ngugc. Trong céc

phuong é4n khéc nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén ctia ADC bao gbém ving
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bién dbi chudi nang bao gbm trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 13 hodc tuong ddng it
nhét 90% v&i trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO 13, va ving bién ddi chudi nhe bao gdm
trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 14 hodc tuong ddng it nhat 90% véi trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 14. Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hoac manh gin khang
nguyén cia ADC bao gdm ving khong dbi chudi ning IgG1 & ngudi bao gdm trinh tu
axit amin c6 SEQ ID NO: 15, va ving khong d6i chudi nhe kappa Ig & ngudi bao gdm
trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 16. Trong cic phuong an khéc nhau, khang thé hodc
manh gin khang nguyén ctia ADC bao gbm trinh tu axit amin chudi ning c6 SEQ ID
NO: 17, va trinh tu axit amin chudi nhe c6 SEQ ID NO: 18.

[0027] Trong cac phuong an khac nhau, ADC c6 Cong thirc (I):

Ab-(L-D), (@)

trong do

Ab 12 khang thé hodc manh gin khang nguyén, trong d6 khang thé hodc manh gin khang
nguyén c6 kha ning gén v6i mesothelin va bao gbm ba ving x4c dinh bb sung chudi
nang (cac HCDR) bao gdm céc trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 (HCDRI), SEQ ID
NO: 2 (HCDR2), va SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va ba ving xac dinh bd sung chudi nhe
(cac LCDR) bao gdm céc trinh tw amino axit ¢6 SEQ ID NO: 4 (LCDR1), SEQ ID NO:5
(LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3), nhu dugc xac dinh béi he théng dénh s Kabat;
hodc ba ving xac dinh bd sung chudi ning (cic HCDR) bao gbm céc trinh tu axit amin
¢6 SEQ ID NO: 7 (HCDR1), SEQ ID NO: 8 (HCDR2), va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va
ba ving x4c dinh bd sung chudi nhe (cic LCDR) bao gdm céc trinh ty amino axit c¢6
SEQ ID NO: 10 (LCDR1), SEQ ID NO: 11 (LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3),
nhu dugc xac dinh bdi hé théng danh s6 IMGT;

D la eribulin;

L 1a cAu nbi c6 thé phan cét bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; va

p 1a s6 nguyén tir 1 dén 8, vi du, p 12 sb nguyén tir 2 dén 6 hoac 3 dén 4.

[0028] Trong mot s6 phuong an, p 14 s6 nguyén tir 1 dén 6. Trong mot s6 phuong an,
pla2hodc 6.

[0029] Trong cac phuong an khéc nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén ciia

ADC (vi du, ADC dugc md ta ¢ trén) bao gdm céc khung ving bién ddi chudi nhe va



48490 10/248

nang & nguoi, hodc cac khung ving bién dbi chudi nhe va ning & ngudi voi mot hodc
nhiéu ddt bién nguge. Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hodc manh gén khang
nguyén cua ADC bao gdm ving bién ddi chudi nang bao gom trinh ty axit amin c6 SEQ
ID NO: 13 hoic tuong ddng it nhat 90% véi SEQ ID NO: 13, va ving bién doi chudi
nhe bao gf‘)m trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 14 hodc tuong déng it nhat 90% véi
SEQ ID NO: 14. Trong cc phuong an khac nhau, khang thé hodc manh gin khang
nguyén cua ADC bao gbm ving khong dbi chudi nang IgG1 & nguoi bao gdm trinh tu
axit amin c6 SEQ ID NO: 15, va vung khong dbi chudi nhe kappa Ig & ngudi bao gdm
trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 16. Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hodc
ménh gin khang nguyén cia ADC bao gdm trinh tu axit amin chudi ning c6 SEQ ID

NO: 17, va trinh ty axit amin chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 18.
[0030] Trong cac phuong an khac nhau, ADC c¢6 Cong thuc I:
Ab-(L-D), (D)

trong d6 Ab la khang thé hoic manh gin khang nguyén, trong d6 khang thé hodc manh
gin khang nguyén c6 kha nang gn v6i mesothelin va bao gbm ving bién ddi chubi ning
bao gém trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, va vung bién dbi chudi nhe bao gém
trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 14;

D 1a eribulin;
L 1a cAu ndi c6 thé phan cit bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; va
p 1a sé nguyén tir 1 dén 8, vi du, p 13 s6 nguyén tir 2 dén 6 hoic 3 dén 4.

[0031] Trong mét sé phwong én, p 1a s6 nguyén tir 1 dén 6. Trong mot s6 phwong an,

p1a 2 hodc 6.

[0032] Trong mdt sb phuong 4n, khang thé hodc manh gin khang nguyén ctia ADC
bao gdm ving khong dbi chudi nang IgG1 & ngudi, va ving khong d6i chudi nhe kappa
Ig & nguoi. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hodc manh gin khang nguyén bao gdm
ving khong ddi chudi ning IgG1 bao gbm trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 15, va
ving khong dbi chudi nhe kappa Ig bao gdm trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 16.
Trong mot s6 phuwong 4n, khang thé hoic manh gin khang nguyén bao gbm chudi nang
bao gém trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 17, va chudi nhe bao gﬁ‘)m trinh tu axit amin
¢6 SEQ ID NO: 18.

10
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[0033] Trong cac phuong an khac nhau, dugc @2 xuét & day 1a cac duge phim bao
gdm cac khang thé, cac manh gin khang nguyén, cac thé lién hop, va/hoic cac ché phim
ADC dugc md ta. Trong mot sb phuong an, dugc phém bao gém mot hodc nhiéu khang
thé hodc cdc manh gin khang nguyén va/hogc mot hodc nhiéu ADC duge mo ta & day
cung vdi it nhét mot chit mang dugc dung. Trong mot s6 phuong 4n, dugc phim bao
gdm nhiu ban sao cta khang thé, manh gin khang nguyén, va/hogc ADC. Trong mot
) phuong an, dugc phém bao gém nhiéu ban sao cia ADC duoc bdc 10 & day, trong do6
trung binh p cua ADC la khoang 1 dén khoang 6. Trong mdt s6 phuong 4n, trung binh
p cia ADC trong ché pham 14 khoang 1.7 hodc 2, hodc khoang 6.

[0034] Trong cac phuong 4n khac nhau, dugc dé xuit & day 1a cac viéc st dung tri lidu
cho céc khang thé, cac manh gin khang nguyén, cac thé lién hop, va/hodc cac ché phdm
ADC dugc mo ta, vi dy, trong viéc diéu tri ung thu. Trong cac khia canh nhét dinh, sang
ché d& xuét cac phuong phap diéu tri ung thu ma biéu hién khang nguyén dugc hudng
muc tiéu boi khang thé, manh gin khang nguyén, va/hoic gbc khang thé cua thé lién
hop hodc ADC, chéng han nhu mesothelin. Trong cac khia canh nhét dinh, sang ché dé
xuét cac phuong phap tiéu diét hodc e ché sy tiang sinh cia cac té bao khéi u hodc cac
té bao ung thu bang viéc dung lugng hitu hiéu tri liéu va/hodc phac dd ctia bat ky trong
s6 cac khang thé, cac manh gén khang nguyén, cic thé lién hop, va/hodc cac ADC duge
md ta & diy. Trong mdt s6 phuong én, ung thu 1a ung thu biéu hién mesothelin, ching
han nhu ung thu trung biéu mo, ung thu vi, ung thu cd tir cung, ung thu dai truc trang,
ung thu ndi mac tor cung, ung thu dAu va cb, ung thu gan, ung thu phéi (vi du, ung thu
phdi khong phai té bao nho), ung thu budng trang (vi dy, ung thu budng tring huyét
thanh hogc té bao rd), ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu than, ung thu
da day, ung thu tuyén giap, ung thu biéu md, ung thu ti cung, ung thu 6ng mat hoic
bénh bach cau.

[0035] Trong cac khia canh nhét dinh, sang ché d& xuét cac viéc sit dung cho céc
khang thé, cac manh gin khang nguyén, cac thé lién hop, va/hoic cac hop chat ADC va
cac ché phdm dugc mo ta & trén, vi dy, dé xac dinh xem dbi tugng c6 hodc nghi ngd ¢6
bénh ung thu (vi du, ung thu biéu hién mesothelin) c6 dap tng véi viée diéu tri voi tac
nhan hudng muc ti€u mesothelin, vi du, khang th8 hodc méanh gin khang thé, thé lién
hop, hodc ADC dugce boc 19 & day hay khong. Trong mot s6 phuong 4n, phuong phap

bao gom cung cap mau sinh hoc tir doi twong; cho mau tiép xic véi khang thé hodc

11



48490 12/248

manh gin khdng nguyén dugc bdc 10 ¢ ddy; va phat hién viéc gin ctia khdng thé hodc
manh gin khang nguyén v6i mot hodc nhiéu té bao ung thu trong mau.

[0036] Trong cac khia canh nhét dinh khéc, sang ché dé xudt cac dugc phdm bao gdm
khang thé hoic manh gén khang thé, thé lién hop, va/hodc ADC va chét pha loang, chit
mang, va/hodc ta duge dugc dung. Cac phuong phap san xuét khang thé hodc manh gin
khang thé, thé lién hop, hodc céc hop chat ADC va céc ché phém duoc bdc 10 cling duge
& xuat.

[0037] Trong mot s6 phuong 4n, (cac) trinh ty axit nucleic ma héa khang thé hoic
manh gin khang nguyén, thé lién hop, hodc ADC theo sang ché dugc dé xuit. Cac axit
nucleic ¢6 thé ¢6 dang axit nucleic dugc phén lap, axit nucleic dugc Kkét hop vao vecto
duoc phan 1ap bao gbm, va/hoic khang thé hodc manh gin khang nguyén duge biéu hién
boi quén thé té bao trong céc diéu kién thich hop dé san xuét khang thé hodc manh gin

khéang nguyén.

MO ta vin tit cac hinh vé

[0038] Hinh 1 thé hién su phat hién ctia phan Gng dic hiéu cia huyét thanh mién dich
d6i voi mesothelin & ngudi bang phwong phép do té bao dong chay.

[0039] Hinh 2 thé hién sy phat hién ctia phan tng dic hiéu cua céac dich nbi nudi cy
v6i mesothelin & ngudi bang ELISA.

[0040] Hinh 3 thé hién viéc khuéch dai PCR trong dung hop ctia cac khang thé khang
mesothelin b%mg viéc dién di trén gel.

[0041] Hinh 4 thé hién cac dong khang mesothelin cho viéc nhén ban va biéu hién

trong dung hop.

[0042] Hinh 5 thé hién sy tom tit ctia 48 khang thé khang mesothelin Rb-hu-xi dugc
tinh sach.

[0043] Hinh 6 thé hién két qua hi¢u lyc dya trén té bao in-vitro cho cac thé lién hop
khéang mesothelin-AuF.

[0044] Hinh 7 thé hién dic tinh gén epitop ctia cdc khang thé khang mesothelin.

12
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[0045] Hinh 8 thé hién céc két qua phan tich DSC cho céc khang thé 345A12 dugc
ngudi hoa. Cac manh 345A12 F(ab')2 dugc tién hanh phén tich nhiét trong khoang tir
25-100°C sir dung toc do quét 1a 100°C/gid.

[0046] Hinh 9 thé hién su dn dinh cia MORADb-109 (345A12-HC15-LC4-VCP-
eribulin) (DAR2) trong cac nén khac nhau.

[0047] Hinh 10A va Hinh 10B thé hién hiéu qua khang khdi u (Hinh 10A) va su thay
d6i khéi lwong co thé (Hinh 10B) & md hinh méanh ghép khéc loai ung thw phoi khong
phai té bao nhd & nguodi (NSCLC) NCI-H2110 duge diéu tri v6i 345A12-HC1-LC2-
diOH eribulin dime ADC & 2,5 mg/kg hodc 102A6A2-HC1-LC2-diOH eribulin dime
ADC & 2,5 mg/kg (Nghién ctru M109-004-2016).

[0048] Hinh 11A va Hinh 11B thé hién su thay ddi khéi luong co thé cia chudt cai
CD-1 dugc diéu tri véi 345A12-HC1-LC2-diOH eribulin dime ADC (5, 10, 15, hodc 20
mg/kg) (Hinh 11A) hodc 345A12-HC15-LC4-diOH eribulin dime ADC (5, 10, hodc 20
mg/kg) (Hinh 11B) (Nghién ctru M109-006-2017).

[0049] Hinh 12A va Hinh 12B thé hién hi¢u qua khéng khéi u (Hinh 12A) va sy thay
dbi khéi luong co thé (Hinh 12B) trong mo hinh manh ghép khéc loai NSCLC NCI-
H2110 & nguoi duge diéu tri voi 345A12-HC10-LC4-diOH eribulin dime ADC & 2,5
mg/kg hodc 345A12-HC15-LC4-diOH eribulin dime ADC & 2,5 mg/kg (Nghién ciru
M109-007-2017).

[0050] Hinh 13A va Hinh 13B thé hién hiéu qua khéng khéi u (Hinh 13A) va sy thay
d6i khéi lugng co thé (Hinh 13B) trong mo6 hinh méanh ghép khéc loai ung thu da day
NCI-N87 & nguoi dugce diéu tri v6i MORADb-109 (DAR2 hoic DAR6) (Nghién ciu
M109-010-2018).

[0051] Hinh 14A va Hinh 14B thé hién hiéu qua khang khéi u (Hinh 14A) va su thay
dbi khéi lwvong co thé (Hinh 14B) trong md hinh manh ghép khéc loai ung thu trung biéu
md HAY & ngudi duge didu tri véi MORAD-109 (DAR2 hodc DARG6) hodc eribulin
(Nghién ciru M109-010-2018).

[0052] Hinh 15A va Hinh 15B thé hién hiéu qua khang khéi u (Hinh 15A) va su thay
ddi khdi lugng co thd (Hinh 15B) ¢ md hinh ung thu trung biéu mdé PDX & ngudi
(Mes07212) dugc diéu tri véi MORAb-109 (DAR6) hodc eribulin.

13
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[0053] Hinh 16A va Hinh 16B thé hién hiéu qua khang khdi u (Hinh 16A) va sy thay
dbi khéi luong co thé (Hinh 16B) & md hinh ung thu trung biéu md PDX & ngudi
(Meso7212) dugc diéu trj voi cac loai DAR khac nhau cia MORAD-109 hodc eribulin.

[0054] Hinh 17 thé hién viéc phan tich mbi tuong quan gitta viéc biéu hién mesothelin
(MSLN) va hiéu lyc in vitro (ICso) cua eribulin va MORAb-109 (DAR2 va DARG) trong
cac dong té bao khac nhau. MBoi twong quan cho MORAb-109 (DAR2) dugc phén tich
trong tat ca 51 dong té bao va trong tap con cla cic dong té bao véi cac mic biéu hién
mesothelin cao hon (viéc nhudm FACS cta cuong d6 huynh quang trung binh (MFI)
bang hoic > 80). Tap hop con loai trix cac dong té bao v6i cac mirc biéu hién mesothelin

thip hon (viéc nhuém FACS 1a MFI < 80).

[0055] Hinh 18A-C thé hién hiéu qua khang khéi u (Hinh 18A va Hinh 18B) va sy
thay dbi khéi lugng co thé (Hinh 18C) trong mé hinh manh ghép khéc loai ung thu da
day NCI-N87 & ngudi dugc diéu trj véi cic lidu khéc nhau cia MORAb-109 (DAR?2)
nim trong khoang tir 5 mg/kg dén 25 mg/kg.

[0056] Hinh 19 thé hién cac ndng d6 (ng/mL) cia MORAD-109 (DAR2) toan phan va
nguyén ven & chudt mang khdi u NCI-N87 sau khi didu trj véi cac liéu khic nhau cta

MORAb-109 (DAR2) nam trong khoang tir 5 mg/kg dén 25 mg/kg.

[0057] Hinh 20A va Hinh 20B thé hién hiéu qua khang khéi u (Hinh 20A) va su thay
d6i khdi lugng co thé (Hinh 20B) trong md hinh manh ghép khac loai ung thu budng
trimg OVCAR-3-A1-T1 & ngudi dugce diéu tri véi MORAD-109 (DAR2) (5 mg/kg) hodc
eribulin (0,1 hodc 3,2 mg/kg).

[0058] Hinh 21A va Hinh 21B thé hién hiéu qua khang khéi u (Hinh 21A) va su thay
ddi khéi lwong co thé (Hinh 21B) trong mo hinh NSCLC PDX (LC-F-25) & ngudi dugc
diéu tri véi MORADb-109 (DAR2) (10 mg/kg) hodc eribulin (0,1 hodc 3,2 mg/kg).
[0059] Hinh 22A va Hinh 22B thé hién hiéu qua khéng khdi u (Hinh 22A) va su thay
ddi khéi lugng co thé (Hinh 22B) trong mo hinh NSCLC PDX (LXFA-737) & ngudi
dugc diéu tri véi MORAD-109 (DAR2) (10 mg/kg) hodc eribulin (0,2 hodc 3,2 mg/kg).
[0060] Hinh 23A va Hinh 23B thé hién hiéu qua khang khdi u (Hinh 23A) va su thay
dbi khéi luong co thé (Hinh 23B) trong mo hinh manh ghép khéc loai ung thu da day
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NCI-N87 & nguoi duge didu tri voi liéu don cia MORAD-109 (DAR2 hodc DARG) &
10 mg/kg (3 chudt mdi nhom).

[0061] Hinh 24A va Hinh 24B thé hién DAR cia MORADb-109 (DAR2) (Hinh 24A)
hoic MORADb-109 (DARG6) (Hinh 24B) trong cac mau huyét twong tlir chudt mang khéi
u NCI-N87 sau khi didu tri v6i lidu don cia MORAD-109 (DAR2 hodc DARG) & 10
mg/kg.

[0062] Hinh 25A va Hinh 25B thé hién tinh gay dc té bao (% tiéu diét) cia MORAD-
109 (DAR2) (Hinh 25A) hodc BAY 94-9343 (Hinh 25B) trén cac té bao ung thu da day
NCI-N87. Ca cac ADC khang MSLN duogc danh gia riéng 1€ va trong sy ¢6 mdt cua
khang thé khong dugc lién hop.

[0063] Hinh 26A va Hinh 26B thé hién hoat tinh ADCC ctia MORAb-109 (DAR2) va
345A12-HC15-LC4 (Hinh 26A) hodc BAY 94-9343 va anetumab (Hinh 26B), nhu dugc
do boi thir nghiém luciferaza. Hoat tinh ADCC dugc tinh toan béi dién tich tuong dbi
dudi duong cong (AUC).

[0064] Hinh 27 thé hién viéc phan tich do on dinh cta cac ADC khang MSLN,
MORADb-109 (DAR2) va BAY 94-9343, trong huyét twong & nguoi va chudt.

[0065] Hinh 28A va Hinh 28B thé hién hiéu qua khang khoi u (Hinh 28A) va su thay
ddi khéi lugng co thé (Hinh 28B) trong md hinh méanh ghép khac loai ung thu da day
NCI-N87 & ngudi duoc didu tri véi MORAb-109 (DAR2) (5 mg/kg), BAY 94-9343 (5
mg/kg), hodc eribulin (1 mg/kg).

[0066] Hinh 29A va Hinh 29B thé hién hiéu qua khang khdi u (Hinh 29A) va sy thay
d6i khéi luong co thé (Hinh 29B) trong md hinh méanh ghép khac loai u trung biéu md
HAY & ngudi duoc diéu tri véi MORAD-109 (DAR2) (5 mg/kg), BAY 94-9343 (5
mg/kg), hodc eribulin (1 mg/kg).

[0067] Hinh 30A va Hinh 30B thé hién hiéu qua khang khéi u (Hinh 30A) va sy thay
d6i khdi luong co thé (Hinh 30B) trong mo hinh u trung biéu md PDX & ngudi
(Meso7212) duge didu tri vé6i MORAb-109 (DAR2) (10 mg/kg), BAY 94-9343 (10
mg/kg), eribulin (1 mg/kg), hoic DM4 (0,3 mg/kg).

[0068] Hinh 31A va Hinh 31B thé hién hiéu qua khéng khéi u (Hinh 31A) va su thay
ddi khéi lwong co thé (Hinh 31B) trong mé hinh NSCLC PDX & ngudi (LXFA-586)
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duoc didu tri véi MORAb-109 (DAR2) (25 mg/kg), BAY 94-9343 (DAR ~ 4) (25
mg/kg), hodc eribulin (3,2 mg/kg).

[0069] Hinh 32A va Hinh 32B thé hién hiéu qua khang khdi u (Hinh 32A) va sy thay
ddi khdi luong co thé (Hinh 32B) trong md hinh NSCLC PDX ¢ ngudi (LXFL-529)
duge diéu tri v6i MORAD-109 (DAR2) (25 mg/kg), MORAb-109 (DAR2) (12,5
mg/kg), MORAD-109 (DAR2) (12,5 mg/kg, QWx3), BAY 94-9343 (DAR ~ 4) (12,5
mg/kg), hodc eribulin (3,2 mg/kg).

MG ta chi tiét sang ché

[0070] Céc hop phan va phuong phép dugc boc 16 c6 thé dugc hidu d& dang hon bang
cach tham chiéu dén phan mo ta chi tiét dudi day két hop véi cc hinh v& kém theo, ma
tao thanh mot phan ciia ban md ta ndy. Can phai hiéu rang thuét ngit duge st dung &
day chi nhim muc dich md ta cc phuong 4n cu thé bang cach lam vi du va khong nham
gidi han céc ché phdm va phuong phap dugc yéu cau bao ho trir khi ngft canh chi ra
khac di.

[0071] Trong toan by ban mo ta, phin mo ta dé cap dén cac ché pham va cac phuong
phap st dung céc ché phém. Khi sang ché m6 ta hogc yéu cdu bao ho ddu hidu hoic
phuong an lién quan dén ché phdm, ddu hiéu hodc phuong 4n nay co thé 4p dung ngang
bing v&i cac phuwong phéap st dung ché pham. Tuong tu nhu vay, khi sang ché mo ta
hodc yéu ciu bao ho vé dau hiéu hodc phuong 4n lién quan dén phuong phép sir dung

hop phan, d4u hiéu hogc phuong én nay co thé ap dung ngang bang v6i hop phan.

[0072] Khikhoang cac gia tri dugc néu ra, nd bao gdm céc phuong 4n st dung gi4 tri
cu thé bét ky & trong khoang gié trj d6. Hon nita, viéc dé cap dén céac gia tri duge néu
trong khoang gia tri nay bao g6m mdi gia tri va moi gid tri & trong khoang gia tri do. Tat
ca cac khoang gié tri déu bao gdm cac diém dAu nat cua ching va c6 thé két hop. Khi
céc gia tri duge biéu dién dudi dang xap xi, bing cach st dung tr dimg trude “khoang”,
né6 s& duge hidu ring gia tri cu thé nay tao thanh mdt phuong an khac. Viée dé cap dén
gié tri bang s6 cu thé bao gdm it nhit 14 gi tri cu thé do, trir khi ngit canh quy dinh 18
rang 1a c¢6 nghia khéc. Viéc sit dung "hodc" s& c6 nghia 1a "va/hodc" trir khi ngit canh cu
thé cua viéc st dung né quy dinh 1a c6 nghia khac. Tét ca cac tai liéu tham khao duoc
vién dan trong ban md ta nay dugc két hop dé tham khao cho muyc dich bat ky. Khi tai

liéu tham khao va ban mo ta ndy mau thuin v6i nhau, thi hiéu theo ban mo ta nay.
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[0073] Cén hiéurd rang cac ddu higu nhAt dinh cta cac ché phdm va céc phuong phap
duogc boc 10, dé cho rd rang, duge mo ta & ddy trong ngit canh cia cic phuong an riéng
18, cling c6 thé dugc cung cép & dang két hop trong phuong 4n don lé. Nguoc lai, cac
d4u hiéu khac nhau ciia céc ché phim va cac phuong phap dugc boc 16 ma, dé cho ngén
gon, dugc mo ta trong ngit canh phuong 4n don I€, cling co thé dugc cung cap riéng ré

hoic trong dang két hgp con bat ky.

Dinh nghia

[0074] Céc thuat nglt khac nhau lién quan dén céc khia canh cua sang ché dugc st
dung xuyén sudt ban mo ta va cac yéu clu bao ho. Cac thuat ngit ndy c6 nghia théng
thuong trong linh vuc trir khi ¢6 chi din khac. Céc thuat ngit dugc xac dinh cu thé khac

s& duoc hiéu theo cach théng nhét véi dinh nghia da néu trong ban mo ta nay.

[0075] Nhu dugc st dung ¢ day, cac danh tir & dang s it bao gdm ca nghia s6 nhidu

trir khi ngtr canh chi ra rd rang theo cach khéc.

[0076] Cac thuat ngit "khodng" hodc "x4p xi" trong ngit canh cla gia tri va khoang gia
trj bang s dung dé chi cac gié tri hogc khoang gia tri ma xép xi hodc gan v&i gid tri hodc
khoang gia tri dugc chi ra sao cho phuong an ¢6 thé thuc hién nhu du dinh, nhu ¢6 lugng
mong mudn clia cac axit nucleic hodc cac polypeptit trong hdn hop phan tng, nhu duge
hidu ro d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc tr cac hudng dan c6 trong
tai liéu nay. Do d6, cac thudt nglt nay bao gdm céc gia tri ngoai nhitng gié tri do 16i hé
thdng. Theo mét s& phuong an, khoang c6 nghia 1a cdng hodc trir 10% cuia lwong bang
s9.

[0077] Céc thuat ngit "thé lién hop thudc-khang thé," "thé lién hop khang thé," "thé
lién hop," "thé lién hop mién dich," va "ADC" duoc sir dung thay thé cho nhau, va dung
@& chi hop chét trj liéu (vi du, gdc eribulin) ma dugc lién két v6i gbe khang thé va dugc
xac dinh boi cong thirc chung: Ab-(L-D), (Cong thirc I), trong d6 Ab la gbc khang thé
(vi du, khang thé hoic manh gin khang nguyén), L 14 gbc cau nbi, D 1a gbc thude (vi
du, gbc thude eribulin), va p 1a s6 luong cua cac gbe thude mdi gde khang thé. Trong
cac ADC bao gdm gbc thube eribulin, "p" ding dé chi s luong cua cac gbe eribulin
duoc lién két voi gbe khang thé. Trong mot s& phuong an, cdundi L c6 thé bao gdbm gbce
c6 thé phan cit ma c6 thé hoic lién két truc tiép v6i gbc khang thé va v6i hop chét tri

liéu, hodc gbc co6 thé phan cdt ¢6 theé dugc lién ket véi mot trong hai hodc ca hai géc
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khéng thé va hop chét tri liéu boi (cac) don vi dém. Theo mot ) phuong an, khi don vi

dém gén gbc co thé phan cét vao hop chét tri liéu, n6 1a don vi dém ty diét.

[0078] Thuat ngit "khang thé” duoc str dung theo nghia rong nhit ding dé chi phan tir
globulin mién dich ma nhén dién va gén dic hidu véi muyc tiéu, nhu protein, polypeptit,
carbohydrat, polynucleotit, lipit, hodc dang két hop cia cac chét néu trén thong qua it
nh4t mot vi tri nhéan dién khang nguyén trong ving bién dbi cua phan tir globulin mién
dich. Chudi ning cta khang thé dugc cu thanh tir mién bién dbi chudi nang (VH) va
viing khong d4i chudi nang (CH). Chudi nhe dugc cAu thanh tir mién bién doi chudi nhe
(VL) va mién khong déi chudi nhe (CL). Bdi véi cac muc dich cua don nay, cac mién
bién dbi chudi nhe va chudi ning truéng thanh mdi trong s6 chung bao gébm ba ving
x4c dinh b sung (CDR1, CDR2 va CDR3) trong bdn vung khung (FR1, FR2, FR3, va
FR4) dugc sip xép tir dAu tan cing N dén dau tan cung C: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, va FR4. “Khéng thé" ¢6 thé c6 trong tuy nhién hodc do con nguoi tao ra,
ching han nhu khang th8 don dong dwoc san xuat bang cong nghé té bao lai thong
thuong. Thuat nglt "khang thé" bao gdm cac khang thd don dong chiéu dai day du va
cac khang thé da dong chiéu dai day du, cling nhu cac manh khang thé chang han nhu
Fab, Fab', F(ab")2, Fv, va cac khang thé chudi don. Khang thé c6 thé thude mot trong
nim 16p chinh cia globulin mién dich: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, hodc céc phan 16p
ctia ching (vi du nhu, céc isotyp IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4). Thuat ngit con bao ham cac
khang thé ngudi, cac khang thé kham, cac khang thé dugc nhan héa va phan tir globulin
mién dich dugc cai bién bat ky chira vi tri nhan biét khang nguyén, mién 1a né chimg to

hoat tinh sinh hoc mong muédn.

[0079] Thuat ngit "khang thé don dong" nhu duge st dung & day dung dé chi khang
thé thu duoc tir quin thé cac khang thé vé co ban ddng nhét, nghia 13, cac khéng thé
riéng 1¢ bao gdm quin thé gidng nhau ngoai trlr cac dot bién c6 thé xuét hién trong tu
nhién ma c6 thé c6 mit véi cac lvong nho. Khang thé don dong c6 tinh ddc hiéu cao,
duoc dinh hudng chéng lai epitop c6 tinh khang nguyén don 1é. Nguoc lai, cac ché phdm
khang thé (da dong) thong thudng thuong bao gbm vo sé khang thé dinh huéng chéng
lai (hodc dac hidu dbi véi) cac epitop khac nhau. Tur bd nghia “don dong” chi ra dic
diém cua khang thé 12 thu dugc tir quan thé v& co ban ddng nhét cta khang thé, va khong
duoc hidu 1a doi héi sy san xuét khang thé bing phuong phép cu thé bat ky. Vi du, cac

khang thé don dong can dugc st dung theo sang ché c6 thé duoc tao ra bang phwong
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phap lai té bao duge md ta 1An dAu boi Kohler et al. (1975) Nature 256:495, hodc c6 thé
duoc tao ra bang cac phuong phap ADN tai t6 hop (xem, vi dy, patent My 56 4,816,567).
Céc khang thé don dong ciing ¢6 thé duoc phan 1ap tir cac thu vién khang thé phago st
dung céc k¥ thuat dugc md ta trong Clackson et al. (1991) Nature 352:624-8, va Marks
et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-97, vi du.

[0080] Céc khang thé don dong dugc md ta & ddy cu thé 1a bao gdm céc khang thé
"kham”, trong d6 mot phan ctia chudi ning va/hodc chudi nhe 1a gidng hét hoic twong
ddng véi céc trinh ty twong Gng trong cic khang thé c6 ngudn gde tir cac loai cu thé
hodc thudc vé 16p hodc phan 16p khédng thé cu thé, trong khi phan con lai cia (cac) chudi
gidng hét hoic twong ddng véi cac trinh tu twong ng trong cac khang thé c¢6 ngudn gbc
tr cac loai khac hodc thudc vao 16p hodc phan 16p khang thé khéc, cling nhu cdc manh
clia cac khang thé nay, mién 13 ching gin dic hiéu khdng nguyén muyc tiéu va/hodc thé

hién hoat tinh sinh hoc mong mubn.

[0081] Thuat ngit “khang thé kham” nhw dugc st dung & day, ding dé chi céc khang
thd trong d6 trinh ty axit amin ctia phan tir globulin mién dich c6 ngudn gbc tir hai hoic
nhiéu loai. Trong mot sb truong hop, cac vung bién dbi cta ca chudi ning va chudi nhe
tuong tng voi cac vung bién ddi ctia cac khang thé c6 ngudn gbc tir mot loai véi tinh
dic hiéu, 4i luc va hoat tinh mong muébn trong khi cdc ving khong d6i twong ddng véi
cac khang thé c6 ngudn gdc tir loai khac (vi dy, con ngudi) dé giam thiéu dap tmg mién

dich ¢ loai sau.

[0082] Nhu dugc st dung & day, thuat ngit "khang thé dugc ngudi héa" ding dé chi
cac dang khang thé ma bao gém cac trinh ty tir céc khang thé khong phai & ngudi (vi
du, & tho) ciing nhu cac khang thé & ngudi. Céc khéng thé nay 1a cac khang thé kham
ma chtta céc trinh tu tdi thiéu c6 ngudn gbc tir globulin mién dich khong phai ¢ ngudi.
Noéi chung, khang thé duoc nguoi hda bao gém vé& co ban tht ca cia it nhat mot, va
thuwong 12 hai, mién bién dbi, trong d6 tAt ca hogic vé co ban tit ca cac vong sidu bién ddi
tuong ng v6i cia globulin mién dich khong phai & ngudi va tat ca hodc vé co ban tat
c4 cac ving khung (FR) 1a cac vung FR cta trinh ty globulin mién dich & nguoi. Khing
thé dugc 1am cho giéng ngudi ty ¥ con ¢ chira it nhét 12 mot phan cta ving khong ddi
globulin mién dich (Fc), thuong 1a ving khong d6i ciia globulin mién dich & ngudi.

Khéng thé dugc 1am cho gidong nguoi c¢6 theé dugce cai bién thém bang su the cia cac gbe,
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trong cac vung khung Fv va/hodc ¢ trong cac gdc khong phai & ngudi duge thay thé dé

lam tinh va ti wu hoa tinh dic hiéu, 4i luc, va/hodc hoat tinh ciia khang thé.

[0083] Thuit nglt "ménh gén khang nguyén", "mién gin khang nguyén" hodc "phén
gin khang nguyén" cua khang thé, nhu dugc st dung & dy, dung d& chi mot hodc nhidu
manh cia khang thé hoic protein giit lai kha nang gin dic hiéu véi khang nguyén (vi
du, mesothelin). Cac manh gan khing nguyén ciing c6 thé giit lai kha ning ndi héa vao
trong té bao biéu hién khang nguyén. Trong mot sd phuong 4n, cac manh gén khang
nguyén ciing gitt lai hoat tinh tac dong mién dich. P4 ching minh dugc rang céc manh
cia khang thé c6 chiéu dai dly du co thé thuc hién chirc ning gan khang nguyén cla
khang thé c6 chiéu dai ddy du. Cac vi du clia cdc manh gin dugc bao ham trong thuét
ngit "manh gin khing nguyén", “mién gin khang nguyén” hodc "phan gin khang
nguyén" cua khéng thé bao gdm (i) manh Fab, manh hoéa tri mot gdm cac mién VL, VH,
CL, va CCHI; (ii) manh F(ab")2, manh hoa tri hai bao gdm hai manh Fab dugc néi bang
cAu disulfit & ving ban 18; (iii) manh Fd gdm cac mién VH va CH1; (iv) manh Fv gém
cac mién VL va VH ciia tay don ctia khang thé; (v) manh dAb, ma bao gdm mién bién
dbi don 18, vi du, mién VH (xem, vi du, Ward et al. (1989) Nature 341:544-6; va cong
bd quéc té s6 WO 1990/005144); va (vi) ving xac dinh b sung (CDR) dwoc phén Iép.
Ngoai ra, mac du hai mién ctia manh Fv, VL va VH, dugc ma hoa boi cac gen riéng biét,
chiing c6 thé duoc két hop, sit dung céc phuong phap tai t6 hop, bang cau ndi tong hop
ma cho phép chung dugc tao ra dusi dang chudi protein don 1¢ trong d6 cac ving VL
va VH ghép d6i dé tao thanh cac phan tir héa tri mot (dwgc goi la Fv chudi don (scFv)).
Xem, vi du, Bird et al. (1988) Science 242:423-6; va Huston et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-83. Cac khéng thé chudi don nay cling dugc dy dinh dugce bao
ham & trong thudt nglt "manh gin khang nguyén" hoic "phan gin khang nguyén" cua
khéng thé, va duoc biét dén trong linh vuc duéi dang kiéu vi du ciia manh gén ma co
thé ndi hoa vao trong té bao khi gén (xem, vi du, Zhu et al. (2010) 9:2131-41; He et al.
(2010) J. Nucl. Med. 51:427-32; va Fitting et al. (2015) MAbs 7:390-402). Theo cac
phuong 4n nhét dinh, phan ti scFv c6 thé dugc két hop vao protein dung hop. Céc dang
khang thé chudi don khac, ching han nhu diabody ciing dugc bao ham. Céac khang thé
dime la cac khéng thé hoa tri hai, dic hiéu kép trong d6 céc mién VH va VL duge biéu
hién trén chudi polypeptit don 1&, nhung stt dung cau ndi qua ngin @ cho phép viéc

ghép cap gitra hai mién trén cing mot chudi, do d6 budc cdc mién két cap v6i cac mién
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bd sung ctia chudi khac va tao ra hai vi tri gén khang nguyén (xem vi du, Holliger et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-8; va Poljak et al. (1994) Structure 2:1121-
3). Cac manh gén khang nguyén thu duoc st dung cac k¥ thuat thong thuong da biét dbi
v6i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc, va cdc manh gian nay dugc sang loc dé
str dung (vi du, &i luc gén, sw ndi hoa) theo cung cach nhu cac khang thé nguyén ven.
Céc manh gan khang nguyén c6 thé dwoc didu ché bang su phan cit ciia protein nguyén

ven, vi du, biang proteaza hodc sy phan cat hoa hoc.

[0084] “Noi héa" nhu dugc sir dung & ddy khi tham chiéu dén khéng thé hofic manh
gin khang nguyén dung dé chi khang thé hozc manh gin khang nguyén ma c6 kha ning
duoc dua qua mang hai 16p lipit cia té bao vao ngin bén trong (nghia 1, "duoc ndi hoa")
khi gén véi té bao, dién hinh 14 vao khoang phan huy trong té bao. Vi duy, khang thé
khang mesothelin ndi hoéa la khang thé c6 kha ning dugc dua vao trong té bao sau khi
gin v6i mesothelin trén mang té bao. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hodc manh
gin khang nguyén dugc st dung trong cac ADC dugc boc 10 & ddy hudng muyc tiéu
khang nguyén bé mat té bao (vi dy, mesothelin) qua khang thé noi héa hoac manh gin
khang nguyén ndi hoa (cho phép ADC chuyén qua mang té bao sau khi gin khing

nguyén).

[0085] Thuat ngit "mesothelin” hodc "MSLN," nhu dugc sir dung ¢ day, dung dé chi
dang nguyén ban bit ky ctia mesothelin & nguoi (MSLN). Thuét ngt bao ham
mesothelin c6 chidu dai ddy da (vi du, Trinh tw tham chiéu NCBI: AAC50348.1), ciing
nhu dang bat ky ctia mesothelin & ngudi ma dugce tao thanh tir viée xt ly té bao. Thuét
ngit cling bao ham céc bién thé c6 trong tu nhién ctia mesothelin, bao gbdm nhung khong
gi6i han & cac bién thé ghép ndi, cac bién thé alen, va cac dang ddng dang. MET ¢6 thé
dugc phan 14p tir nguoi, hodc co thé duoc san xuét theo cach tai td hop hodc biang cic
phuong phép tong hop. Thuat ngit cling 6 thé bao ham bién thé tdng hop bat ky ma
khang thé khang mesothelin, vi du, khing thé duoc boc 16 & ddy va/hodc méanh gén

khang nguyén, c6 thé gén dic hiéu.

[0086] Thuat ngit "khang thé khdng mesothelin" hodc "khang thé ma gin dic hidu
mesothelin" ding dé chi bat ky dang khang thé hodc méanh ctia n6é ma gin dic hidu véi
mesothelin va bao ham céc khang thé don dong (bao gdm cac khang thé don dong c6
chidu dai ddy du), cac khang thé da dong va céc méanh khang thé chirc nang sinh hoc

mién 14 chung gin dic hiéu mesothelin. Trong mot s& phuong 4n, khang thé khang
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mesothelin dugc st dung trong cdc ADC duge boc 10 ¢ day 1a khang thé ndi hoa hoic
manh khang thé ndi héa. 345A12 (vi du, 345A12-HC15-LC4) va 102A6A2 1a cac khang
thé khang mesothelin & ngudi ndi hoa. Nhu duogce sit dung & ddy, cdc thudt nglt "déc
hiéu", "gén dac hiéu" va "gén mot cach dac hiéu" dung dé chi viéc gén chon loc cua
khéng thé véi biéu md khang nguyén dich. Céc khéang thé ¢6 thé dugc thir nghiém vé
tinh dic hiéu cua viéc gin bang cach so sénh viéc gén v6i khang nguyén thich hop véi
viéc gén véi khang nguyén khong lién quan hodc hdn hgp khang nguyén trong tip cac
didu kién nhat dinh. Néu khang thé gén v6i khang nguyén thich hop v6i 4i lyc nhiéu hon
it nhét 2, 5, 7 hodc 10 13n so v6i khang nguyén hodc hdn hop khang nguyén khong lién
quan, thi n6é dugc coi 1a dic hiéu. “Khang thé dic hiéu” hodc “khang thé dic hiéu muc
tiéu” 1a khang thé ma chi gén vé6i khang nguyén muc tiéu (vi du, mesothelin), ma khong

gan (hodc thé hién sy gan to6i thiéu) véi cac khang nguyén khac.

[0087] Thuét ngit "epitop" dung dé chi phan cua khang nguyén c6 kha ning dugc nhén
biét va duoc gan dic hiéu bsi khang thé. Khi khang nguyén 13 polypeptit, cac epitop té
bao B ¢6 thé dugc tao thanh tir cc axit amin lién ké hodc cac axit amin khong lién ké
dwgc dé gan nhau béi su cudn gp bac ba clia polypeptit d. Epitop duge gén boi khang
thé ¢6 thé duogc xac dinh biang cach sir dung k¥ thuat 1ap ban b epitop bat ky da biét
trong linh vuc, bao gém tinh thé hoc tia X dé xéac dinh epitop bang cach truc quan hoa
truc tiép phtrc hop khang nguyén-khéng thé, cling nhu 13 gidm sat viéc gén clia khang
thé véi cac manh hodc cac dang bién dbi dot bién ciia khang nguyén, hodc giam séat kha
ning tiép can dung mdi ciia cac phén khac nhau cta khang thé va khang nguyén. Cac
chién lugce vi du dung dé 1ap ban dd cac epitop khéng thé bao gdbm, nhung khong bi gi6i
han &, quét oligo-peptit dua trén mang, phan giai protein han ché, gay dot bién dinh
huéng vi tri, 1ap ban d6 gay dot bién thong lwong cao, trao d6i hydro-doteri, va do khéi
phd (xem, vi du, Gershoni et al. (2007) 21:145-56; va Hager-Braun and Tomer (2005)
Expert Rev. Proteomics 2:745-56).

[0088] Viéc gén canh tranh va tao nhém epitop cling co thé dugc st dung dé x4c dinh
cac khang thé chia sé cac epitop giéng hét hoic chdng 14p. Viéc gin canh tranh c6 thé
duoc danh gia st dung thir nghi€ém chén chéo, ching han nhu thir nghiém dwgc mo ta
trong "Antibodies, A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory, Harlow and
Lane (4n ban thir 1 1988, 4n ban thir 2 2014). Theo mot s6 phuong 4n, viéc gin canh

tranh dwgc xac dinh khi khang thé hodc protein gan thir nghiém lam giam sy gin cla
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khang thé hoic protein gin tham chiéu véi khang nguyén muc tiéu nhu mesothelin (vi
duy, protein gén bao gém cac CDR va/hoac cac mién bién ddi dugc lua chon tir cac CDR
va/hoic cac mién bién dbi duge xac dinh trong cdc Bang 1-3), bai it nhit khoang 50%
trong thir nghiém chan chéo (vi du, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, 99,5%, hodc
nhiéu hon, hodc ty 1& ph?m tram bat ky & gitta), va/hodc ngugc lai. Theo mot sb phuong
an, viéc gén canh tranh c6 thé 1a do céc epitop chung nhau hoéc twong tu (vi du, géi 1én
nhau mot phan), hoic do su can tré khong gian khi cac khang thé hodc cac protein gin
gén tai cac epitop 1an cin (xem, vi dy, Tzartos, Methods in Molecular Biology (Morris,
ed. (1998) vol. 66, pp. 5566)). Theo mot sb phuong an, sy lién két canh tranh c6 thé
duoc st dung dé phan loai cdc nhém cua protein lién két ma c6 chung céc epitop twong
tu. Vi du nhu, cac protein lién két ma canh tranh dé lien két c6 thé duge " gom lai" dudi
dang nhom ciia cac protein lién két ma c6 cac epitop gbi 1én nhau hoic & gin nhau, trong
khi cac protein lién két ma khéng canh tranh dugc dat trong nhém riéng ré ciia protein

lién két ma khong co céc epitop goi 1én nhau hodc ¢ gan nhau.

[0089] Thuat ngit "kon" hodic "k." diing dé chi hing s6 téc do lién két cho su két hop
cta khang thé véi khang nguyén dé tao thanh phtic hop khéng thé/khang nguyén. Toc
d6 nay c6 thé dugc xac dinh bang cach st dung céc thit nghiém tiéu chudn, nhu cong

huéng plasmon bé mit, phép do dd can tré 16p sinh hoc, hodc thir nghiém ELISA.

[0090] Thuét nglt "kott" hodc "kd" dung dé chi hang sb tbc d6 phan ly cho su phan ly
cua khang thé tir phirc hop khang thé/khang nguyén. Téc d6 nay c6 thé duoc xac dinh
bang céch sir dung cac thir nghiém tiéu chudn, nhu cong hudng plasmon bé mit, phép

do dd can trd 16p sinh hoc, hodc thir nghiém ELISA.

[0091] Thuat ngir "Kp" dung dé chi hing s can bang phan ly clia su twong tac khang
thé-khang nguyén cu thé. Kp dugc tinh bing ka/ka. Tdc d6 nay c6 thé duge xac dinh
bang cach sir dung cic thit nghiém tiéu chuén, ching han nhu cong hudng plasmon bé

mat, phép do d6 can trd 16p sinh hoc, hodc thir nghiém ELISA.

[0092] Thuat ngit "p" hodc "tai lugng thudc" hodc "ty 18 thudc:khang thé" hoic "ty 1&
thubc-voi-khang thé" hodc "DAR" ding dé chi sb lugng cia céc gbc thube mdi gbc
khang thé, nghia 13, tai luong thudc, hodc sb lwong cua cac gde -L-D mbi khang thé hoic
manh gin khang nguyén (Ab) trong cac ADC c6 Cong thuc (I). Trong cdc ADC bao

gom gbc thudc eribulin, "p" dung dé chi so lugng clia cc goc eribulin dugc lién két véi
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gbc khang thé. Vi du, néu hai gbc eribulin dugc lién két voi gbe khang thé, p = 2. Trong
céc ché phdm bao gdm nhiéu ban sao ctia cic ADC c6 Cong thirc (I), "p trung binh"
dung dé chi sb trung binh ctia céc gbc -L-D mdi khing thé hodc manh gin khang nguyén

trong quan thé ctia cac ADC, ciing dugc goi 1a "tai lugng thuéc trung binh.”

[0093] "Cau ndi" hoic "gbc cau ndi" dugc sir dung & day dung dé chi gbc héa hoc bt
ky ma c6 kha nédng lién két cong hoa tri hop chit, thuong 1a gbc thubce ching han nhu
eribulin, v&i gbe khac ching han nhu gbc khang thé. Cac cau ndi c6 thé nhay cam véi
hodc vé co ban khang su phan cat duoc gdy ra bdi axit, su phin cit dugc gay ra badi
peptidaza, sy phan c&t dua trén 4nh sang, su phan cit dugc giy ra bdi esteraza, va/hodc
su phén cit lién két disulfit, & cac didu kién ma trong d6 hop chit hodc khéng thé van

duy tri hoat tinh.

[0094] = Thuat ngit "tac nhan" dugc st dung & ddy dung dé chi hop chit hoa hoc, hdn
hop cta céc hop chét héa hoc, dai phén tr sinh hoc, hoac chét chiét duoc tao ra tir cac
nguyén liéu sinh hoc. Thudt ngit "tdc nhan tri liéu" hoac “thudc" dung dé chi tac nhan
ma c6 kha nang diéu bién quy trinh sinh hoc va/hodc cé hoat tinh sinh hoc. Eribulin

monome duoc mo ta ¢ day 1a tdc nhan tri li¢u vi du.

[0095] Thuét ngilt "tadc nhan hoa tri liéu" hodc “tdc nhan chéng ung thu" dugc sir dung
& day 1a dé cap dén tat ca cac tAc nhan ma hitu hiéu trong viéc diéu tri ung thu bét ké co
ché hoat dong nao. Sy tc ché di can hodc hinh thanh mach thudng 13 dic tinh cla tdc
nhéan hoa tri liéu. Cac tac nhan hoa tri li€u bao gém cac khang thé, cac phén tr sinh hoc,
va cac phan tir nho, va bao ham eribulin, nhu duge mo ta & day. Tac nhan hoa tri li€u c6
thé 1a tic nhan gay doc té bao hodc kim ham té bao. Thuat ngit "tdc nhan kim him té
bao" dung dé chi tic nhan ma e ché hodc kim ham sy sinh truéng té bao va/hoic su
nhén 1én cta cac té bao. Thuat ngit "tic nhan gy doc té bao" ding dé chi chat ma gay
ra su chét t& bao chu yéu bang cach can thiép vao hoat dong biéu hién va/hodc thuc hién

chirc ndng cuia té bao.

[0096] Thuét ngit "eribulin" hodc "eribulin monome," nhu dugc st dung ¢ day, dung
@& chi chét trong tu tdng hop cua halichondrin B, hop chit macroxyclic ma dugc phan
1ap ban dAu tr bot bién Halichondria okadais. Eribulin 1a chét wrc ché dong luc hoc vi
bng, dugc cho 13 gin vdi tubulin va gy ra su bat giit chu ky té bao & pha G2/M bang

cach trc ché su lip rap thoi phan bao. Thuat ngit "eribulin mesylat" dung dé chi mubi
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mesylat ctia eribulin, dugc bén trén thi trudng véi tén thuong mai Halaven™. Cac chét
twong tu eribulin vi dy bao gbm cac chit dugc thé hién va md ta trong patent M¥ sb
6,214,865 va patent My sb 6,653,341, ma dugc két hop & ddy bing viéc tham chiéu cac

cAu trac eribulin dugc bdc 10 va cac phuong phap tong hgp céc cdu tric nay.

[0097] Thuat ngit "eribulin dime," nhu dugc st dung & ddy, dung dé chi dang dime
cua eribulin trong d6 hai eribulin monome dugc lién két qua lién két cong hoa tri hodc
khong cdng hoa tri hodc truc tiép hodc béi ciu ndi hoa hoc (vi du, amin bac hai, amin
béc hai dihydroxyl). Cac eribulin dime co thé, trong mot s phuong 4n, bao gbm hai
eribulin monome dugc ndi cong héa tri & vi tri C-34 bdi amin bac hai, hodc hai eribulin
monome dugc ndi cong héa tri & vi tri C-35 bdi amin bac hai dihydroxyl. Eribulin dime
bao gém hai eribulin monome dugc ndi cong hoéa tri ¢ vi tri C-34 boi amin béc hai ¢6
thé dugc goi & diy 1a "desOH eribulin dime.” Eribulin dime bao gbém hai eribulin
monome dugc ndi cong héa tri & vi tri C-35 bdi amin béc hai dihydroxyl c6 thé dugc
goi & diy la "diOH eribulin dime." Thuat ngit "gbc thube eribulin dime" dung dé chi
thanh phan ciia ADC hodc ché phdm ma cung cip ciu tric cia eribulin dime, vi du,
thanh phan eribulin dime (D) trong ADC ¢6 Cong thirc (I), hodc trong ché phim bao
gbm -L-D. Trong mot s6 phuong 4n, desOH eribulin dime va/hodc diOH eribulin dime

cung cAp kha ning lién hop dugce cai thién d6i v6i cac dinh dang eribulin dime khac.

[0098] Thuat ngit "cryptophycin," nhu dugc sit dung & day, dung dé chi cryptophycin-
1, hop chit macrolit ma dugc phén lap ban dAu tir vi khuin lam Nostoc, hodc chit tuong
tu tdng hop bat ky ctia né duy tri hoat tinh khang tubulin. Céc chét twong tu cryptophycin
vi du bao gdm céc chit dugc thé hién va dugc md ta trong cong b6 qudc té s6 WO
2017/136769, ma duoc két hop & ddy bang viéc tham chiéu cho tit ca cac chu tric
cryptophycin duge boc 1§ ciia nd va cac phuong phap dugc tbng hop cac ciu tric nay.
Thuét ngft "gdc thude cryptophycin” ding dé chi thanh phan ciia ADC hodc ché pham

ma c6 cau truc cua cryptophycin.

[0099] Thuat ngit "trong dong" ding dé chi phan tir ma thé hién su tuong dong véi
phén tir khac, béi vi du, cb céc trinh ty cia cac gbc hoa hoc ma gidng hodc twong tw &

cac vi tri tuong Ung.
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[00100] Thuit nglt "¢ ché" hodc "sy e ché cia," nhu duge st dung & day, c6 nghia
la lam gidm lugng co thé do dugc, va c6 thé bao gdbm nhung khong doi héi sy ngan chin

hodc su trc ché hoan toan.

[00101] Thudt ngit “tiéu diét té bao xung quanh" hodc “tac dung lén té€ bao xung
quanh" dé chi sy tiéu diét cac té bao 4m tinh v6i muc tiéu trong sy ¢ mit cua té bao
duong tinh véi muyc tiéu, trong do sy ti€u di€t cac t& bao Am tinh v&i muc tiéu khong
dwoc quan sat thdy khi khong c6 mat cac té bao dwong tinh véi muc tiéu. Su tiép xuc
gifta t& bao véi té bao, hodc it nhét sy gan giii gitta cac té bao duong tinh v6i muc tiéu
va am tinh v6i muc tiéu, cho phép tiéu diét té bao xung quanh. Kiéu tiéu diét nay c6 thé
phan biét voi “tiéu diét 1éch muc tiéu,” ma dung dé chi su tiéu diét bira bii cta té bao
am tinh v4i muc tiéu. "Tiéu diét 1éch muc tieu" co thé dugc quan sat théy khi khong c6

mit t€ bao duong tinh véi muc tiéu.

[00102] Thuat ngit "ung thu" dung dé chi tinh trang ly sinh & dong vat c6 va trong do
quﬁn thé cac té bao duoc dic trung bai sy sinh trudng té bao mét kiém soat. Cac vi du
ctia cac ung thu bao gdm, nhung khong bi gidi han 6, ung thu biéu mé, u lympho, u
nguyén bao, u budu va bénh bach cAu. Cac vi du cu thé cua cac ung thu bao gdbm ung
thu biéu hién mesothelin, chéng han nhu ung thu trung biéu mo, ung thu vu, ung thu cd
tr cung, ung thu dai truc trang, ung thu ndi mac tir cung, ung thu dau va cb, ung thu
gan, ung thu phéi (vi dy, ung thu phdi khong phai té bao nho), ung thu budng tring (vi
dy, ung thu budng tring huyét thanh, té bao 13, hodc bidu mo), ung thu tuyén tuy, ung
thu tuyén tién liét, ung thu than, ung thu da day, ung thu tuyén giap, ung thu biéu md,

ung thu tr cung, ung thu bng mat hogc bénh bach cau.

[00103] Cac thuat ngit "khéi u" va "u" ding dé chi khdi lvong m bat ky ma bat ngudn
tir su phat trién hodc su tang sinh té bao quéa murc, lanh tinh hodc 4c tinh, bao gém cac

tdn thuwong tién ung thu.

[00104] Céc thuét ngit "té bao khéi u" ding d8 chi cac té bao riéng 1¢ hoic tdng quin
thé céc té bao c6 ngudn gde tir khdi u, bao gbm ca cac té bao khong tao khéi u va té bao
gbc ung thu. Nhu ding trong ban m6 ta ndy, thut ngi "té bao khéi u" s& dugc cai bién
bang thuat ngit "khong tao khéi u" khi chi d& cap dén céc té bao khdi u thiéu kha nang

doi méi va biét hoa d€ phan biét cac t€ bao khdi u ndy véi cac t€ bao goc ung thu.
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[00105] Cac thuét ngit "dbi tuong" va "bénh nhan" duge st dung thay thé 14n nhau &
day dung dé chi dong vat bét ky, chang han nhu dong vat c6 via bét ky, bao gdm nhung
khong giéi han &, con ngudi, cac loai linh trudng khong phai la nguoi, cac loai gam
nhim, va twong tu. Theo mdt sb phuong an, dong vat c6 vu la chudt nhét. Theo mot sb

phuong an, dong vat c6 vu la nguoi.

[00106] “Duoc phim” ding dé chi ché phim ma & dang cho phép ding va sau do tao
ra hoat tinh sinh hoc du kién cta (cac) thanh ph?tn hoat tinh va/hoac dat dugce tac dung
tri liéu, va khong chura cac thanh phén bd sung ma gy doc & mirc khong chp nhan dugc

cho déi twong ma ché pham nay s& dugc dung cho. Dugc phdm c6 thé vo tring.

[00107] “Téa dugc dugce phim” bao gdm nguyén liéu nhu chét bd trg, chit mang, chit
dém va diéu chinh do pH, chét diéu chinh truong luc, chit lam uét, chét bao quan, va

tuong tu.

[00108] “Dugc dung” c6 nghia la da dugc phé chudn hodc ¢6 thé duoc phé chuén boi
co quan quan ly cua Chinh quyén lién bang hodc tiéu bang hoic duoc liét ké trong Duge
Dién Hoa K hoic duoc dién dugc cong nhan chung khac dé stir dung & dong vat, va cu
thé hon 14 & ngudi.

[00109] "Luogng hitu hi¢u" cta, vi du, khang thé, manh gén khang nguyén va/hodc
ADC nhu dugc bdc 16 & day 1a luong du dé thyc hién muc dich da néu cy thé, vi du dé
tao ra hiéu qua tri li¢u sau khi dung, chéng han nhu viéc giam ty 1€ phat trién khdi u
hodc thé tich khéi u, giam triéu ching ung thu hodc mot s6 d4u hiéu khac vé hiéu qua
diéu tri. Luong hitu hiéu c6 thé dugc xac dinh theo phuong thirc thong thuong lién quan
dén muc dich da dugc néu ra. Thuat ngit "luong hitu hiéu tri li¢u" dung dé chi luong
khang thé, manh gin khang nguyén va/hoic ADC hitu hiéu dé diéu tri bénh hoic rbi
loan & d6i tugng. Trong trudng hop ung thu, lugng hitu hiéu tri liéu cta khang thé, manh
gin khang nguyén va/hoic ADC c6 thé lam giam s lugng cac té bao ung thu, gidm kich
thuée khéi u, Gre ché (vi dy, 1am cham hodc ngén chén) su di cén cua khdi u, Gc ché (vi
du, 1am cham hodc nguing) su phat trién cta khdi u, va/hoidc lam giam mot hodic nhiéu
tridu chimg. "Luong hitu hiéu dé phong nglra" 13 lwgng hitu hiéu, & céc lidu dung va
trong khoang thoi gian can thiét, @& dat dugc két qua phong ngira mong mudn. Thong

thuong, vi lidu lwong phong ngira duge st dung cho céc d6i twong & thoi diém trude
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hodc & giai doan sém ciia bénh, lugng hitu hi€u dé phong ngira sé thip hon luong hitu
higu dé diéu trj.

[00110] Nhu dugc su dung ¢ day, "diéu tri" hodc "tri liéu" va céac thuat ngit c6 lién
quan vé mit ngit phép, dé chi su cai thién bat ky ctia hau qua bét ky cua bénh, nhur kha
nang séng duoc kéo dai, ty 1€ t vong thép hon, va/hodc giam cac tac dung phu ma la
c4c san phdm phu ctia phuong thirc diéu tri thay thé. Nhu dugc hiéu r5 trong linh vuc
nay, viéc triét tiéu hoan toan bénh dugc bao ham nhung khong nhét thiét dbi voi hoat
dong diéu tri. "Viéc diéu tri" hoic "diéu tri," nhu duge st dung & ddy, ding dé chi viéc
dung cua khéng thé, manh gan khang nguyén, va/hoac ADC dugc md ta cho dbi tuong,
vi du, bénh nhan. Viéc diéu tri c6 thé 1a chira khoi, lam lanh, 1dam gidm bét, 1am thuyén
giam, lam thay ddi, caru chira, 1am cho tdt hon, 1am diu, cai thién hodc anh hudng dén
rdi loan, cac triéu chimg cla r6i loan hoic khuynh huéng dbi véi rdi loan, vi du, ung
thu. Theo mdt s6 phuong 4n, ngoai viéc didu tri d6i trong c6 tinh trang bénh, hop phan
duoc boc 16 trong ban mo ta nay cling co thé duoc cung cip dé phong ngira dé ngan
ngtra hodc lam giam kha ndng phat trién tinh trang do.

[00111] Trong mot sd phuong 4n, khang thé, manh gin khang nguyén, va/hodc ADC
duoc dan nhan duoc st dung. Cac "nhan" thich hop bao gdm nuclit phéng xa, enzym,
chit nén, ddng yéu td, chit tc ché, gbc huynh quang, gbc phat quang héa hoc, hat tir

tinh va tuong tu.

[00112] "Protein," nhu dugc st dung & dédy, c6 nghia la it nhét hai axit amin dugc lién
két cong hoéa tri. Thuat ngit nay bao ham polypeptit, oligopeptit, va peptit. Theo mot sb
phuong 4n, hai hodc nhiéu axit amin dugc lién két cong hoa tri dugc lién két bang lién
két peptit. Protein c6 thé duoc tao thanh tir cic axit amin va cac lién két peptit c6 trong
tu nhién, vi du khi protein dugc tao ra theo cach téi td hop st dung céc hé¢ théng biéu
hién va cac té bao chi. Mit khac, protein c6 thé bao gém céc axit amin tdng hop (vi du,
homophenylalanin, xitrulin, ornithin, va norleuxin). “Protein tai t6 hop" 14 protein duoc
tao ra bang k¥ thuét tai td hop bang cac k§ thuat va phuong phép bét ky da biét trong
linh vuc nay, nghia la thong qua sy bidu hién cua axit nucleic tai t6 hgp. Cac phuong

phap va céc k¥ thuit dé san xuét cac protein tai td hop da dugc biét 1 trong linh vue.

[00113] Déi véi cac trinh tu axit amin, do twong déng va/hodc do twong tu trinh ty co6

thé duogc xac dinh béng cach str dung cac k¥ thudt tiéu chuén da biét trong linh vuc, bao
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gbm, nhung khong bi gi6i han §, thuét toan xac dinh d§ tuong ddng trinh tu cuc bd clia
Smith va Waterman (1981) Adv Appl. Math. 2:482, thuét toan can chinh d¢ twong déng
trinh tu cta Needleman va Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, phuong phép tim kiém
su twong ddng cuia Pearson va Lipman (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85:2444, viéc
trién khai mdy tinh hoa cac thuat toan nay (GAP, BESTFIT, FASTA va TFASTA trong
G6i phan mém di truyén Wisconsin, Nhém mady tinh di truyén, 575 Science Drive,
Madison, Wis.), chuwong trinh trinh tw Best Fit dugc mo ta bdi Devereux et al. (1984)
Nucl. Acid Res. 12:387-95, vi du, bﬁng cach st dung cai dat méc dinh hoac béng cach
kiém tra. Trong mot s phuwong an, phén trim do tuong ddng dugc tinh todn bang FastDB
dua trén cac thong sb sau day: phat bét cap nham béng 1; phat chd céach quing béng 1;
phat kich thuéc chd cach quéng bang 0,33; va phat két hop bang 30 ("Current Methods
in Sequence Comparison and Analysis," Macromolecule Sequencing and Synthesis,

Selected Methods and Applications, pp. 127-149 (1988), Alan R. Liss, Inc).

[00114] NOi chung, su tuong ddng, su trong tw hodc sy dong nhét axit amin gitta cac
protein dugc boc 10 ¢ day va cac bién thé cua chung, bao gdm cic bién thé ctia cac khang
nguyén muc tiéu (ching han nhu mesothelin), cac bién thé cua cac trinh tu tubulin, va
cac bién thé ctia cac mién bién ddi khang thé (bao gdm céac CDR bién thé riéng 1), 1a it
nhat 80% ddi vGi céc trinh ty dugc md ta & day, vi du, cac dd tuong déng hodc cac do
ddng nhét 12 it nhit 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, gan
nhu 100% hodc 100%.

[00115] Theo céach tuong tu, "phan tram (%) do twong ddng trinh tu axit nucleic" d6i
véi trinh ty axit nucleic cia cac khang thé va céac protein khac dugc xac dinh & day dugc
dinh nghia du6i dang phéan trim cia cic gbc nucleotit trong trinh ty Gng vién ma gidng
hét v6i cac gbe nucleotit trong trinh ty ma hoa cla protein gin khang nguyén. Phuong
phap cu thé sir dung médun BLASTN cua WU-BLAST-2 thiét dat & cac théng sb mic

dinh, véi khoang géi va doan géi duoc thiét dat & 1 va 0,125, mot cach tuong Ung.

[00116] Mic du vi tri hodc ving dé thém sy bién ddi trinh tw axit amin da dugc xéc
dinh tir trudi, thuc chat 1a dot bién khong can phai dwgc xé4c dinh tir trude. Vi dy, dé t6i
uu héa hiéu qua cta dot bién tai vi tri nhét dinh, su gay dot bién ngﬁu nhién c6 thé dugc
tién hanh & bo ba ma hda hodc ving muc tiéu va cac bién thé CDR protein gin khang
nguyén dugc biéu hién dugc sang loc d6i voi su két hop t6i uru ctia hoat tinh mong mudn.

Céc k¥ thuat tao céc dot bién thé tai céc vi tri dugc x4c dinh trude trong ADN ¢ trinh
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tur da biét duoc biét 15, vi du, sy gdy dot bién doan doan mdi MI3 va sy gy dot bién

PCR.
Ciac khang thé va cic manh gin khang nguyén khang mesothelin

[00117] Séng ché dé cap, trong cac phwong dn khac nhau, dén cac khang thé hodc cac
manh gin khang nguyén ctia n6 c6 kha nang gan va/hoic tiéu diét cac t€ bao khoi u (vi
du, céc té bao khdi u biéu hién mesothelin), cling nhu viéc sir dung cua chung trong céac

thé lién hop va cac ché pham trj licu.

[00118] Trong mot s6 phuong 4n, cac khéng thé ciing c6 thé dugc sir dung riéng 18,
dugc dung nhu mot phﬁn cua cac dugc phém hoac cac liéu phap két hop, va/hodc nhu
gbc khéang thé trong ADC. Trong mot s6 phuong 4an, cac khang thé khang mesothelin va
cac manh gin khang nguyén dugc boc 10 & ddy chinh ching la hitu dung (nghia 13, &
dang khong dugc lién hop) va dudi dang gbc khang thé trong ADC. Trong mot s&
phuong an, cac khang thé khang mesothelin va c4c ménh gin khang nguyén dugc nguoi
hoa. Trong mdt s phurong 4n, céc khéng thé khang mesothelin va cac manh gan khang
nguyén chira trinh tu tdi thiéu c6 ngudn gde tir globulin mién dich khong phai & nguoi
va giit lai kha nang phan Gng cua khang thé khong phai & ngudi (vi dy, tho) trong khi it
gdy mién dich hon & nguoi. Trong mot sb phuong 4n, cic khang thé khang mesothelin
va cac manh gin khang nguyén dugc boc 19 & day cung cp mot hodc nhiéu trong sb do
dn dinh dugc cai thién, kha ning tao cdng thirc, do két tu, 4i luc gén, hiéu qua tri lidu,
kha nang gy ddc ngoai muyc tiéu va/hodc céu hinh chuyén hoéa so sanh véi mot hodc
nhiéu khang thé khang mesothelin dugc biét bai ngudi co trinh do trung binh trong linh

vuc.

[00119] Trong cac phuong an khic nhau, cac khang thé hodc cac manh gin khang
nguyén dugc boc 10 & day gén dic hiéu véi mesothelin, vi du, nhu dugc biéu hién trén
té bao ung thu. Khang thé hodc méanh gédn khang nguyén c6 thé gin véi khang nguyén
dich véi hing sé phan ly (Kp) 1a <I mM, <100 nM hozc <10 nM, hogc lugng béat ky &
gitta, nhu dugc do bdi, vi du, phan tich BIAcore®. Theo cac phuong an nhét dinh, Kp
nim trong khoang tir 1 pM dén 500 pM. Theo mdt s6 phwong 4n, K p ndm trong khoang
tr 500 pM dén 1 pM, tir 1 pM dén 100 nM hodc tir 100 mM dén 10 nM.

[00120] Trong mot s phwong 4n, gbc khang thé 1a khang thé bdn chudi (ciing dugc

goi 14 globulin mién dich), bao gbm hai chudi ning va hai chudi nhe. Trong mot sd
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phuong an gbc khang thé 1a ntra khang thé hai chudi (mot chudi nhe va mot chudi ning),

hodc manh gin khang nguyén cla globulin mién dich.

[00121] Trong mot s6 phuong 4n, gbc khang thé 1a khang thé hoic manh gan khang
nguyén cia nd. Trong mot s6 phuong 4n, gbc khang thé 12 khang thé noi hoa hodc manh
gan khang nguyén ndi hoa cta nd. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé nodi hoa hoic
manh gin khang nguyén ndi héa clia no gén v6i khang nguyén ung thu muc tiéu duoc
bidu hién trén bé mit cta té bao va di vao té bao khi gan. Trong mot sb phuong 4n, gdc
thuéc eribulin cia ADC dugc giai phong tir gbc khéng thé ctia ADC sau khi ADC di vao
va c6 mit trong t& bao biéu hién khang nguyén ung thu myc tiéu (nghia 13, sau khi ADC

da duoc ndi hoa).

[00122] Trong cic phuong an khac nhau, khang thé hoac manh gan khéng nguyén
duoc boc 10 & day co thé bao g6m tap dugc ghép cép cua cac mién bién ddi chudi nhe
vanang dugc léy tur phﬁn dugc liét ké trong cac Bang 3-5, hodc tap cua sau trinh tw CDR
tur tap chudi nhe va niang dugc ghép cdp, vi dy, tap cia cdc CDR dugc liét ké trong céc
Bang 1-2. Trong mot s6 phuong 4n, khéng thé hodc manh gin khang nguyén ngoai ra
con bao gdm cac khung chudi nhe va ning & ngudi (thy y véi mot hodc nhiéu dot bién
nguoc dé cai thién ai luc gin) va/hodc cac mién khong dbi chudi nhe va ning & ngudi
hodic cac manh cia chung. Vi du, khang thé hoic manh gan khang nguyén c6 thé bao
gbm mién khong d6i chudi ning IgG & ngudi (ching han nhu IgG1) va mién khong dbi
chudi nhe kappa hodc lambda & nguoi. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hoic manh
gin khang nguyén bao gbm mién khéng d6i chudi ning globulin mién dich G kiéu phu

1 (IgG1) & nguoi v6i mién khong dbi chudi nhe kappa Ig & ngudi.

[00123] Amino axit va cac trinh tu axit nucleic cua cac khang thé vi du theo sang ché

dugc quy dinh trong cac Bang 1-10.

Bang 1. Cac trinh ty axit amin ctia cic CDR Kabat cho khang thé khang mesothelin

mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh tw axit amin
345A12- HC CDR1 |1 SYAMS
HC15-LC4

HCCDR2 |2 VIDISGNRFYADWVKG

31



48490 32/248

mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh ty axit amin
HC CDR3 |3 VDSRAWGPFNL
LCCDR1 |4 QASQSIFSYLA
LCCDR2 |5 DASDLAS
LCCDR3 |6 QQGYTRSDVDNA

Bang 2. Cac trinh twy axit amin cia cic CDR IMGT cho khang thé khang

mesothelin
mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh tw amino axit
345A12- HC CDR1 |7 GIDLSSYA
HC15-LC4
HC CDR2 |8 IDISGNR
HC CDR3 |9 ARVDSRAWGPFNL
LCCDR1 |10 QSIFSY
LCCDR2 |11 DAS
LCCDR3 |12 QQGYTRSDVDNA

Bing 3. Cac trinh ty axit amin cia cac ving bién @bi cho khang thé khing

mesothelin
< SEQ
mAb Chuoi IgG D Trinh ty axit amin
345A12- Chudi ning | 13 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGI
HC15-LC4 DLSSYAMSWVRQAPGKGLEWIGVIDI

SGNRFYADWVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMSSLRAEDTAVYYCARVDSRAWG
PFNLWGQGTLVTVSS
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< SEQ
mAb Chuoi IgG D Trinh tw axit amin

Chudinhe | 14 DYQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQ
SIFSYLAWYQQKPGKAPKLLIYDASDL
ASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQCED
AATYYCQQGYTRSDVDNAFGGGTKV
EIK

Bang 4. Cac trinh tw axit amin cia cdc vung khong dbi cho khang thé khang

mesothelin

. | Vung
mAb Chuo hiing SEQ Trinh tu axit amin
iIgG ID
dinh
345A12- | Chudi | IgG1 15 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
HC15- ning | cia CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
LC4 ngudi TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Chudi | Ig kappa | 16 RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
nhe | & nguoi LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD

33



48490 34/248

YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC

Bang 5. Cac trinh tw axit amin cia cac chudi Ig khang thé chiéu dai diy di cho

khang thé khang mesothelin

mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh tw axit amin
345A12- Chudi ning | 17 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS
HC15-LC4 GIDLSSYAMSWVRQAPGKGLEWIGV

IDISGNRFYADWVKGRFTISRDNSKN
TLYLQMSSLRAEDTAVYYCARVDSR
AWGPFNLWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

Chudinhe |18 DYQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQAS
QSIFSYLAWYQQKPGKAPKLLIYDAS
DLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
CEDAATYYCQQGYTRSDVDNAFGG

GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD

NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS

34



48490 35/248

mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh tw axit amin

TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC

Bang 6. Cac trinh ty axit nucleic md héa cac CDR Kabat cho khang thé khang

mesothelin

mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh tw axit nucleic
345A12- HC CDR1 |19 TCCTACGCCATGTCC
HCI15-LC4
HC CDR2 | 20 GTGATCGACATCTCCGGCAACCGGT

TCTACGCCGACTGGGTGAAGGGC

HC CDR3 |21 GTGGACTCTAGAGCCTGGGGCCCCT
TCAACCTG

LCCDRI |22 CAGGCCTCCCAGTCCATCTTCTCCT
ACCTGGCC

LCCDR2 |23 GACGCCTCTGATCTGGCCTCC

LCCDR3 |24 CAGCAGGGCTACACCAGATCCGAC
GTGGACAACGCC

Bang 7. Cac trinh tw axit nucleic ma héa cic CDR IMGT cho khang thé khang

mesothelin

mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh tw axit nucleic
345A12- HC CDR1 |25 GGAATCGACCTGTCCTCCTACGCC
HC15-LC4
HC CDR2 |26 ATCGACATCTCCGGCAACCGG
HC CDR3 |27 GCCAGAGTGGACTCTAGAGCCTGG
GGCCCCTTCAACCTG
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mAb Chubi IgG | SEQ ID | Trinh tw axit nucleic
LC CDR1 |28 CAGTCCATCTTCTCCTAC
LC CDR2 |29 GACGCCTCT
LC CDR3 |30 CAGCAGGGCTACACCAGATCCGAC
GTGGACAACGCC

Bang 8. Cac trinh tw axit nucleic ma héa cac vung bién dbi cho khang thé khang

mesothelin
< SEQ
mAb Chuoi IgG D Trinh tw axit nucleic
345A12- Chudi ning | 31 CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGTGG
HC15-LC4 CGGAGTGGTGCAGCCTGGCAGATCCC

TGAGACTGTCTTGTGCCGCCTCCGGA
ATCGACCTGTCCTCCTACGCCATGTCC
TGGGTGCGACAGGCTCCTGGCAAGGG
CCTGGAATGGATCGGCGTGATCGACA
TCTCCGGCAACCGGTTCTACGCCGACT
GGGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCC
AGAGACAACTCCAAGAACACCCTGTA
CCTCCAGATGTCCTCCCTGCGGGCCG
AGGATACCGCCGTGTACTACTGCGCC
AGAGTGGACTCTAGAGCCTGGGGCCC
CTTCAACCTGTGGGGCCAGGGAACAC
TCGTGACCGTGTCCTCT
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< SEQ
mAb Chuoi IgG D Trinh ty axit nucleic

Chudi nhe | 32 GATTACCAGATGACCCAGTCCCCCTC
CAGCCTGTCCGCTTCTGTGGGCGACA
GAGTGACCATCACCTGTCAGGCCTCC
CAGTCCATCTTCTCCTACCTGGCCTGG
TATCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCC
CAAGCTGCTGATCTACGACGCCTCTG
ATCTGGCCTCCGGCGTGCCCTCTAGAT
TCTCCGGCTCTGGCTCTGGCACCGACT
TTACCCTGACCATCAGCTCCCTCCAGT
GCGAGGATGCCGCCACCTACTACTGC
CAGCAGGGCTACACCAGATCCGACGT
GGACAACGCCTTTGGCGGAGGCACCA
AGGTGGAAATCAAA

Bang 9. Cic trinh tw axit nucleic ma hoéa ciac ving khong dbi cho khang thé khang

mesothelin

. | Vung
Chuoi .
mAb hang SEQ ID | Trinh tw axit nucleic
IgG
dinh
345A12- Chudi | IgG1 33 GCATCCACCAAGGGCCCATCGGT
HC15-LC4 | ndng | cua CTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCA
nguoi AGAGCACCTCTGGGGGCACAGC

GGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGG
ACTACTTCCCCGAACCGGTGACG
GTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCT
GACCAGCGGCGTGCACACCTTCC
CGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGA
CTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
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GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGAAAGTTGA
GCCCAAATCTTGTGACAAAACTC
ACACATGCCCACCGTGCCCAGCA
CCTGAACTCCTGGGGGGACCGTC
AGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAC
CCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTCAAGTTCAACTG
GTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGTACAACAGCAC
GTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAGGACTGGCTG
AATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCA
GCCCCCATCGAGAAAACCATCTC
CAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGCTGACCA
AGAACCAGGTCAGCCTGACCTGC
CTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAG
CGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACA
ACTACAAGACCACGCCTCCCGTG
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CTTATATTCAAAGCTCACCGTGG
ACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGA
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TGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGGGAAATGA

Chudi | Igkappa | 34

nhe & nguoi

CGAACTGTGGCTGCACCATCTGT
CTTCATCTTCCCGCCATCTGATG
AGCAGTTGAAATCTGGAACTGCC
TCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAA
CTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAG
TACAGTGGAAGGTGGATAACGC
CCTCCAATCGGGTAACTCCCAGG
AGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTC
AGCAGCACCCTGACGCTGAGCA
AAGCAGACTACGAGAAACACAA
AGTCTACGCCTGCGAAGTCACCC
ATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTC
ACAAAGAGCTTCAACAGGGGAG
AGTGTTGA

Bang 10. Cic trinh ty axit nucleic ma héa cac chudi Ig khang thé chidu dai diy di

cho khang thé khang mesothelin*

mAb ChudiIgG | SEQ ID | Trinh tw axit nucleic
345A12- Chudi ning | 35 CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGT
HC15-LC4 GGCGGAGTGGTGCAGCCTGGCAGA

TCCCTGAGACTGTCTTGTGCCGCCT
CCGGAATCGACCTGTCCTCCTACGC
CATGTCCTGGGTGCGACAGGCTCCT
GGCAAGGGCCTGGAATGGATCGGC
GTGATCGACATCTCCGGCAACCGGT
TCTACGCCGACTGGGTGAAGGGCC
GGTTCACCATCTCCAGAGACAACTC

39



48490 40/248

mAb Chudi IgG | SEQ ID | Trinh tw axit nucleic

CAAGAACACCCTGTACCTCCAGATG
TCCTCCCTGCGGGCCGAGGATACCG
CCGTGTACTACTGCGCCAGAGTGGA
CTCTAGAGCCTGGGGCCCCTTCAAC
CTGTGGGGCCAGGGAACACTCGTG
ACCGTGTCCTCTGCATCCACCAAGG
GCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACC
CTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGC
ACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCA
AGGACTACTTCCCCGAACCGGTGAC
GGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTG
ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTA
CTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTG
CCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGA
CCTACATCTGCAACGTGAATCACAA
GCCCAGCAACACCAAGGTGGACAA
GAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGAC
AAAACTCACACATGCCCACCGTGCC
CAGCACCTGAACTCCTGGGGGGAC
CGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATG
CCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGC
AGTACAACAGCACGTACCGTGTGG
TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
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mAb ChudiIgG | SEQ ID | Trinh tu axit nucleic

CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGC
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACC
ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCC
CGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCA
AGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT
GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAG
ACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCG
ACGGCTCCTTCTTCTTATATTCAAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCCGGGAAATGA

Chudinhe |36 GATTACCAGATGACCCAGTCCCCCT
CCAGCCTGTCCGCTTCTGTGGGCGA
CAGAGTGACCATCACCTGTCAGGCC
TCCCAGTCCATCTTCTCCTACCTGG
CCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCA
AGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACGA
CGCCTCTGATCTGGCCTCCGGCGTG
CCCTCTAGATTCTCCGGCTCTGGCT
CTGGCACCGACTTTACCCTGACCAT
CAGCTCCCTCCAGTGCGAGGATGCC
GCCACCTACTACTGCCAGCAGGGCT
ACACCAGATCCGACGTGGACAACG
CCTTTGGCGGAGGCACCAAGGTGG
AAATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
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mAb Chubi IgG | SEQ ID | Trinh ty axit nucleic

CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATA
ACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGT
ACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCT
CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAG
TGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGA
CAGCACCTACAGCCTCAGCAGCAC
CCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTA
CGAGAAACACAAAGTCTACGCCTG
CGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGTTGA

* Céc trinh tu axit nucleic duoc liét ké khong bao gdm cAc trinh tu dan dau.

[00124] Trong mot s6 phuong 4n, khing thé hodc manh gan khang nguyén dugc boc
10 & day gén véi mesothelin & ngudi va bao gbm ba ving xac dinh bd sung chudi ning
(HCDR) bao gdm céc trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 (HCDRI1), SEQ ID NO: 2
(HCDR2), va SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va ba ving xac dinh bd sung chudi nhe (cac
LCDR) bao gdm céc trinh tw amino axit c6 SEQ ID NO: 4 (LCDRI1), SEQ ID NO: 5
(LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3), nhu dugc xac dinh béi hé thong danh s6 Kabat

(Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest.

[00125] Trong mot s6 phuong 4n, manh gan khang nguyén hoic khang thé dugc boc
16 & day gan v6i mesothelin & ngudi va bao gbdm ba viing xac dinh bd sung chudi ning
(HCDR) bao gdm céc trinh tu amino axit cia SEQ ID NO: 7 (HCDR1), SEQ ID NO: 8
(HCDR2), va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va ba ving xdc dinh bd sung chudi nhe (cac
LCDR) bao gdm céc trinh tu amino axit ¢6 SEQ ID NO: 10 (LCDR1), SEQ ID NO: 11
(LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3), nhu dugc xac dinh boi hé théng danh s6 IMGT.

[00126] Trong cac phuong an khac nhau, khang thé hodc méanh gin khang nguyén
khang mesothelin bao gdm ba CDR chudi ning va ba CDR chudi nhe, trong d6 cac CDR
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bao g@)m khong nhiéu hon mét, hai, ba, bdn, nam, hodc sau viée bd sung, viéc x0a hodc
viéc thé axit amin ctia HCDR1 (SEQ ID NO: 1 theo Kabat, hodc SEQ ID NO: 7 theo
IMGT), HCDR2 (SEQ ID NO: 2 theo Kabat, hoac SEQ ID NO: 8 theo IMGT), HCDR3
(SEQ ID NO: 3 theo Kabat, hodc SEQ ID NO: 9 theo IMGT); va LCDR1 (SEQ ID NO:
4 theo Kabat, hoic SEQ ID NO: 10 theo IMGT), LCDR2 (SEQ ID NO: 5 theo Kabat,
hodc SEQ ID NO: 11 theo IMGT), va LCDR3 (SEQ ID NO: 6 theo Kabat, hoac SEQ
ID NO: 12 theo IMGT).

[00127] Trong mdt sd phuong 4n, khang thé hoic manh gin khang nguyén khéng
mesothelin dugc ngudi hoa. Trong mot sd phuong 4n, khang thé hodc manh gan khéng
nguyén khang mesothelin chtra trinh tu t6i thiéu c6 ngudn gdc tir globulin mién dich
khong phai & ngudi va gitt lai kha nang phan g ctia khang thé khong phai & ngudi (vi
du, tho) trong khi it gdy mién dich hon & nguoi. Trong mot s& phwong an, khang thé
hodac manh ga"ln khang nguyén khang mesothelin tao ra mot hodc nhiéu trong sb d6 bn
dinh duoc cai thién, kha ning tao cong thirc, ai luc gén, hiéu qua tri li¢u, va’/hodc céac
muc két tu duoc giam nhu dugc so sanh voi mot hodc nhiéu céc khéng thé khéng

mesothelin thay thé.

[00128] Trong cac phuong 4n khic nhau, khang thé hodc manh gin khéng nguyén
khang mesothelin bao gdm ving bién d6i chudi ning bao gdm trinh ty axit amin c6 SEQ
ID NO: 13 hoac trinh ty ma twong ddng it nhét 90% v&i SEQ ID NO: 13, vi/hodc ving
bién dbi chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 14 hodc trinh ty ma twong
dbng it nhat 90% véi SEQ ID NO: 14. Trong cac phuong an khac nhau, khéng thé hoic
manh gin khang nguyén khang mesothelin bao gdm ving khong d6i chudi ning bao
gbm trinh tyr axit amin c6 SEQ ID NO: 15 hodc trinh ty ma tuong ddng it nhat 90% v&i
SEQ ID NO: 15, va/hoic ving khéng dbi chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin c6 SEQ
ID NO: 16 hogc trinh tw ma twong ddng it nhit 90% véi SEQ ID NO: 16.

[00129] Trong cac phuong 4n khic nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén
khang mesothelin bao gOm trinh ty axit amin chudi ning c6 SEQ ID NO: 17 hodc trinh
tu ma tuong déng it nhat 90% v4i SEQ ID NO: 17, va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe
¢6 SEQ ID NO: 18 hodc trinh tu ma tuong ddng it nhat 90% véi SEQ ID NO: 18.
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[00130] Trong mot sd phuong 4n, khang thé hodc méanh gin khang nguyén khing
mesothelin bao gdm mién khong dbi chudi nang IgG1 ¢ ngudi va mién khong ddi chudi

nhe kappa Ig & nguoi.

[00131] Trong cac phuong an khéac nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén
khang mesothelin bao gbdm ba ving xé4c dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gdm
céc trinh tu axit amin dugc ma hoa bdi céc trinh ty axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 19
(HCDR1), SEQ ID NO: 20 (HCDR2), va SEQ ID NO: 21 (HCDR3); va ba vung xac
dinh bd sung chudi nhe (cdc LCDR) bao g@)m cac trinh tu axit amin dugc ma hoa boi
céc trinh tu axit nucleic ¢c6 SEQ ID NO: 22 (LCDR1), SEQ ID NO: 23 (LCDR2), va
SEQ ID NO: 24 (LCDR3), nhu dugc xac dinh boi he théng d4anh sé Kabat; hoic ba viing
xé4c dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gém cac trinh tu axit amin dugc ma hoa
boi cac trinh tu axit nucleic c6 SEQ ID NO: 25 (HCDR1), SEQ ID NO: 26 (HCDR2),
va SEQ ID NO: 27 (HCDR3); va ba vung xac dinh bd sung chudi nhe (c4c LCDR) bao
gém céc trinh tu axit amin dugc ma hoa bai cac trinh ty axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 28
(LCDR1), SEQ ID NO: 29 (LCDR2), va SEQ ID NO: 30 (LCDR3), nhu dugc xé4c dinh
boi hé théng danh sb IMGT.

[00132] Trong cic phuong 4n khic nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén
khang mesothelin bao gdm ving bién d6i chudi ning bao gdm trinh tur axit amin dugc
m3 hoéa béi trinh tu axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 31, va ving bién ddi chudi nhe bao gdm

trinh tu axit amin dugc ma hoa badi trinh ty axit nucleic c6 SEQ ID NO: 32.

[00133] Trong cac phuong 4n khic nhau, khang thé hodc manh gin khang nguyén
khang mesothelin bao gdm viing khong d6i chudi ning bao gdm trinh ty axit amin dugc
m3 héa béi trinh ty axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 33 va ving khong do6i chudi nhe bao
gém trinh tu axit amin dugc ma hoa bai trinh ty axit nucleic c6 SEQ ID NO: 34.
[00134] Trong cac phuong 4n khac nhau, khang thé hodc méanh gin khang nguyén
khang mesothelin bao gdm chudi ning bao gdm trinh tyr axit amin dugc ma hoa béi trinh
ty axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 35, va chudi nhe bao gém trinh tu axit amin dugc ma
hoa boi trinh tu axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 36.

[00135] Trong cac phuong an khéac nhau, khang thé hodc méanh gan khang nguyén
khang mesothelin 1a 345A12-HC15-LC4.
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[00136] Céc mién gan khang nguyén khang mesothelin dugc md ta & déy c6 thé duoc
st dung mot minh (vi dy, du6i dang khang thé hodic manh gén khang nguyén), dugc lién
két véi mot hodc nhidu tac nhan bb sung (vi du, dudi dang cac ADC), hodc nhu mot

phén cua dai phan tr 16n hon (vi duy, khang thé dic hiéu kép hoac khang thé da dac hi€u).

[00137] Trong mot sb phuong 4n, khang thé hodc manh gin khang nguyén dugc lién
hgp v&i tac nhan tri liu. Trong mot sb phuong an, tic nhan hoa tri liéu la eribulin. Trong

mot sO phuong an, tic nhan hoa tri liéu 1a eribulin dime.

[00138] Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hodc méanh gén khang nguyén 1a mién
gén khang nguyén trong va/hodc 1a mot ph?m cua hoac khang thé da dic hiéu hodc dic
hidu kép. Trong mét s6 phuong 4n, khang thé da dic hiéu hodc dic hiéu kép bao gdm
mién gin khang nguyén ma c6 kha ning gén v6i mesothelin va bao gdm ba HCDR bao
gdm céc trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID NO: 1 (HCDR1), SEQ ID NO: 2 (HCDR?2), va
SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va ba ving xé4c dinh bd sung chudi nhe (cic LCDR) bao gdm
céc trinh tu amino axit ¢c6 SEQ ID NO: 4 (LCDR1), SEQ ID NO:5 (LCDR2), va SEQ
ID NO: 6 (LCDR3), nhu dugc xac dinh bdi he théng dénh s Kabat; hoic ba ving Xac
dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gém cac trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 7
(HCDR1), SEQ ID NO: 8 (HCDR2), va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va ba vang xac dinh
bd sung chudi nhe (cac LCDR) bao gdm céc trinh ty amino axit ¢6 SEQ ID NO: 10
(LCDR1), SEQ ID NO: 11 (LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3), nhu dugc xac dinh
boi hé théng danh s IMGT. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé da dic hiéu bao gdm
mdt hodc nhiéu mién gén khang nguyén bd sung, vi du, cho ciing khédng nguyén (nghia

13, mesothelin) hodc cho cac khang nguyén khéc.

[00139] Trong mét sé phwong én, mién gin khang nguyén l1a manh gén khang nguyén.
Trong mot sb phuong 4n, mién gin khang nguyén va/hodc manh gin khang nguyén la
manh bién ddi chudi don (scFv) hodc méanh Fab.

[00140] Trong mdt sd phuong 4n, cic mién gin khang nguyén (vi duy, cac mién gin
khang nguyén khang mesothelin) dugc boc 10 ¢ day, dé str dung mot minh hozic nhu mot
phﬁn cua dai phan ti 16n hon, c6 thé con bao gém cac cai bién (vi du, mot hoac nhiéu
viéc thay thé, viéc x6a, va/hodc viéc chén axit amin) trong khi giit lai chirc nang gén

mesothelin.

Cic thé lién hop thudc-khang thé
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[00141] Con dugc dé xuét & ddy, trong cdc phuong 4n khac nhau, 13 cac hop chét thé
lién hop thudc-khang thé (ADC) bao gdm ciu néi ma lién két gbc thudc hoa tri lidu, vi
du, eribulin, v&i khang thé khdng mesothelin duge bdc 1o & ddy. Cac hop chat thé lién

hop thude-khéang thé (ADC) c6 thé dugc thé hién béi Cong thire I:

Ab-(L-D), (D)

trong do Ab la khang thé khang mesothelin ndi hoa dugc boc 1§ ¢ day hodc manh gin
khang nguyén ndi hoa cua no;

D la eribulin;

L 12 cAu nbi c6 thé phan cit ma lién két cong hoa tri Ab vao D; va

p ia sb nguyén tir 1 dén 8.

[00142] Céc hop chit ADC theo séng ché bao gdm gdc khéang thé (bao gdm manh gin
khang nguyén cua no) dugc lién hop (vi du, dugc lién két cong hoa tri bsi cau ndi) véi
gbc thude (vi du, eribulin), trong d6 gbc thube khi khdng duge lién hop véi gbc khang
thd c6 tac dung gy doc té bao hozc kim ham té bao. Trong cac phuong 4n khac nhau,
gbc thude thé hién kha ning gay doc té bao dugc giam hoic khong c6 kha ning gy doc
té bao khi dugc gén trong thé lién hgp nhung khdi phuc kha ning géy doc té bao sau khi
phan cit tir cdu nbi Vé gbc khang thé. Trong céc phuong an khac nhau, gbc thudc thé
hién kha nang tiéu diét té bao xung quanh dugc gidm hodc khong ¢ kha ning tiéu diét
té bao xung quanh khi dugc gin trong thé lién hop nhung thé hién kha ning tiéu diét té

bao xung quanh dugc tang sau khi phén cét tir thé lién hop.

[00143] Trong mot sb phuong an, cic hop chit ADC dugce boc 1§ & day co thé phan
phéi chon loc liéu hiru hiéu cua géc thube (vi du, eribulin) t6i cac t€ bao ung thu hodc
t6i cac md khdi u ma biéu hién khang nguyén dugc huéng muc tiéu boi gbc khang thé
ctia ADC (vi du, mesothelin). Trong mét s6 phuong 4n, céc hop chit ADC dugc boc 19
hudng muc tiéu dac hi€u ung thu béi viéc phan phéi eribulin t6i cac té bao hodc cac md
ma biéu hién mesothelin trong khi 1& di cac té bao hodc cac mo binh thudng ma hoic 1a
khong bidu hién mesothelin hozc biéu hién mesothelin & cac mirc thip hon nhiéu. Trong
mot sb phuong an, cac hgp chit ADC dugc boc 16 c6 kha ning tidu diét ding muc tiéu
dugc ting va/hodc kha nang ti€u diét ding muc tiéu dugce gidm, nhu dugc so sanh voi

ADC bao gém khang thé, cdu ndi, va/hoic géc thudc thay thé, vi du, BAY 94-9343.
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Trong mot s6 phuong é4n, cac hop chit ADC dugc bdc 10 c¢6 kha ning luu hoat tinh
ADCC dugc cai thién béi ADC, nhu duge so sanh véi ADC bao gém khang thé, cau
ndi, va/hoic géc thube thay thé, vi du, BAY 94-9343. Trong mot sb phuong an, cac hop
chét ADC duoc boc 16 6 dd 6n dinh duge cai thién (vi dy, dd én dinh huyét twong), nhu
dugce so sanh véi ADC bao gém khéng thé, cau nbi, va/hoic géc thude thay thé, vi du,
BAY 94-9343. Trong mot sb phuong an, cac hop chat ADC dugc boc 16 ¢6 hiéu qua
khéng khdi u duoc cai thién, nhu dugc so sanh véi ADC bao gém khang thé, cAu ndi,

va/hodic gbe thube thay thé, vi du, BAY 94-9343.

[00144] Trong mot sb phuong an, cac hop chat ADC dugce boc 10 & day c6 thé cung
cép hiéu qua khang khdi u mong muébn véi liéu thap hon clia eribulin, nhu duge so sanh
v6i lidu ctia eribulin khi dwgc danh gia nhu thude doc 1ap (nghia 13, khong dugc lién hop
v6i gbe khang thé). Trong mot s6 phuong 4n, viéc huéng muc tiéu dic hiéu khéi u cia
cac hop chat ADC duge boc 16 & day 1am ting hoat dong khang khéi u va/hodc 1am giam
kha nang gy doc té bao ngoai muc tiéu cia ADC, nhu dugc so sanh véi eribulin khi
dugc danh gid nhu thudc doc 1ap. Vi dy, trong mot s6 phuong an, cac hop chit ADC
duoc boc 10 ¢ day thé hién hoat dong khang khdiu mong mubn véi liéu cua eribulin ma
thip hon it nhét 10 1An, thap hon it nhit 15 14n, thip hon it nhit 20 1an, hodc thép hon it
nhat 30 14n so véi lidu eribulin khi dugc danh gid nhu thube doc lap. Trong mot sd
phuong an, cac hop chit ADC dugc boc 16 chirng minh hoat dong khéang khdi u ma ¢6
thé so sanh vé&i hodc vu viét hon hoat tinh cta eribulin khi dugc danh gia nhu thube doc
1ap, dong thoi cung clp hd so doc tinh hodc bién dang an toan dugc cai thién so véi

eribulin cta chinh no.

[00145] Trong mdt s6 phwong 4n, cau nbi 1a én dinh bén ngoai té bao, sao cho ADC
duy tri nguyén ven khi c6 mit trong cac diéu kién ngoai bao nhung c6 kha ning bi phan
cit khi noi hoa trong té bao, vi du, té bao ung thu. Trong mot sb phuong an, géc thube
eribulin dugc phén tach tir gdc khang thé khang mesothelin khi ADC x4m nhép vao té
bao ma bibu hién mesothelin, va su phan cét giai phong dang eribulin khong dugc cai
bién.

[00146] Trong mét sé phuong an, cdu ndi bao gbm gdc c6 thé phan cit ma duoc dinh
vi sao cho khong ¢6 phan nao ctia cdu nbi hoic gbc khang thé van con gin véi gbe thube
eribulin khi phan cét. Trong mdt s& phwong an, gbc c6 thé phan cit trong cau ndi 1a gbe

peptit c6 thé phan cat. Trong mét s6 phuwong 4n, ADC ma bao gdm gbc peptit c6 thé
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phan cit ching minh cac muc két tap thip hon, ty 1¢ khang thé:thudc dugc cai thién, kha
nang tiéu di€t cac té bao ung thu ding muc tiéu duoc ting, kha nang tiéu digt té bao
khong phai ung thu ngoai myc tiéu dugc gidm va/hodc tai lugng thudc cao hon (p) twong
dbi so v6i ADC ma bao gém gdc cau nbi thay thé. Trong mot s6 phwong 4n, hidu luc
va/hogc kha ning gy doc té bao ting dugc cung cép trong bénh ung thu biéu hién cac
murc trung binh cua mesothelin. Trong mot s6 phuong an, gbc peptit co thé phan cit c6
thé phan cét bsi enzym, va cau néi 1a cdu ndi c6 thé phan cit bing enzym. Trong mt
s6 phuong 4n, enzym la cathepsin B, va cAu néi 1a cdu ndi co6 thé phan cat cathepsin.
Trong mét sd phuong 4n, cau ndi c6 thé phan cit enzym (vi dy, cau nbi co6 thé phan cat
cathepsin) thé hién mot hodc nhiéu trong sb cac dic tinh duoc cai thién duge dé cap &

trén, nhu duoc so sanh véi co ché phéan ct thay thé.

[00147] Trong mot sb phuong 4n, gbc peptit co thé phan cit trong cau nbi bao gbm
don vi axit amin. Trong mdt sé phuong 4n, don vi axit amin bao gdm valin-xitrulin (Val-
Cit). Trong mét sd phuong an, ADC ma bao gdm Val-Cit chirng minh d9 6n dinh ting,
kha ning tiéu diét té bao ngoai muc tiéu duge giam, kha ning tiéu diét té bao diing muc
tiéu dugc tang, cac murc két tu thdp hon, va/hodc tai lugng thudc cao hon twong déi so

v6i ADC ma bao gébm don vi axit amin thay thé hoac gbe co6 thé phan cét thay thé.

[00148] Trong mot s phwong 4n, cAu ndi bao gdm it nhat mét don vi dém két hop
gbc khang thé véi gbe co thé phan cit. Trong mot s6 phuong 4an, don vi dém trong cau
néi c6 thé bao gdm it nhat mot gbe polyetylen glycol (PEG). Géc PEG c6 thé, vi du, bao
gém -(PEG)m-, trong d6 m 1a sé nguyén tir 1 dén 10. Trong mot sd phuong 4n, don vi
dém trong ciu ndi bao gdbm (PEG),. Trong mot s6 phuong dn, ADC ma bao gbém don vi
dém ngén hon (vi du, (PEG),) chitng minh c4c mirc két tu thdp hon va/hodc tai lugng
thudc cao hon tuong ddi so véi ADC ma bao gdm don vi dém dai hon (vi dy, (PEG)s)

mac du do dai cau ndi ngédn hon.

[00149] Trong mdt s6 phuong an, don vi dém trong cau ndi lién két voi gde khang thé
cia ADC qua gbc maleimit (Mal). Trong mdt s6 phuong an, ADC ma bao gdm céu ndi
duoc lién két v6i gbe khang thé qua Mal chiing minh tai lugng thudc cao hon tuong dbi
s0 v6i ADC ma bao gém cdu ndi duoc lién két véi gbc khang thé qua gdc thay thé.
Trong mot sd phuong 4n, Mal trong cau ndi duge két hop vao gdc khéng thé qua gbc
cystein (vi dy, LCcys80). Trong mot s6 phwong 4n, Mal trong ciu nbi duge két hop vao

gbc cystein (vi du, LCcys80) ciia ving bién dbi chudi nhe trén khang thé hodc manh gan
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khang nguyén. Trong mot s6 phuong 4n, p 12 2 va hai gbc -L-D dugc lién két v6i khang
thé hodc manh gin khang nguyén. Trong mot s6 phuong 4n, mdi gbc -L-D dugc lién két
vé6i gde cystein (vi du, LCcys80) clia ving bién ddi chudi nhe trén khang thé hozc manh
gin khang nguyén. Trong mot s6 phuong 4n, gbc cystein 1a LCcys80. Trong mét sd
phuong an, don vi dém-Mal bao gbm gbc PEG. Trong mdt s6 phuong 4n, cau nbi bao
gém Mal-(PEG)m, vi dy, Mal-(PEG),. Trong mot s6 phuong 4n, don vi dém-Mal lién
két gbc khang thé véi gbe c6 thé phan cét trong cAu nbi. Trong mot s& phuong 4n, gbc
c6 thé phén cét trong cau ndi 1a gbc peptit c6 thé phan ct, vi dy, don vi axit amin. Trong

mdt s& phwong 4n, cau ndi bao g6m Mal-(PEG),-Val-Cit.

[00150] Trong mot s6 phuong an, gbc ¢6 thé phan cét trong cau nbi duoc két hop truc
tiép v&i gbe thude eribulin ctia ADC, va gbc ¢o thé phan cét duoc két ndi truc tiép hodc
v6i gbe khang thé hodc dugc két ndi théng qua don vi dém. Trong mot sd phuong 4n,
don vi dém ciing lién két gbc co thé phén cat trong cAu ndi véi gbe thude eribulin. Trong
mdt s& phwong 4n, don vi dm ma lién két gbc co thé phan cét trong ciu ndi véi gbe
thudc eribulin 13 don vi tu diét. Trong mot $6 phuong an, dém ty diét c6 kha ning giai
phong eribulin khong duoc cai bién & t& bao muc tiéu. Trong mdt s6 phuong 4n, don vi
dém tu diét bao gdbm rugu p-aminobenzyl vi du, p-aminobenzyloxycacbonyl (pAB).
pAB trong cau nbi, trong mot s6 phuong 4n, lién két gbc co thé phan cét voi gbe thude
eribulin. Trong mét s& phuong 4n, gbc c6 thé phén cit 1a gbc peptit co thé phan cat, vi
du, don vi axit amin. Trong mét s6 phwong 4n, cau ndi bao gdm Val-Cit-pAB. Trong
mdt s6 phuong 4n, cau ndi bao gbém Val-Cit-pAB va don vi dém PEG két hop cau ndi

v6i gbe khang thé thong qua Mal.

[00151] Trong mot sé phuong an, p la s& nguyén tir 1 dén 8, hoc tlr 2 dén 6. Trong
mot s& phwong 4n, p 14 2 hodc 6. Trong mot s6 phuong 4n, ciu nbi bao gdbm Mal-(PEG),-
Val-Cit-pAB. Trong mét sé phwong 4n, ciu nbi bao gdbm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB va
p 12 2. Trong mot sb phuong én, ciu ndi bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB va p 13 6.

[00152] Trong mét sd phuong 4n, gbc khang thé dugc lién hop véi gbc thude eribulin
qua cau ndi bao gdm gbc Mal, gbc PEG, Val-Cit, va pAB. Trong c4c phuong 4n ndy,
gbc maleimit lién két cong hoéa tri gbc thube-cau nbi voi gbc khang thé, va pAB déng
vai trd 1a don vi dém tu diét. Cau nbi nhu vy co thé duoc goi 1a cau ndi "Mal-VC-pAB",
cdu ndi "Mal-VCP", "maleimit-VCP", hoic "VCP", ciu nbi "Mal-(PEG),-VCP", hodc
cau ndi "Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB". Trong mot s6 phuong 4n, gbc thude eribulin 1a
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eribulin duoc ndi cong héa tri & vi tri C-35. Trong mot s0 phuong 4n, pAB cla ciu ndi

Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB dugc lién két v6i amin C-35 amin trén gde thude eribulin.

[00153] 345A12-HC15-LC4 la khang thé khang mesothelin vi du bao gdm hoc dugc
mi héa béi céc trinh tu dugc thé hién & trén trong céc Bang 1-10, vi duy, bao gdm ving
bién ddi chudi ning bao gdm trinh trr axit amin c¢6 SEQ ID NO: 13 va ving bién ddi
chudi nhe bao gf”)m trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 14. Trong mot sb phuong é4n, géc
khang thé ciia cac ADC duge boc 10 & day bao gdm ving bién d6i chudi ning bao gdm
trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13 va vung bién dbi chudi nhe bao gbdm trinh t axit
amin c¢6 SEQ ID NO: 14. Trong mot sd phuong an, gbc khang thé ctia cac ADC duogc
boc 16 ¢ day 1a 345A12-HC15-LC4.

[00154] Trong mdt sé phuong an, ADC duge boc 10 ¢ day bao gdm 345A12-HC15-
LC4-VCP-eribulin. Trong cac phuong 4n nay, gbc khang thé bao gdm 345A12-HC15-
LC4 dugc két hop vao gbc thude eribulin qua cAu ndi bao gdbm Mal-(PEG),-Val-Cit-
pAB. ADC nay ¢o thé duoc goi 1a "MORAb-109." Trong mdt s6 phuong 4n, ADC dugc
bdc 16 ¢ day 1a MORADb-109.

[00155] Trong mdt sé phuong an, ADC dugc boc 1§ & day 1a MORAD-109 va cé p 1a
2. Trong mdt sd phuong 4n, khi p 122, ADC ¢6 thé dugc goi 1a "MORAb-109 (DAR2)."
Trong cac phuong an khac, ADC dugc boc 16 & ddy 1a MORAb-109 va c6 p 1a 6. Trong
mét s& phuong an, khi p 13 6, ADC c6 thé dugc goi la "MORAD-109 (DARS)."

[00156] Trong cac phuong &n khéc nhau, cau ndi duoc thiét ké dé tao didu kién cho
viéc tiéu diét té bao xung quanh (viéc tiéu diét cac té bao 14n can, vi du, cac té bao ma
khong biéu hién mesothelin) thong qua viéc phan cit sau viéc ndi hoa té bao va su
khuéch tan cta gbe thubc-cau nbi va/hoic géc thudc mot minh t&i cac té bao 14n can.
Trong mot sb phwong an, ciu ndi thic diy su noi hoa té bao. Theo mot s6 phuong 4n,
cau ndi dugc thiét ké dé giam thiéu sy phén tach trong moi trudong ngoai bao va nhd d6
lam giam ddc tinh &én mo léch muc tiéu (vi dy, md khong bi ung thu), trong khi bao
toan su gén ADC véi mo muc tiéu va su tiéu diét té bao xung quanh cila mo6 ung thu ma
khong biéu hién khang nguyén dugc huéng muc tiéu béi gbc khang thé cia ADC, nhung
bao xung quanh mo ung thu muc tiéu biéu hién khang nguyén d6. Trong mot s6 phuong
an, ciu ndi bao gdm gdc maleimit (Mal), gbc polyetylen glycol (PEG), valin-xitrulin

(Val-Cit hodc "VC"), va pAB cung cip cac dic tinh chtrc ning nay. Trong mot s6
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phuong 4n, ciu ndi bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB la dac biét hiéu qua trong viée
cung cip céac dic tinh chic nang nay khi lién két gbc khang thé va gdc thude eribulin.
Trong mét sé phuong an, cAu ndi bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB c6 hiéu qua trong
viéc cung cAp mdt sd hozic tAt ca cac dic tinh chirc ning nay khi lién két gbc khang thé

khang mesothelin chéng han nhu 345A12-HC15-LC4 va gbc thude eribulin.

[00157] Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hoic manh gin khang nguyén khéng
mesothelin bao gém cac trinh ty duoc bdc 16 ¢ day (vi du, bao gém sau CDR va/hodc
cac mién bién dbi chudi nhe va ning dugc boc 10 trong cac Bang 1-3). Trong mot sb
phuong an, khéng thé hodc manh gan khang nguyén la khang thé c6 do dai day du. Trong
mot s phuong 4n, khang thé hodc manh gin khing nguyén 1a khang thé dic hiéu don
hoic khang thé, manh gin khang nguyén dic hiéu kép hodc manh gian khang nguyén,
hodc khang thé da dic hiéu hogc manh gin khang nguyén. Trong mot sd phuong 4n,
khang thé hogc manh gin khang nguyén 1a méanh bién d6i chudi don (scFv) hoic manh

Fab.

[00158] Trong mét sd phuong dn, ADC bao gdm khang thé khang mesothelin (Ab)
moiety va gdc peptit c6 thé phan c&t ching minh cac muc két tu thap hon, ty 1¢ khidng
thé:thudc duoc cai thién, kha nang tiéu diét cac té bao ung thu ding muc ti€u dugc tang,
kha ning tiéu diét té bao khong phai ung thu ngoai muc tiéu dugc giam, tai luong thubc
cao hon (p), kha nang gay doc té bao duoc tang, va/hodc hiéu lyc twong dbi so véi ADC
bao gém khéang thé hodc manh gin khang nguyén thay thé. Trong mot sd phuong 4n,
ADC la ADC c6 Cong thue (I):

Ab-(L-D), (D

trong d6 Ab 1a khang thé hozic manh gin khang nguyén, trong d6 khéng thé hodic manh
gian khang nguyén c6 kha ning gin voi mesothelin va bao gbm ba ving xac dinh bd
sung chudi ning (cic HCDR) bao gdm céc trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 1
(HCDR1), SEQ ID NO: 2 (HCDR2), va SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va ba vung x4c dinh
bd sung chudi nhe (cac LCDR) bao gdm céc trinh tu amino axit ¢c6 SEQ ID NO: 4
(LCDR1), SEQ ID NO: 5 (LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3), nhu dugc x4c dinh
b6i hé thdng danh s6 Kabat; hoic ba ving xic dinh bd sung chudi ning (cic HCDR)
bao gdm céc trinh tw axit amin ¢6 SEQ ID NO: 7 (HCDRI1), SEQ ID NO: 8 (HCDR?2),
va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va ba ving xac dinh bd sung chudi nhe (c4c LCDR) bao
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gdm céc trinh ty amino axit ¢6 SEQ ID NO: 10 (LCDRI1), SEQ ID NO: 11 (LCDR2),
va SEQ ID NO: 12 (LCDR3), nhu dugc xac dinh béi hé théng danh s6 IMGT;

D 13 tAc nhan hoa tri liéu (vi duy, eribulin);
L 14 cAu ndi c6 thé phan cét ma lién két cong héa tri Ab vao D; va
p 12 56 nguyén tir 1 dén 8.

[00159] Trong mdt s6 phwong 4n, khéng thé hodc manh gin khing nguyén bao gbém
ving bién d6i chudi ning bao gdm trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID NO: 13, va ving bién
d6i chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin c¢6 SEQ ID NO: 14. Trong mot s6 phuong 4n,
khang thé hodc manh gin khing nguyén bao gdm mién khong dbi chudi nang IgG1 &
ngudi va mién khong dbi chudi nhe kappa Ig & nguoi. Trong mot s6 phuong 4n, khang
thé hodc méanh gin khang nguyén bao gdm ving khong dbi chudi niang bao gdm trinh tur
axit amin c6 SEQ ID NO: 15, va ving khong doi chudi nhe bao gbm trinh ty axit amin
¢6 SEQ ID NO: 16. Trong mdt s6 phuong 4n, khéng thé hodic manh gin khang nguyén
bao gdm chudi ning bao gbm trinh tw axit amin c¢6 SEQ ID NO: 17, va chudi nhe bao
gdm trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 18.

[00160] Trong mdt s6 phuwong dn, ADC c6 Cong thirc ():
Ab-(L-D), (D)
trong do:

Ab 12 khang thé hoic méanh gin khang nguyén, trong d6 khéang thé hodc manh gin khang
nguyén c6 kha nang gin véi mesothelin va/hogc té bao biéu hién mesothelin va bao gdbm
ba ving xac dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gdm céc trinh tu axit amin c6
SEQ ID NO: 1 (HCDR1), SEQ ID NO: 2 (HCDR2), va SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va ba
ving xéac dinh bd sung chudi nhe (cac LCDR) bao gdm cAc trinh tw amino axit c6 SEQ
ID NO: 4 (LCDR1), SEQ ID NO:5 (LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3), nhu dugc
xé4c dinh boi hé théng danh sb Kabat;‘hoéc ba ving xac dinh bd sung chudi ning (cac
HCDR) bao gdm cac trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 7 (HCDR1), SEQ ID NO: 8
(HCDR2), va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va ba vung x4c dinh bd sung chudi nhe (cic
LCDR) bao gdm céc trinh tur amino axit c6 SEQ ID NO: 10 (LCDR1), SEQ ID NO: 11
(LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3), nhu dugc x4c dinh bdi hé théng danh s6 IMGT;

D la eribulin;
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L 14 cAu néi c6 thé phan cit ma lién két cong hoa tri Ab vao D; va
p 1a sb6 nguyén tir 1 dén 8.

[00161] Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hodc manh gin khang nguyén ma huéng
muc tiéu mesothelin va/hodc té bao bidu hién mesothelin bao gdm ving bién ddi chudi
ning bao gdm trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, va ving bién d6i chudi nhe bao
gdm trinh ty axit amin c¢6 SEQ ID NO: 14. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hoic
manh gin khang nguyén bao gdm mién khong ddi chudi ning IgG1 & nguoi va mién
khong dbi chudi nhe kappa Ig & nguoi. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hoic manh
gin khang nguyén bao gbm vung khong ddi chudi nang bao gbém trinh tu axit amin c6
SEQ ID NO: 15, va vung khong dbi chudi nhe bao gbém trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID
NO: 16. Trong mét s6 phuong 4n, khang thé hoic manh gin khang nguyén bao gbm
chudi ning bao gdm trinh tw axit amin c6 SEQ ID NO: 17, va chudi nhe bao gdm trinh
tu axit amin c6 SEQ ID NO: 18.

[00162] Trong mdt s phuong 4n, ADC c6 Cong thire (I):

Ab-(L-D), (D)

trong do:

Ab 1a khang thé hodic manh gin khang nguyén clia n6 ma huéng muyc tiéu mesothelin
va/hodc t& bao biéu hién mesothelin bao gdm ba viing xac dinh bd sung chudi ning (cac
HCDR) bao gdm céc trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 (HCDR1), SEQ ID NO: 2
(HCDR2), va SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va ba vung xac dinh bb sung chudi nhe (cic
LCDR) bao gém céc trinh tw amino axit c6 SEQ ID NO: 4 (LCDR1), SEQ ID NO:5
(LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3), nhu duogc x4c dinh boi hé théng danh sb Kabat;
hodc ba ving x4c dinh bd sung chudi ning (cac HCDR) bao gbm céc trinh tu axit amin
¢6 SEQ ID NO: 7 (HCDR1), SEQ ID NO: 8 (HCDR2), va SEQ ID NO: 9 (HCDR3); va
ba ving x4c dinh bd sung chudi nhe (cac LCDR) bao gbm céc trinh tu amino axit ¢
SEQ ID NO: 10 (LCDRI1), SEQ ID NO: 11 (LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3),
nhu dugc xac dinh bdi hé théng danh s6 IMGT;

D 1a eribulin;

L 12 cAu nbi c6 thé phan cét bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; va

p 1a sb nguyén tir 1 dén 8.
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[00163] Trong mot sé phuong 4an, khang thé hodc manh gin khang nguyén ma huéng
muc tiéu mesothelin va/hodc té bao biéu hién mesothelin bao gé)m vung bién ddi chudi
nang bao gém trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, va vung bién d6i chudi nhe bao
gbm trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 14. Trong m{t sb6 phuong 4n, khang thé hoic
manh gin khang nguyén bao gdm mién khong d6i chudi nang IgG1 & ngudi va mién
khong dbi chudi nhe kappa Ig & nguoi. Trong mot sd phuong 4n, khdng thé hodc manh
gin khang nguyén bao gdm vung khong dbi chudi ning IgG1 bao gdm trinh ty axit amin
c6 SEQ ID NO: 15, va vung khong d6i chudi nhe kappa Ig bao gdm trinh tv axit amin
¢6 SEQ ID NO: 16. Trong mdt s6 phuong 4n, khang thé hodic manh gan khang nguyén
bao gdm chudi ning bao gbm trinh tw axit amin ¢6 SEQ ID NO: 17, va chudi nhe bao

gdm trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 18.

[00164] Trong mot s6 phuong 4n, ADC c6 Cong thuc (I):

Ab-(L-D)y (D

trong do:

Ab 12 khang thé hoic manh gin khang nguyén, trong d6 khang thé hodc manh gin khang
nguyén c6 kha ning gén v6i mesothelin va bao gdm ving bién d6i chudi nang bao gébm

trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, va vung bién d6i chudi nhe bao g@)m trinh tu axit
amin c¢6 SEQ ID NO: 14;

D 1a eribulin;

L 12 cAu ndi ¢6 thé phan cét bao gdm Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; va

plasé nguyén tir 1 dén 8.

[00165] Trong mot sé phwong 4n, khang thé hodc manh gin khang nguyén bao gdm
ving khong ddi chudi ning IgG1 & ngudi, va ving khong d6i chudi nhe kappa Ig &
ngudi. Trong mot sd phuong an, khang thé hodc manh gin khang nguyén bao g0m ving
khong ddi chudi ning bao gbm trinh tur axit amin ¢6 SEQ ID NO: 15, va vung khong
d6i chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 16. Trong mdt sb phuong an,
khang thé hodc manh gin khang nguyén bao gb6m chudi ning bao gdm trinh ty axit amin

¢6 SEQ ID NO: 17, va chudi nhe bao gém trinh ty axit amin ¢ SEQ ID NO: 18.
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[00166] Trong mot s6 phuong 4n, khang thé hoic manh gin khang nguyén cia ADC
1a 345A12-HC15-LC4. Trong mot sd phwong an, p 1a tr 1 dén 8. Trong mdt s6 phuwong

an, p 1a 2 hodc 6. Theo mot s6 phuong 4n, p 12 2.

[00167] Trong mot s6 phuong an, ADC dugc boc 10 ¢ day (vi du, mot bao gdm khang
thé khang mesothelin va cAu ndi dugc boc 16 ¢ day) véi mirc thap hon cia tai lugng
thubc eribulin (vi dy, p 12 2) c6 thé phan phdi cac mirc gidng hodc twong tu cla eribulin
t61 t& bao ung thu hodc téi mod khéi u duéi dang ADC véi muc cao hon cua tai luong
thubc (vi du, p 13 6). Trong mot sd phuong 4n, ADC v6i mirc thap hon cta tai lugng
thube (vidu,pla2)co thé cung cép su uc ché phét trién khéi u va/hodc hiéu qua diéu
tri khang ung thu in vivo xap xi c6 thé so sanh véi hodc wu viét hon ciia ADC véi mirc

cao hon cia tai luong thude (vi du, p 12 6).

[00168] Trong mot s6 phuong 4n, mdi gbc eribulin dugc két hop boi cau ndi co thé
phan cat v6i khing thé huéng muc tiéu mesothelin hodc manh gin khang nguyén qua
gbc cystein trén khang thé hosic manh (vi du, LCcys80). Trong mot s6 phuong an, tong
cong hai gbc eribulin-cAu ndi dugc lién két voi khang thé huéng muc tiéu mesothelin
hodc manh gin khang nguyén, vi du, qua hai gbc cystein trén khang thé hoic manh gén
khang nguyén (nghia 13, sao cho ADC c6 DAR2). Trong mdt s6 phuong an, (céc) gbe
cystein 1a LCcys8&0.

[00169] Su phat trién va su san xuét ctia ADC dé sir dung lam tac nhén tri liéu cho
nguoi, vi dy, [am chét ung thu, ¢6 thé doi héi nhiéu hon viée xac dinh khang thé co kha
ning gin vi muc tiéu mong mubn hozc huéng muc tiéu va lién két v6i thube duoc sir
dung dya trén chinh né dé diéu tri ung thu. Viéc nbi khang thé véi thube c6 thé c6 cac
anh hudng dang ké va khong thé du dodn dén hoat tinh ctia mot hodc ca hai khéng thé
va thudc, cac tac dung nay s& thay ddi tuy thudc vao khéng thé va/hodc loai cau nbi
va/hodc thube duge chon. Trong mdt sé phuong 4n, do d6, cdc thanh phan cia ADC
duoc lua chon d (i) duy tri mot hodc nhidu ddc tinh tri lidu dugc thé hién béi khang thé
va céac gdc thube khi phan 14p, (ii) duy tri cac dic tinh gén dic hiéu cia gdc khang thé;
(i) t&i vu hoa tai luong thudc va cac ty 18 thudc-véi-khang thé; (iv) cho phép phén phéi,
vi dy, phan phdi ndi bao, ctia gbc thubc qua qua viée lién két bén v6i gbe khang thé; (v)
duy tri d6 6n dinh ADC duéi dang thé lién hop nguyén ven cho dén khi van chuyén hoic
phéan phéi t61 vi tri muc ti€u; (vi) gidm thiéu su két tu cia ADC trudc hodc sau khi ding;

(vii) cho phép hiéu qua tri liu, vi du, hiéu qua giy doc té bao, cua gbc thude sau khi
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phén cit trong moi truedong té bao; (viii) thé hién hidu qua diéu tri khang ung thu in vivo
6 thé so sanh véi hodc uu viét so véi hiéu qua cia khang thé va cac gbc thude khi phan
1ap; (ix) giam thiéu su tiéu diét ngoai muc tiéu boi géc thudc; va/hodc (x) thé hién cac
tinh chét dugc dong hoc va dugc lyc hoc mong mubn, kha ning tao ché phém, va cac
bién dang gdy ddc/gdy mién dich. Viéc sang loc mdi trong sb cc dic tinh nay c6 thé 1a
cin thiét dé xac dinh ADC dugc cai thién cho viéc st dung tri lidu (Ab et al. (2015) Mol.
Cancer Ther. 14:1605-13).

[00170] Trong mot sb phuong an, ADC duge bdc 16 & diy bao gEA)m khang thé hodc
manh gin khang nguyén khang mesothelin dugc két hop v6i hoa tri liéu, vi du, eribulin,
ching minh viéc Két hop cu thé ctia cac dic tinh mong mudn. Cac dic tinh ndy bao gém,
nhung khong bi giGi han ¢, cdc muc hiéu qué cia tai lugng thube, cac mirc do két tu
thép, tinh 6n dinh trong cac diéu kién luu trit va/hodc khi tudn hoan trong co thé (vi du,
tinh én dinh trong huyét thanh va nén), 4i luc dugc giit lai dbi véi cac té bao biéu hién
muc ti€u cé thé so sanh voi khang thé khong dugc lién hop, kha ning gly doc té bao
manh d6i vé6i céac té bao biéu hién muc tiéu, cic mitc cao cua kha nang tiéu diét té bao
xung quanh, va/hodc hoat tinh khang ung thu in vivo hi¢u qua, tit ca duoc so sanh véi
cac ADC str dung cac gbc khang thé khac. Trong mdt sd phwong 4n, cac hoat tinh khang
ung thu cao cua cic thé lién hop nay dugc thiy ngay ca khi duoc thir nghiém trong cac
dong té bao c6 murc biéu hién khang nguyén trung binh, chimg minh d¢ nhay manh véi
phu tai doc tinh dugc phéan phéi béi ADC. Trong mot s6 phuong 4n, ADC bao gdm
khang thé hosic manh gén khang nguyén khang mesothelin dugc boc 16 ¢ day thé hién
kha nang gay doc té bao khang khdi u va/hoic hiéu luc duge va thich cu thé, va kha
nang gy ddc ngoai muc tiéu dugc cai thién va viéc chuyén héa thubc va cac bién dang
dugc dong hoc (DMPK) nhu dugc so sanh véi ADC bao gbdm gdc khang thé thay thé.
Trong mdt s6 phuong an, ADC bao gbm khang thé khang mesothelin dwgc ngudi hoa
dugc bdc 10 & day va eribulin cung cép cac dic tinh doc tinh va dugc dong hoc dugc va
thich bat ngd nhu dugc so sdnh véi ADC bao gbm gbc khang thé va/hodc thé lién hop
thay thé.

[00171] Cac hop chit ADC theo séng ché c6 thé phan phéi chon loc liéu hiru hiéu cta
tac nhan gay doc té bao hodc kim ham té bao t6i cac té bao ung thu hodc dén mé khoi
u. Theo mot s phuong an, hoat tinh gy doc té bao va/hoic kim him té bao cua ADC

phu thudc vao mirc bi€u hién khang nguyén muc tiéu & té bao. Trong mot s6 phuong én,
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cac ADC dugc boc 10 1a dac biét hitu hiéu trong viéc tiéu diét cac t& bao ung thu biéu
hién cac muc cao cia khang nguyén muc tiéu, nhu dugc so sanh véi cac té bao ung thu
biéu hién cung khang nguyén & mirc thap. Trong mot s6 phuong 4n, cac ADC dugce boc
16 1a dac biét hitu hiéu trong viéc tiéu diét cac té bao ung thu biéu hién khéng nguyén
muc tiéu & mirc trung binh, nhu dugc so sanh voi céc té bao ung thu biéu hién cling

khang nguyén ¢ muc thap.

[00172] Céc ung thu biéu hién mesothelin & muc cao vi du bao gdm nhung khong bi
gioi han & ung thu budng trimg (vi du, ung thu budng tring huyét thanh, ung thu budng
tring té bao sach), ung thu tuyén tuy, u trung biéu md, ung thu ndi mac tr cung, ung
thu phdi khong phai té bao nh (vi dy, ung thu biéu mé tuyén), va ung thu dai tryc trang.
Céc ung thu biéu hién mesothelin & mtc trung binh vi du bao gém nhung khong bi gi6i
han ¢ ung thu da day, ung thu bidu mé tuyén tc, va ung thu biéu md té bao duong mat.
Céc ung thu biéu hién mesothelin & mirc thap vi du bao gdm nhung khéng bi gidi han &
u 4c tinh va u lympho. Trong mot s6 phuong 4n, c4c ung thu biéu hién mesothelin c6
thé bao gdm cac ung thu chira dot bién va/hodc khang thube, vi du, ung thu phdi dot
bién KRAS/STK11 (ung thu biéu md tuyén phdi khong phai té bao nhd), vi du nhu céc
bénh ung thu phdi dot bién ma biéu hién viée khang diéu tri v6i viée chan diém kiém
soat PD-1.

Goc thuoc

[00173] Géc thubc (D) cua cic ADC dwgc md ta & ddy c6 thé 1a tic nhan héa tri liéu
bét ky. Cac nhém hitu dung cla cic tdc nhan hoa tri liéu bao gém, vi du, cac tac nhan
khang tubulin. Trong cac phwong 4n nhét dinh, gbc thudc 13 tac nhan khang tubulin. Mot
gbc thubce vi du dé sir dung trong cac ADC duge md ta va cac ché pham 12 eribulin. Géc
thubc vi du khac dé str dung trong cic ADC duge md ta va céc ché pham 12 eribulin

dime.

[00174] Trong cac phuong 4n khéc nhau, c4u tric cua eribulin duge st dung trong
dang tu nhién cia n6 trong cac ADC dugc bdc 19 1a nhu dugce thé hién trong Cong thirc

(I1):
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Eribulin

D

[00175] Trong cic phuong an khac nhau, cAu trc cua eribulin dugc st dung trong cac
ADC duge bdc 19 1a nhu duge thé hién trong cong bd S6 US 20180193478, ma dugc
két hop & day bang viéc tham chiéu cho tAt ca cac cdu tric eribulin va cdc phuong phap

duoc téng hop cac cdu tric nay.
Tai lrgng thude

[00176] Tai luong thudc c6 thé dugc thé hién boi p, va cling dugc goi ¢ diy la ty 1€
thuc-vai-khang thé (DAR). Tai lugng thudc c6 thé nim trong khoang tlr, vi dy, 1 dén
10 gbc thube mdi gdc khang thé. Theo mdt sé phuong 4n, p 14 s6 nguyén tir 1 dén 10.
Theo mdt sb phuong én, p 1a $6 nguyén tu 1 dén 10, tir 1 dén 9, tir 1 dén 8, tir 1 dén 7,
tir 1 &n 6, tir 1 dén 5, tir 1 dén 4, tir 1 dén 3, hodc tir 1 dén 2. Theo mdt s& phuong 4n,
plasdnguyén tir2 dén 10, tr 2 dén 9, tir 2 dén 8, tir 2 dén 7, tir 2 dén 6, tir 2 dén 5, tir
2 dén 4, hoac tir 2 dén 3. Theo mdt sd phuong éan, p 1a ) nguyén tu 1 dén 8. Theo mot
sd phuong an, p 13 s6 nguyén tir 1 dén 6. Theo mot s6 phuong 4n, p 1a s6 nguyén tir 2

dén 6. Theo mdt s6 phuong 4an, p 1 2. Theo mot s6 phuong 4n, p bang 6.

[00177] Tai lugng thudc co thé bi gi6i han, trong mot s6 phuong 4n, béi s6 lugng cia
céc vi tri lién két trén gbc khang thé. Trong mét s6 phuong 4n, gbc cau ndi (L) ctia ADC
lién két voi gbe khang thé théng qua nhém hoat dong héa hoc trén mot hodc nhiéu gbc
axit amin trén gdc khang thé. Vi duy, ciu néi c6 thé dugce lién két v6i gbe khang thé qua
nhém amino tu do, imino, hydroxyl, thiol, hodc carboxyl (vi du, véi dau tan cung N
hodc C, v&i nhdém epsilon amino ciia mdt hogc nhiéu gbc lysin, véi nhém axit carboxylic
tu do ciia mot hodic nhiéu gde axit glutamic hodc axit aspartic, hodc véi nhém sulthydryl
cia mot hodc nhiéu géc cystein). Vi tri tai d6 cau ndi dugc lién kétco thé 1a géc tu nhién
trong trinh ty axit amin cua géc khang thé, hodc no c6 thé duge thém vao géc khéng thé,

vi dy, boi cong nghé tai td hop ADN (vi dy, bang viéc thém gbc cystein vao trinh tu axit
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amin) hodc bai héa sinh hoc protein (vi du, béng viéc khr, diéu chinh d6 pH, hoic thiy

phén).

[00178] Trong mdt sb phuong én, s6 luong cua cac gbe thude ma co thé dugc lién hop
v6i gbe khang thé dugc gii han boi s6 lwong cuia cac gde cystein tu do. Vi duy, khi viée
lién két 1a nhom thiol cystein, khdng thé ¢6 thé chi ¢6 mdt hodc mot vai nhém thiol
cystein, hodc ¢co thé chi c6 mot hoic mot vai nhém thiol ¢6 du kha ndng phan tng ma
qua d6 cau néi c6 thé duogc lien két. Nhin chung, khang thé khong chta nhiéu nhém
thiol cystein ty do va cé thé phan ting ma c6 thé dugc lién két voi gbe thube. That vay,
hau hét cac gbc thiol cystein trong khéng thé tham gia vao lién két disulfua lién chudi
hodc noi chudi. Su lién hop véi céc cystein co thé do do, trong mot sb phuong an, yéu
cAu it nhit viéc thé mot phé‘m cua khang thé. Su gén qué muc cua cau nbi-doc td voi
khang thé c6 thé lam mat dn dinh khang thé bai viéc khir gbe cystein c6 sdn dé tao thanh
cac lién két disulfit. Do d6, trong mot ) phuong an, ty 1€ thuéc:khéng thé t6i vu can
lam tang hi¢u luc cia ADC (bing cach lam ting s6 lwong clia cac gbc thube dugce lién
két trong mdi khang thé) ma khong lam mat 6n dinh gbc khang thé. Trong mot s6 phuong

an, ty 1€ t8i wu c6 thé 1a 2 hodc 6. Trong mot sb phuong an, ty 1€ t6i wu 1a 2.

[00179] Trong mot sé phuong an, mdt hodc nhiéu cong nghé lién hop dic hiéu vi tri
dugc st dung dé tao ra san phém ADC déng nhét vé6i tai lugng thudc dugc xac dinh,
nghia 13, ty 1¢ thudc v6i khang thé (DAR) dugc x4c dinh. Trong mot sb6 phuong 4n, cac
gbc cystein tu do c6 thé dugc tao ra trong chudi nhe hodc chudi ning cia cac khang thé
dé lién hop dic hiéu vi tri thong qua Cong nghé lién hop dic hiéu gbc (RESPECT). Cac
quy trinh vi du dé tao ra cac khang thé dinh dang RESPECT dugc mo ta trong Albone
et al. (2017) Cancer Biol. Ther. 18(5):347-57, va trong Cong bd qubc té sb
WO0/2016205618 va WO/2017106643, mdi trong sb ching dugc két hop & day bing
viéc tham chiéu cho céc phuong phap thuc hién lién hop déc hi€u vi tri. Trong mot sb
phuong an, ADC dugc tao ra béng cach str dung viéc lién hgp dédc hiéu vi tri dé lien két
cOng hoa tri nhém khang thé v6i gbe thude thong qua cau nbi (vi du, cau ndi Mal-
(PEG)2-Val-Cit-pAB). Trong mdt sb phuong an, viéc li€n hgp ddc hiéu vi tri dugc st
dung dé huéng muc tiéu DAR 1a khoang 2 cho cac ADC hodc cac ché phdm bao gdm

goc thudc eribulin.

[00180] Céc khang thé don dong & thé duge kham hodc duge ngudi hoa véi cac ving

khong ddi & ngudi 6 thé tao ra cac cystein khong dugc ghép doi trong chudi nhe, dé lai
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c4c gbc san sang cho viéc lién hop (Albone et al. (2017) Cancer Biol. Ther. 18(5):347-
57; Cong bd quéc t& S5 W0/2016205618). Trong mot s6 phuong 4n, gbc khang thé
duogc stt dung cho viéc lién hop dac hiéu vi tri 1a khang thé dugc dinh dang RESPECT-
L. Céc khang thé dugc dinh dang RESPECT-L vi du v6i cystein khong dugc ghép doi
& vi tri chudi nhe 80 (LCcys80) dugc md ta & day. Nhu duoc st dung & day,"LCcys80"
hodc "Cys80" diing dé chi gdc cystein & vi tri axit amin 80 ctia ving bién ddi chudi nhe
trén khang thé hoic manh gén khang nguyén theo hé théng danh s6 Kabat. Vi dy, trong
mdt s6 phuong an, trong cac ving bién d6i chudi ngin dugc boc 16 & day, LCcys80 xudt
hién & vi tri axit amin 80. Céac khang thé c6 ngudn gbc tir RESPECT-L ¢6 thé tao ra
ADC vé6i DAR la khoang 2. Trong mdt s& phuong én, tai lugng thudc va/hoic tai luong

thube trung binh 1a khoéng 2 duoc dat, vi dy, st dung viéc lién hgp déc hidu vi tri.
Ciac dwge phim

[00181] Trong mot s6 phwong 4n, sang ché ngoai ra con dé xut cac dugc phim bao
gdm mét hodc nhidu khang thé, cac manh gan khang nguyén, cac thé lién hop, va/hoic
cac ADC duge bdc 16 & day va chat mang dugc dung. Trong mot s6 phuong 4n, cac

duoc phdm duge mo ta & day bao gdm it nhit mot tc nhan b sung.

[00182] Trong mdt s6 phuong én, sdng ché ngoai ra con dé xuét cac duge pham bao
g6m nhiéu ban sao ctia khéng thé, manh gin khang nguyén, thé lién hop, va/hoic ADC
dugc boc 160 & day. Trong mot sb phuong é4n, sang ché ngoai ra con dé xuét cac duge
phim bao gém nhiéu ban sao ctia ADC dugc boc 1o & day. Trong mot sd phuong an, p
trung binh ctia cic ADC trong ché phim 1a tir khoang 1 dén khoang 8. Trong mot sd
phuong an, p trung binh ctia caic ADC trong ché phdm 14 khoang 2 hoic khoang 6. Trong
mdt s& phuong 4n, p trung binh cia cac ADC trong ché phim 1a khoang 1,3, khoang
1,4, khoang 1,5, khoang 1,6, khoang 1,7, khoang 1,8, khoang 1,9, khoang 2,0, khoang
2,1, khoang 2,2, hoac khoang 2,3. Trong mot s6 phuong 4n, p trung binh ctia cdc ADC
trong ché phim 1a khoang 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, hodc 6,5.

[00183] Trong mot sb phuong an, dugc phém ¢6 thé con bao gém mdt hogic nhiéu tac
nhan tri liéu bd sung, vi du, mdt hodc nhiéu tac nhan c6 kha ning diéu tri ung thu biéu

hién mesothelin, steroid, va twong tu.

Cac vié€c st dung tri liéu va cac phwong phap diéu tri
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[00184] Duoc boc 10 & day 1a cac phuong phap st dung cac khang thé dugc boc 19,
cac manh gin khang nguyén, cic thé lién hop, cac ADC va/hodc cac dugce phim trong
viée diéu trj d6i twong vé r6i loan, vi du, r6i loan ung thu. C4c khang thé, cac manh gin
khang nguyén, cac thé lién hop, va/hoic cac ADC ¢ thé dugc ding mot minh hodc két
hop v&i tac nhan tri liéu thi hai, va c6 thé dugc ding trong ché phim dugc dung, liéu
dung, va phéac db dung lidu bat ky. Hiéu qua diéu tri cac khéng thé, cac manh gén khang
nguyén, va/hodc ADC ¢o thé duoc danh gia vé kha ning gay doc té bao ciing nhu cac
chi s6 v& hiéu qua va dugc didu chinh theo d6. Cac sb do hiéu qué bao gém, nhung
khong bi gidi han &, tdic dung kim ham té bao va/hodc gay ddc té bao dugc quan sat in
vitro hodc in vivo, thé tich khéi u giam, su Uc ché phat trién khéi u, va/hoic thoi gian

song duogc kéo dai.

[00185] Céc phuong phép x4c dinh xem khang thé, manh gén khang nguyén, va/hoic
ADC c6 gay ra tac dung kim ham té bao va/hoidc hidu qua gay doc té bao trén té bao hay
khong da duogc biét dén. Vi du, hoat tinh gay doc t& bao hodc kim ham té bao cia khang
thé, manh gin khang nguyén, va/hodc ADC c6 thé dugc do bang cach phoi nhiém té bao
dong vat c6 via biéu hién protein muc tiéu ciia khang thé, manh gén khang nguyén,
va/hodc ADC trong méi trudng nudi ciy t& bao; nudi cdy té bao trong khoang thoi gian
tir khoang 6 gid dén khoang 5 ngay; va do kha nang sdng cia té bao. Thir nghiém in
vitro dua trén té bao ciing c6 thé dugc st dung dé do kha nang sdng (su tang sinh), kha
ning gy doc té bao, va su cam Ung chét theo chuong trinh (su hoat hoa caspaza) cua

ADC.

[00186] Dé xac dinh xem khing thé, manh gin khang nguyén va/hodc ADC c6 tac
dung kim té bao hay khong, c6 thé sir dung xét nghiém két hop thymidin. Vi dy, cac té
bao ung thu biéu hién khéng nguyén muc tiéu & mét do 5000 té bao/giéng cla dia 96
giéng c6 thé dugce nudi ciy trong khoang thdi gian 72 gid va duge phoi nhiém véi 0,5
uCi ciia 3H-thymidin trong & gio cudi ciing cta khoang thdi gian 72 gio. Sy két hop cua
3H-thymidin vao trong cac té bao nudi cdy duoc do trong sy c6 mit va sy khong c6 mit
cua khang thé, manh gén khang nguyén, va/hodc ADC.

[00187] DPé x4c dinh kha nadng gay doc té bao, su hoai tir hoic su chét theo chuong
trinh (su chét té bao da dugc 1ap trinh) co thé dugc do. Su hoai tir thuong di kém véi
tinh thim ting ciia mang sinh chét; su phdng 1én clia té bao, va su v& clia mang sinh

chét. Su chét theo chuong trinh thuong duge dic trung bdi su chay mau mang, sy ngung
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tu cta té bao chat va sy hoat hda clia cac endonucleaza ndi sinh. Viéc xéac dinh tac dung
bét ky trong s cac tac dung nay trén cac t€ bao ung thu chi ra raing ADC 1a hiru dung

trong viéc diéu trj cac bénh ung thu.

[00188] Kha nang sbng ctia té bio c6 thé dugc do, vi du, bing cach xac dinh & té bao
Su hép thu cda thudc nhudm nhu dé trung tinh, xanh trypan, tim tinh thé, hodc xanh
ALAMAR™ (xem, vi du, Page et al. (1993) Intl. J. Oncology 3:473-6). Trong thu
nghiém nay, cac té bao dugc G trong mdi truong chira thudc nhudm, céc té bao dugc
rira, va thuc nhudém con lai, phan 4nh sy hép thu vao trong té bao cta thubc nhudm,
dugc do bang cach do quang phd. Trong cc phuong én nhét dinh, hiéu luc va/hoic kha
nang gy doc té bao in vitro ctia cac ADC dugc chudn bi dugc danh gia bang xét nghiém
tim tinh thé. Tim tinh thé 12 mot loai thubc nhudm triarylmetan ma tich tu trong nhén
cla céac té bao sdng dugc. Trong thir nghiém nay, cac té bao dugc phoi nhiém véi cac
ADC hoac cac chit kiém soat trong mot khoang thoi gian xac dinh, sau do, cac té bao
dugc nhudm béng tim tinh thé, dugc rira sach béng nude, sau d6 dugc hoa tan véi SDS
1% va doc quang phd. Thudc nhudém gén protein sulforhodamin B (SRB) ciing ¢6 thé
dugc st dung dé do kha ning gy doc té bao (Skehan et al. (1990) J. Natl. Cancer Inst.
82:1107-12).

[00189] Su chét theo chuong trinh c6 thé dugc dinh luong, vi du, b%ng viéc do do
phan manh ADN. Cac phuong phéap tric quang trén thi trudng @& dinh lugng dé x4c dinh
in vitro d6 phan manh ADN 1a ¢6 san. Vi du vé cac thir nghiém nay, bao gdm TUNEL
(ma phat hién su két hop ctia cac nucleotit dd duge gén nhan trong ADN d3 dugc phan
manh) va cac thir nghiém dua trén ELISA, dugc md ta trong Biochemica (1999) No. 2,
pp. 34-37 (Roche Molecular Biochemicals).

[00190] Su chét theo chuong trinh cling ¢6 thé dugc xac dinh b%lng cach do cac su
thay ddi hinh théi & té bao. Vi du, nhu véi hoai tr, su mét tinh todn ven ctia mang sinh
chét c6 thé dugc x4c dinh béng cach do su hép thu ctia mot sb thudc nhudm (vidu, thude
nhudm huynh quang nhu acridin da cam hodc ethidi bromua). Phuong phap dé do s
lugng té bao chét theo chuong trinh di dwgc md ta bdi Duke and Cohen, Current
Protocols in Immunology (Coligan et al., eds. (1992) pp. 3.17.1-3.17.16). Céac té bao
cling c6 thé dugc danh diu béng thudc nhudm ADN (vi du, acridin da cam, ethidi
bromua, hodc propidi iodua) va cac té bao dugc quan sat vé su ngung tu va su bam vao

ria cia chit nhiém sic doc theo mang nhan bén trong. Su thay dbi hinh thai khac ma c6
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thé duoc do dé xac dinh su chét theo chuong trinh bao gém, vi du, sy ngung tu té bao

chat, su tao tii mang tang, va su co té bao.

[00191] Cac ADC dugc boc 19 ciing ¢6 thé dugc danh gid vé hoat tinh tiéu diét t€ bao
xung quanh. Hoat tinh tiéu diét té bao xung quanh c6 thé dugc x4c dinh, vi du, bang thir
nghiém st dung hai dong té bao, mot dong duong tinh dbi véi khang nguyén muc tiéu
va mot dong 4m tinh d6i véi khang nguyén muyc tiéu. Cac dong té bao co6 thé duoc dan
nhan dé phan biét ching. Vi dy, céc té bao duong tinh v6i muc tiéu dugce gin nhin
NuclightTM xanh 14 cy (NLG) va cac té bio am tinh véi muc tiéu c6 nhan Nuclight™
d6 (NLR) c6 thé dugc ddng nudi ciy, duoc xir ly véi ADC sau d6 theo doi ha nang géy
doc té bao. Su tiéu diét cac té bao Am tinh véi muc tiéu khi duoc tron voi té bao duong
tinh v&i muc tiéu 1a chi thi cua su tiéu diét té bao xung quanh, trong khi sy tiéu diét cia
céc té bao Am tinh v&i muc tidu khi khong c6 mat cia cac té bao dwong tinh v6i muc
tiéu 1a chi thi cda su tiéu dié€t ngoai muc tiéu.

[00192] Trong mot sb phuwong 4n, sdng ché dé cap phuong phép tiéu diét, e ché hoic
diu bién sy phat trién ciia, hodc su gay trd ngai d6i v6i su trao dbi chét ciia, té bao ung
thu hodc mo bang viéc 1am gian doan tubulin. Phuong phép c6 thé dugc sir dung voi ddi
tuong bét k¥ khi sy pha v& ctia tubulin tao ra loi ich tri li€u. Cac d6i tuong co thé dugc
huong loi tir viéc phé vo tubulin bao gém, nhung khong gidi han & nhiing dbi tuong
dang méc hodc c6 nguy co bi ung thu da day, ung thu budng tring (vi du, ung thu budng
trimg biéu md), ung thu phdi (vi dy, ung thu phdi khong phai té bao nhé), ung thu vu,
ung thu ndi mac ti cung (vi dy, ung thu biéu m6 ndi mac tr cung), u Xxuong, sarcoma
Kaposi, ung thu té bao mam tinh hoan, ung thu dau va cd, ung thu gan, ung thu than,
ung thu biéu mo, ung thu tr cung, ung thu 6ng mat, bénh bach cAu (vi du, bénh bach
cau dong tuy cép tinh), u lympho (vi dy, bénh Hodgkin, u lympho khéng Hodgkin), u
tay, ung thu dau va cd, ung thu thuc quan, ung thu tuyén tuy, ung thu tuyén tién liét,
ung thu ndo (vi dy, u nguyén bao than kinh dém), ung thu tuyén giap, ung thu dai truc
trang va/hodc ung thu da (vi du, u 4c tinh), hodc bét ky di can nao cua ching (Dumontet
and Jordan (2010) Nat. Rev. Drug Discov. 9:790-803).

[00193] Trong cac phuong an khac nhau, cac khang thé duoc boc 19, cac manh gén
khang nguyén, va’hodc cac ADC ¢o thé dugc ding trong té bao hodc md bat ky ma hiéu
hién mesothelin, chéng han nhu mo hoéc té bao ung thu biéu hién mesothelin. Phuong

4n vi du bao gdm phuong phap trc ché su truyén tin hiéu té bao qua trung gian mesothelin
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hodc phuong phép ti€u diét té bao. Phuong phép nay co thé duoc st dung vai té bao
hoic mé bit ki ma biéu hién mesothelin, nhu té bao ung thu hodc tén thuong di can.
Céc vi du khong gidi han cua cac ung thu bidu hién mesothelin bao gdm u trung biéu
md, ung thu tuyén tuy (vi du, ung thu bidu m6 tuyén tuy), ung thu budng trimg (vi du,
ung thu budng trimg huyét thanh, ung thu budng trimg té bao sach, ung thu budng trimg
bidu mo), va ung thu phdi (vi du, ung thu phdi khong phai té bao nhé, ung thu biéu md
tuyén phdi) (Wang et al. (2012) PLoS ONE 7:¢33214). Cac loai ung thu mesothelin vi
du khac bao gém ung thu ndi mac t cung, ung thu dai tryc trang, ung thu da day, bénh
bach cdu, ung thu va, ung thu ¢b tir cung, ung thu dAu va cd, ung thu gan, ung thu tuyén
tién liét, ung thu than, ung thu tuyén giap, ung thu biéu mé, ung thu tir cung va ung thu
6ng mét. Cac vi du khong gi¢i han cua céac té bao biéu hién mesothelin bao gém cac té
bao ung thu biéu md budng tring OVCAR3 & ngudi, cac té bao ndi mac tir cung HEC-
251 & ngudi, cac té bao trung biéu md té bao vay & phdi H226 & nguoi va cac té bao
chira axit nucleic tai t6 hop ma hoa mesothelin hodc mot phén ctia chung.

[00194] Cac phuong phép vi du bao gdm céc budc cho té bao tiép xic voi khang thé,
manh gén khang nguyén, va/hodc ADC, nhu dugc md ta ¢ day, voi luong hiru hiéu,
nghia 13, lugng du & tieu diét té bao. Phuong phép c6 thé dugc st dung trén té bao trong
nudi céy, vi duy, in vitro, in vivo, ex vivo, hodc in situ. Vi du, céac té bao ma biéu hién
mesothelin (vi dy, cac té bao dugc thu thap bﬁng sinh thiét khéi u hodc ton thuong di
cdn; cac té bao tir dong té bao ung thu duoc thiét 1ap; hodc céc té bao tai td hop), co thé
duoc nudi cdy in vitro trong moi trudng nudi cdy va budce tiép xtic c6 thé bi anh huéng
boi viée bd sung khang thé, manh gin khang nguyén, va/hoic ADC vao mdi trudng nudi
cdy. Phuong phap s& dan dén sy tiéu diét cac té bao bidu hién mesothelin, bao gbm cu
thé 1a cac té bao khdi u bidu hién mesothelin. Mat khac, khang thé, manh gin khang
nguyén, va’hodc ADC co thé dugc ding cho dbi tugng bing dudng dung thich hop bét
ky (vi dy, trong tinh mach, duéi da, hodc tiép xuc truc tiép v&i mo khdi u) dé co tac dung
in vivo. Céch tiép cén nay ciing c6 thé duoc st dung cho céc khang thé va cac ADC

nham muc tiéu dén cac khang nguyén bé mit t€ bao khéac.

[00195] Tac dung in vivo ctia khang thé, manh gin khang nguyén va/hogc ché phdm
tri liéu ADC dugce boc 10 c6 thé dugc danh gia trén mo hinh dong vt thich hop. Vi dy,
cac md hinh ung thu khéc loai ¢6 thé dugc str dung, trong d6 cdc md ciy bén ngoai ung

thu hodc cac mod ghép khac loai da dugc cay chuyén dugc dua vao trong cac con véat
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thoa hiép mién dich, nhu chudt nhét trui 16ng hodc SCID (Klein et al. (1997) Nature
Med. 3:402-8). Hi€u qua co thé dugc du doan st dung céc thit nghiém ma do su tc ché

¢l su tao thanh khoi u, su thoai trién khoi u hodc sy di cin, va dang tuong tu.

[00196] Cac thir nghiém in vivo ma dénh gid sy thuc dAy cua su chét khéi u bang cac
co ché nhu su chét theo chuong trinh cling c6 thé dugc st dung. Theo mot s6 phuong
an, cac manh ghép khéc loai tir chuft mang khi u dugc diéu tri béng ché phém tri liéu
¢6 thé duge kiém tra vé su c6 mit clia cac b chét theo chuong trinh va dugc so sanh véi
chudt mang khdi u khac loai dbi chimg khong dugc diéu tri. Pham vi ma cac b chét theo
chuong trinh dugc phét hién théy & cac khéi u cta chudt da duogc diéu tri cung cép chi

thi vé hiéu qua tri liéu cua ché pham.

[00197] Con dugc dé xuit & day 1a cac phuong phép diéu tri ung thu. Cac khang thé,
cac manh gan khang nguyén, va/hoic cac ADC dugc boc 16 & day co thé duge dung cho
dbi turong 14 dong vat c¢6 vi khong phai 1a nguoi hodc 1a nguoi nhim cac muc dich tri
liéu. Cac phuong phap tri liéu doi hoi viéc dung cho dong vat ¢6 vi cd khéi u luong hitu
hiéu sinh hoc cta khang thé, manh gan khang nguyén va/hodac ADC bao gbm eribulin
duoc ndi v6i khang thé muc tiéu ma gin v6i khang nguyén dugce bidu hién, co thé tiép

can dé gan, hodc dugc khu tri trén bé mat t€ bao ung thu.

[00198] Phuong 4n vi du la phuong phap phan phéi eribulin t6i té bao bicu hién
mesothelin, bao gdm viéc lién hop eribulin v6i khang thé ma gin dic hiéu mién dich véi
bidu md mesothelin va phoi nhidm t& bao véi khang thé, manh gan khang nguyén
va/hoac ADC. Cac té bao khdi u vi du ma biéu hién mesothelin cho né cac khang thé,
cac manh gin khang nguyén, va/hodc cac ADC theo sang ché duoc chi bao bao gom té
bao ung thu biéu mo budng tring, té bao noi mac tir cung va té bao ung thu biéu mo té
bao vay phdi.

[00199] Phuong an vi du khac phuong phép lam giam hodc e ché sy phat trién cia
khéi u biéu hién khang nguyén dich (vi du, khéi u bidu hién mesothelin), bao gdm viéc
dung lugng hitu hi€u tri liéu cua khang thé, manh gin khang nguyén va/hodc ADC. Theo
mdt sb phuong 4n, viée diéu tri dua dé 1am giam hodc trc ché su phét trién cta khéi u cua
bénh nhén, lam giam sé lugng hoic kich thudc clia tdn thuong di can, lam giam tai
lwong khéi u, 1am giam tai lugng khéi u nguyén phat, 1am giam xam 14n, kéo dai thoi

gian séng, va/hodic duy tri hodc cai thién chét luong cudc séng. Trong mot sd phuong
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an, khbi u khang hoic khé chita doi v6i viée diéu tri véi khang the hodc goc gan khang
nguyén cia ADC khi dugc dung mot minh, va/hogc khoi u khang hodc kho chira doi voi

viéc diéu tri véi eribulin khi dugc duing mot minh.

[00200] Hon nita, cdc khang thé theo séng ché ¢6 thé dugc dung cho dong vat co vi
khoéng phai 1a nguoi biéu hién mesothelin cho cac muc dich thu y hodc lam md hinh
dong vit clia bénh & ngudi. DPéi voi vén dé sau, cac md hinh dong vét nay c6 thé hitu
dung dé danh gia hiéu qua tri liéu cua cac khang thé duogc boc 19, cac manh gén khéng
nguyén, va/hodc cac ADC (vi du, thir nghiém cac lidu dung va cac khoang thoi gian

dung).

[00201] Ciing duoc dé xuit ¢ day la cac viéc st dung tri liéu cua cac khang thé duogc
bdc 10, cac manh gén khang nguyén, va/hodc cac ADC. Phuong an vi du la viéc st dung
cta khang thé, manh gin khang nguyén, va/hodc ADC trong viéc diéu tri cia ung thu
biéu hién khang nguyén muc tiéu (vi dy, ung thu biéu hién mesothelin) ciing dugc bdc
16. Cac phuong phép xac dinh cac dbi twong c6 cac ung thu ma biéu hién khang nguyén
muc tiéu (vi du, mesothelin) da duoc biét dén trong linh vuc va co thé duoc st dung dé
x4c dinh cac bénh nhan thich hop dé diéu tri v6i khang thé, manh gén khéng nguyén,
va/hodac ADC dugc boc 10.

[00202] Phuong an vi du khéc 12 viéc sit dung ctia khang thé, manh gén khéng nguyén,
va/hoic ADC trong phuong phép san xuét thuéc cho viéc didu tri ung thu biéu hién

khang nguyén muc tiéu (vi dy, ung thu biéu hién mesothelin).

[00203] Céc ché pham trj liéu dugc st dung trong viéc thuc hanh cic phuong phap
néu trén ¢6 thé duogc tao ché phém thanh cac dugc phém bao gdm chit mang duogc dung
thich hop dbi v6i phuong phap phan phdi mong mudn. Phuong 4n vi du 1a duge pham
bao gdm khang thé, manh gén khang nguyén, va/hoic ADC theo sang ché va chit mang
duoc dung. Cac chit mang thich hop bao gdm nguyén lidu bét ky ma, khi dwoc két hop
v6i ché phém tri liu, gitt dugc chirc ndng khang khéi u cia ché phém tri li€u va nhin
chung khong phan tng véi hé théng mién dich ctia bénh nhan.

[00204] Céc chit mang dugc dung bao gbm bét ky va tit ca cac dung mdi, moi trudng
phan tan, cht phu, chit khéng khuén va khang ném, chit déng truong va chét lam cham
ha‘ip thu, va tuong tu ma tuong thich vé& mit ly sinh. Cac vi du cua cac chét mang dugc

dung bao gom mdt hodc nhiéu trong s6 nudc, nudc muodi, nedc mudi dém phosphat,
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dextroza, glyxerol, etanol, mubi mesylat, va trong tu, cling nhu cac két hop ciia ching.
Trong nhiéu trudng hop, chét ding truong dugc bao gbm, vi du nhu dudng, rugu da
chirc, nhu manitol, sorbitol, hodc natri clorua trong dugc pham. Céc chét mang duoc
dung con ¢6 thé chira céc lugng nho céc chét phu tro nhu chét 1am w6t hodc chit nhil

ho4, chét bao quan hoac chit dém, ma 1am ting tudi tho hodc hiéu qua cua ADC.

[00205] Cac ché pham tri liéu c6 thé duoc hoa tan va dugc dung thong qua duong
dung bét ky c6 khi ning phan phéi ché pham tri liéu dén vi tri khéi u. Cac duong ding
hitu hiéu tiém ning bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, trong tinh mach, ngoai duong
tiéu hoa, trong mang bung, trong co, trong khéi u, trong da, trong co quan, tai vi tri, va
twong tw. Cac ché phim protein tri liéu c6 thé duoc dong kho va bao quan dudi dang bot
v trung, vi du, trong chan khdng, va sau d6 dugc hoan nguyén trong nudc kim ham vi
khun (vi dy, chtra chét bao quan ruou benzyl) hodc trong nude vo trung trudce khi tiém.
Céc ché phdm tri liéu c6 thé bao gbm khang thé, manh gin khang nguyén, va/hodc ADC

hodc mudi dugc dung cua ching, vi du, mudi mesylat.

[00206] Cac khang thé, cac manh gin khang nguyén, va/hodc cac ADC dugce boc 16 ¢
day c6 thé duoc ding & lidu dung nam trong khoang tr khoang 0,2 mg/kg dén khoang
10 mg/kg v6i bénh nhan can. Trong mot s phuong 4n, khéng thé, manh gin khang
nguyén, va‘hodc ADC duge dung cho bénh nhan hang ngay, hai thang mot 14n hodc bt
ky khoang thoi gian ndo & gitta chung. Céc lidu ding va céc quy trinh dung dé diéu tri
cac bénh ung thu bang cac phuong phéap néu trén s& thay d6i theo phwrong phép va loai
ung thu muc tiéu, va thuong s€ phu thudc vao mot ) yéu td khac duoc hiéu rd trong

linh vuc nay.

[00207] Céc hé théng phan phdi khac nhau da dugc biét dén va c6 thé duge st dung
dé dung mot hodc nhiéu khang thé, cc manh gan khang nguyén, va/hogc cac ADC theo
sang ché. Cac phwong phép ding cic khang thé, cac manh gin khang nguyén, va/hoic
cac ADC bao gdm, nhung khong bi giéi han &, dung ngoai dudng tiéu hoa (vi dy, trong
da, trong co, trong mang bung, trong tinh mach va duéi da), ding ngoai mang cing,
dung trong khdi u va ding qua niém mac (vi dy, dudng mili va duong miéng). Ngoai ra,
¢6 thé str dung qua duong phdi, vi du, bang cach sir dung dung cu x6ng hodc khi dung,
va bao ché v6i chit tao sol khi. Xem, vi du, cac ché phim va cac phuong phap ding cho
dudng phéi dugc md td trong cac patent My s6 6,019,968, 5,985,320, 5,985,309,
5,934,272, 5,874,064, 5,855,913, 5,290,540, va 4,880,078; va cong bd qudc té s6 WO
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1992/019244, WO 1997/032572, WO 1997/044013, WO 1998/031346, va WO
1999/066903. ADC c6 thé dugc dung bang con dudng thuén tién bét ky, vi du bang cach
truyén hoic tiém bolus, hodc béng su hép thu thong qua 16p biéu md hodc niém mac da
(vi du, niém mac miéng, niém mac truc trang va rudt, v.v.). Viéc st dung c6 thé 1a toan

than hoéc khu tra.

[00208] Céc ché pham trj liéu duge boc 10 & day 1a tiét tring va bn dinh trong céc diéu
kién san xuét va luu trit. Trong mot sb phwong an, mot hogc nhidu cua cac khang thé,
cac manh gén khang nguyén, va/hodc cac ADC, hodc cic dugc phém, dugc cung cép
duédi dang bot dong kho tiét trung kho hodc chét ¢6 khong chira nudc trong vat kin khit
va ¢6 thé duge hoan nguyén (vi du, v6i nude hodc nude mudi) dén ndng do thich hop
dé str dung cho dbi tuong. Theo mot ) phuong an, mot hodc nhiéu tac nhan hodc duoc
pham phong nglra hoic tri liéu duge cung cAp dudi dang bot dong khod vo trung khd
trong vat chira dugc bit kin khit & lidu don vi bang it nhit 5 mg, it nhit 10 mg, it nhat
15 mg, it nhat 25 mg, it nhit 35 mg, it nhit 45 mg, it nhat 50 mg, it nhat 75 mg, hodc it
nhit 100 mg, hodc luong bat ky & gitta ching. Trong mot s6 phuong 4n, cac khdng thé,
cac manh gin khang nguyén, va/hodc cac ADC hodc cac dugc pham dugc dong khd
duoc luu trit ¢ nhiét d6 gitta 2°C dén 8°C trong vat chira ban dau. Trong mot sb phuong
an, mot hoac nhiéu cia céac khang thé, cac manh gén khang nguyén, va/hodc cac ADC
hodc cac duge phdm duge mo ta & ddy duoc cung cip & dang léng trong vat chira dugc
bit kin khit, vi du, vat chira chi ra lugng va né)ng dd cua chat. Trong mot sb phuong an,
dang 16ng cta ché phim dugc ding dugc cung cAp trong vat chira dugc bit kin khit 1a it
nhét 0,25 mg/ml, it nhét 0,5 mg/ml, it nhét 1 mg/ml, it nhét 2,5 mg/ml, it nhét 5 mg/ml,
it nhit 8 mg/ml, it nh4t 10 mg/ml, it nhit 15 mg/ml, it nhit 25 mg/ml, it nhét 50 mg/ml,
it nhat 75 mg/ml, hoic it nhét 100 mg/ml ADC. Dang 16ng c6 thé dugc luu trir & nhiét

d6 gitra 2°C dén 8°C trong vit chita ban dau.

[00209] Trong mdt sd phwong 4n, cac khéng thé dugc boc 19, cac manh gin khang
nguyén, va’hodc cac ADC co thé duoc két hop vao duge pham thich hop dé dung ngoai
duong tiéu héa. Dung dich co thé tiém nay c6 thé chira dang lidu long hoic dong kho
trong lo bang d4 Itra hodc hd phach, ampun, hogic 5ng tiém nhdi sin, hodc dung cu phan

phdi hodc luu trit da biét khac.

[00210] Céc ché pham dugc mo ta & day co thé c6 nhiéu dang khac nhau. Ching bao

gém, vi dy, dang lidu long, ban rén va ran, nhu dung dich 16ng (vi du, dung dich tiém
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duoc va truyén dugc), dich phan tan hodc huyén phu, vién nén, vién tron, bot, liposom
va thudc dan. Dang phu thudc vao phuong thtc sit dung va viéc s dung dé diéu tri du
kién.

[00211] Trong cac phuong an khac nhau, viéc didu tri bao gdm lidu bolus don 1¢ hodc
viéc dung 1ap lai ché phdm khang thé, manh gan khang nguyén, va/hodc ADC qua dudng
dung duoc chip nhan.

[00212] Cac bénh nhén c6 thé duoc danh gia vé cac mic do cia khang nguyén dich
trong mau nhat dinh (vi du cdc muc do cua té bao biéu hién khang nguyén muc tiéu) dé
hd tro viéc xac dinh phac dd dung lidu hitu hiéu nhét, v.v.. Phuong an vi du 1a phuong
phéap x4c dinh xem bénh nhan cé dap ing voi viée diéu tri voi khang thé, manh gén
khang nguyén, va/hodc ADC theo sang ché hay khéng, bao gbm viéc cung cap miu sinh
hoc tr bénh nhan va cho mau sinh hoc nay tiép xuac vé6i khang thé, manh gin khang
nguyén, va’hodc ADC. Cac mau sinh hoc vi du bao gém mo hodc dich co thé, nhu dich
tiét viém, mau, huyét thanh, dich rudt, mau phan, hoic sinh thiét khdi u (vi dy, sinh thiét
khéi u ¢6 ngudn gbe tir bénh nhan méc hodc ¢6 nguy co mic ung thu biéu hién khéang
nguyén muc tiéu, vi du, ung thu biéu hién mesothelin). Trong mét s phuong 4n, mau
(vi du, md va/hoic dich co thé) c6 thé dugc 14y tir dbi twong, va phurong phap mién dich
hoc thich hop ¢6 thé dugc su dung dé phéat hién va/hodc do su biéu hién protein cua
khang nguyén dich (vi du, mesothelin). Nhitng danh gia nhu vy cling dugc st dung cho
muc dich theo ddi trong subt qua trinh didu tri, va hitu ich dé danh gia su thanh cong

trong diéu tri két hop véi viéc danh gid cac thong sd khac.

[00213] Trong mét s6 phuong 4n, hiéu qua ctia khang thé, manh gin khang nguyén,
va/hodc ADC c6 thé duge danh gia bang cach cho miu khéi u tir d6i tugng tiép xic vai
khang thé, manh gin khéng nguyén, va/hoic ADC va danh gia tbc do phat trién hodc
thé tich khéi u. Trong mdt sé phuong 4n, khi khéng thé, manh gin khang nguyén,

va/hodc ADC di dugc xac dinh 1a ¢6 hi¢u qua, n6 co thé dugc dung cho dbi tuong.

[00214] Cac phuong phép tri li€u trén c6 thé dugc két hop véi bat ky mot trong nhiéu
phéc dd diéu tri phau thuat, héa tri liéu hodc xa tri bd sung. Trong mot sb phuong an,
cac khang thé, cac manh gén khang nguyén, va/hodc cac ADC hodc céac ché phém duoc
bdc 16 & day dugc déng tao ché phém va/hodc dugc dong st dung véi mot hodc nhiéu

tac nhan tri liéu bd sung, vi du, mot hodc nhi€u cac tdc nhan hoa tri liéu. Vi du khong
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lam gi6i han séng ché v& chét hoéa tri liéu bao gém chét alkyl hoa, vi du, mu tat nito, cc
hop chét etylenimin, va alkyl sulphonat; céc chét chéng chuyén hoa, vi du, axit folic,
cécchat dbi khang purin hodc pyrimidin; cac chét chéng phan bao, vi dy, chét khang
tubulin nhu eribulin hoic eribulin mesylat (Halaven™), vinca alkaloit, va auristatin;
chét khang sinh gay doc té bao; hop chit ma 1am hu hong hodc can tré sy biéu hién hoic
su sao chép ADN, vi du, chét gén rinh nhd ADN; va chéit d6i khang thu thé yéu td tang
truéng. Theo mot s phuong 4n, tac nhan hoa tri liéu c6 thé 1a téc nhan gy ddc té bao
hodc kim ham té bao. Céc vi du cua cic chét gdy doc té bao bao gé‘)m, nhung khong bi
gi¢i han 0, chit chdng phéan bao, ching han nhu eribulin hodc eribulin mesylat
(Halaven™), auristatin (vi du, monomety! auristatin E (MMAE), monomety! auristatin
F (MMAF)), maytansinoid (vi du, maytansin), dolastatin, duostatin, cryptophycin, vinca
alkaloid (vi du, vincristin, vinblastin), taxan, taxol, va colchicin; anthracyclin (vi dy,
daunorubicin, doxorubicin, dihydroxyanthracindion); cac chét khang sinh gdy doc té bao
(vi dy, mitomycin, actinomycin, duocarmycin (vi du, CC-1065), auromycin, duomycin,
calicheamicin, endomycin, phenomycin); céc chét alkyl hoa (vi du, cisplatin); cac chét
xen vao gitta (vi dy, ethidi bromua); chit uc ché topoisomeraza (vi dy, etoposit,
tenoposit); cac dff)ng vi phéng xa, ch.‘fmg han nhu At211,1131,1125, Y90, Re186, Re188,
Sm153, Bi212 hodc 213, P32, va cac déng vi phong xa cua luteti (vi du, Lul77); va doc
t6 6 nguén géc vi khuén, ndm, thuc vat hodc dong vat (vi du, ricin (vi dy, ricin chudi
A), doc td bach hau, ngoai doc t& A Pseudomonas (vi du, PE40), ndi doc td, mitogellin,
combrestatin, restrictocin, gelonin, alpha-sarcin, abrin (vi dy, abrin chudi A), modeccin
(vi du, modeccin chudi A), curicin, crotin, chit tc ché Sapaonaria officinalis,

glucocorticoit).

[00215] Ciing dugc boc 10 & day la cac viée str dung mot hodc nhiéu khang thé, manh
gén khang nguyén, va/hodc ADC dugc bdc 16 trong viéc san xuét thudc dé diéu tri ung
thu, vi dy, theo cac phuong phap dugc mo ta & trén. Trong mot s phuong 4an, cac ADC
duogc boc 16 & day duoc sir dung dé diéu tri ung thu, vi dy, theo cac phuong phép dugc
mo ta & trén.

[00216] Trong cac phuong an khéac nhau, cac bd dung cu dé sir dung trong céac tmg
dung trong phong thi nghiém va diéu tri dugc mé ta & ddy nam trong pham vi clia sang
ché. Bo dung cu nay c6 thé bao gém chét mang, bao goi, hoac vat chira ma dugc chia

ngédn dé chira mdt hodc nhicu vat chira chdng han nhu lo, 6ng, va tuong tu, mdi vt chita
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bao gbm mdt trong s6 cac bd phan riéng biét dé duoc sir dung trong phuong phép dugc
boc 10 ¢ diy, cung v6i nhan hodc to hudng dan bao gdm huéng dan st dung, ching han
nhu viée sir dung dugc mo ta ¢ day. B kit ¢o thé c6 chira vat chira c6 chira gbe thube.
Sang ché ciing d& xuAt mot hodc nhidu khang thé, cic manh gin khang nguyén, va/hodc
cac ADC, hodc cac dugc phém cia nd, dugc bao goi trong vat chira dugc bit kin khit,

ching han nhu ampun hodc tai, chi ra lvgng cta chat.

[00217] Céc b dung cu cod thé bao gf”)m vat chta dugc mo ta & trén va mot hodc nhiéu
vat chtra khac duge két hop véi nod ma bao gbm cac nguyén liéu mong mudn theo quan
diém thi truong va nguoi dung, bao gdm chit dém, chét pha lodng, bd loc, kim tiém,
6ng tiém; nhan chét mang, bao godi, vat chura, lo va/hodc 6ng liét ké cac chit chtra bén

trong va/hodc huéng din st dung, va t& huéng dan st dung v6i sy huéng din st dung.

[00218] Nhan c6 thé co trén hogc cung v6i vét chira dé chi ra rang ché phim dugc st
dung cho liéu phép hodc ung dung khong tri liéu cu thé, nhu ing dung tién luong, dy
phong, chén doan hodc trong phong thi nghiém. Nhan ciing c6 thé chi ra huéng dan dé
stt dung in vivo hodc in vitro, nhu huéng dan dwgc mé ta & day. Hudng dan va hoic
thong tin khéac cling ¢ thé dugc bao gdm trén (cac) vat gai hodc (cac) nhan, ma dugc
bao gbm véi hodc & trén bo kit. Nhan ¢ thé & trén hodc kém theo vat chira. Nhan c6 thé
& trén vat chira khi chit cai, chit sb, hodc ky tu khac tao thanh nhan dugc dic hodc khéc
vao ban than vat chita. Nhan c6 thé dugc kém theo vat chira khi n6 ¢6 mit & trong hop
dung hodc vat mang ma cling gitt vt chira, vi du nhu, dudi dang vét gai bao goi. Nhan
¢6 thé chi ra ring hop phin dugc st dung dé chin doan hodc diéu tri tinh trang bénh,

ching han nhu ung thu dugc md ta trong ban mo ta nay.

[00219] Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc hiéu 3 ring cac stra dbi va sy
thich rng thich hgp khac cta cac phuong phap theo sang ché duoc mo ta & déay 1a hién
nhién va c6 thé dugc tao ra bang cach sir dung cac dang tuong duong thich hgp ma
khong ndm ngoai pham vi clia sing ché hoic cac phuong an duogc boc 19 & & day. Sang
ché da dugc mo ta mot cach chi tiét, sau day sang ché s& dugc hiéu rd hon b%lng cach
tham khao cac vi du sau ddy, ma dugc két hop chi nhdm muc dich minh hoa va khong

nhim muc dich gi6i han sang ché.
Vi DU THUC HIEN SANG CHE

Vi du 1 Viéc tao ra khang thé kham d6i v6i mesothelin & nguwoi
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[00220] Céc khéang thé kham chta trinh tu globulin mién dich & tho va ngudi dugc tao
ra theo céac quy trinh dugc mo ta dudi day. Cac khang thé dugc phén tich vé& kha ning
gin véi mesothelin cia ngudi va gén epitop. Kha ning gy doc té bao ADC ban dau cua
cac khang thé khang mesothelin kham téi t6 hop dugc dénh gia trong cac dong té bao &
ngudi biéu hién cac mirc d9 khéc nhau cia mesothelin. Cac khang thé dan dau dé nguoi

hoa va phat trién ADC duge mo ta trong cac Vi du 2-3.
1.1  Céc chét phan Wng va cic nguyén liéu
1.1.1 Cac khang thé

[00221] Cac khang thé dugc st dung trong céc nghién ctru sau ddy 1a dang kham (-xi)
cia thd-ngudi ciia cac khang thé khdng mesothelin & ngudi va c6 cystein khong dugc
ghép d6i & vi tri chudi nhe 80 (LCcys80). Cac khang thé d3 duoc tinh sach va khtt
cysteinyl nhu dugc mo ta dudi day trong Phén 1.5. Ham luong protein cudi cing duoc

danh gia bang thir nghiém BCA va SDS-PAGE.
1.1.2 Cic té bao giy ddc co thé lién hgp va cac ADC LCcys80

[00222] Céc hop cau ndi-gay doc té bao duoc sit dung trong cac nghién ctru sau diy
bao gdbm Mal-PEG,- Auristatin F. Cac khang thé dugc lién hop v6i Mal-PEG;-Auristatin
F theo ty 1€ mol 1:5 (mAb: phu tai). Cac khang thé LCcys80 duoc lién hop dugc tinh
sach st dung sic ky khtr mubi véi cac cot khi mudi HiTrap 2x5 mL (GE Healthcare)
trén AKTA FPLC, st dung 1X DPBS lam dém chay. Ham lugng protein cubi ciing duge
xé4c dinh bang thir nghiém BCA.

1.1.3 Cac dong té bao khéi u

[00223] Céc dong té bao khdi u & ngudi dugce sir dung trong céc phan tich cac ADC
thé kham & tho-ngudi bao gdm A431-KS5 (cac té bao u ac tinh A431 & ngudi duoc chuyén
nhim 6n dinh v6i mesothelin & ngudi, MSLNM), A431 (MSLN) va OVCAR3 (ung
thu biéu m6 budng trimg & ngudi, MSLNM). Céc té bao A431-K5 dugce l4y tir Vién Ung
thu Quéc gia. Cac dong té bao dugc sir dung duogc léy truc tiép tir B suu tdp Van hoa
Kiéu My (ATCC).

1.1.4 Céc chit phan @ng khac

[00224] Tt ca cac chat pham tng dugc st dung déu duoc ldy tir cac nha cung cép

thuong mai & cép d6 nghién ctru hodc cao hon, trir khi ¢6 chi dinh khéc.
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1.2 Viéc tao ra cac khang thé & tho ddi voi mesothelin & nguwdi

[00225] cDNA mesothelin & ngudi tir vecto p0301 duge nhén dong thanh vecto biéu
hién Aldevron (pB8-Mesothelin-hum). Hai con tho sau d6 dugc chung ngira bang vecto
mién dich pB8-mesothelin ¢ ngudi. Sau bbn tng dung di truyén, huyét thanh mién dich
dugc 14y vao ngay thir 52 cta quy trinh tiém ching. Huyét thanh mién dich & thé dugc
pha loang 1:1000 hodc 1:5000 trong PBS chita BSA 1%, va dugc kiém tra bang phwong
phap do té bao dong chdy st dung cac té bao dong vat c6 v trude do6 da duge chuyén
nhiém tam thoi v6i cADN mesothelin & ngudi dugc nhan ban thanh vecto biéu hién
Aldevron (pB1-mesothelin-hum) va céac té bao dong vat c6 vi duge chuyén nhiém tam
thoi véi cADN khong lién quan dugc nhin dong vao cing vecto. Cac khang thé tir huyét
thanh mién dich sau d6 duoc phat hién v6i 10 pg/mL IgG R-phycoerythrin khang tho ¢
dé. (Southern Biotech, #4030-09). Viéc ching ngira, do dong chay té bao va bao quin
lanh té bao dugc thuc hién béi Aldevron (Dreiburg, Duc).

1.3 Sang loc théng lwgng cao doi v6i cic mau nudi cay san xuat cac khang thé

khiang mesothelin
1.3.1 Nubdi ciy té bao

[00226] Té bao nut hach & tho duoc bao quan lanh (2,0x107 té bao) duoc rd dong sau
d6 duoc hoat hda véi 2,5 pg/mL lectin tir Phytolacca americana va dugc khoi phuc bing
DNAza I trong mdt gid & 37°C v6i COz 5%. Céc té bao duge gieo & 5 té bao mdi giéng
trén dia 384 giéng véi cacté bao nap (cac CHO biéu hién CD154 & thd) va duge nudi
ciy trong IMDM hoan chinh (IMDM dugc bb sung FBS 10%, L-glutamin 2 mM, 1X
MEM NEAA, Natri Pyruvat 1 mM, Penicillin 50 U/mL, Streptomycin 50 pg/mL, 2-Me
55 uM) chira IL2 & ngudi 10,5 ng/mLva cytokin IL21 ¢ nguoi 10,5 ng/mL (PeproTech).

1.3.2 Viéc phan lap ciac khang thé da dong va IgG & thé ddi voi mesothelin & ngudi

[00227] Vao tudn thir 2, cac giéng san xuét khang thé IgG & thé dugc xac dinh bsi [gG
FRET st dung europium cryptat. Cac giéng san xuét IgG dugc sang loc sy hién dién cua
khéng thé IgG Fey ¢ tho bang ELISA trén cic dia duge pht v6i 1 pg/mL clia mesothelin
CHO-MT40. Cac mau nudi céy tao ra IgG & tho dac hiéu v6i mesothelin duge xac nhan
bang viéc sang loc ELISA trén 1 pg/mL clia mesothelin va dugc sang loc dém db6i véi 1
ug/mL cua CD73-his. FRET va ELISA dugc thuc hién trén hé théng robot Biomek®
FX (Beckman).

73



48490

74/248

1.3.3 Giai citu gen mARN ciia cdc khang thé & thé d6i véi mesothelin cia ngwdi

[00228] ARN tbng sd dwoc phan 13p tir cac giéng san xuét cac khang thé khang
mesothelin IgG & thé st dung bd dung cu phén 1dp ARN tbng s6 RNAqueous™-96
(Ambion). cADN duoc tbng hop va cac ving bién dbi chudi nhe va nang dugc khuéch
dai bang PCR sir dung bo dung cu RT-PCR mot bude Platinum Taq (Invitrogen) str dung
céc doan mdi ndi bd (Bang 11). Cac ving bién ddi chudi nhe va ning duoc khuéch dai
vé6i cac doan moi 1dng nhau (Bang 12) st dung bd dung cu khuéch dai Platinum Taq va
bd quay vong nhiét (40 chu ky, 1 phut 94°C, 1 phit 54°C, 1,5 phat 68°C). Khuén ADN
dugc khuéch dai dugc quan sit tryc quan bang phuong phap dién di trén gel, dugc tinh
sach béng bd dung cu tinh sach QIAquick 96 PCR (Qiagen) va trinh tw ADN dugc xac
dinh b6i GeneWiz (South Plainfield, NJ) béng cach str dung cac doan mdi ndi bd (Bang
13). Céc trinh ty ADN dugc phén tich dbi vé6i cac ho thd gen V va gen I IMGT/V-
QUEST) va ddi véi co sé dit liéu doan modi trong dung hop ndi bd (Blastn). Cac doan
moi trong dung hop (Bang 14) dugc xé4c dinh hodc duoc thiét ké chura trinh ty lién két
Fc & ngudi duge thém vao dau 5 'clia doan modi gen V va J. Cac doan mdi duoc tdng hop

b6i IDT (Coralville, TA).

Bang 11. Cac trinh ty doan mdi dwoc sit dung cho RT-PCR m{t budrc

Gen Poan moi ' Poan mdi 3'

Néng | 1veTCCTGGTCRCTSYGCTC TTGGTGTTGGTGGCTGGGTG
(SEQ ID NO: 37) (SEQ ID NO: 38)

Nhe | GGGCCCCCACTCAGCTGCTG | GTTBTACTGKTMTYGATGCC
(SEQ ID NO: 39) (SEQ ID NO: 40)

Bang 12. Cac trinh tw doan mdi dwoe sit dung cho PCR

(SEQ ID NO: 41)

Gen Poan mdi 5' Poan mdi 3'
Ning | TYCTCCTGGTCRCTSYGCTC | TTGGTGTTGGTGGCTGGGTG

(SEQ ID NO: 42)
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Nhe

ACTCAGCTGCTGGGGCTCCT | GTTBTACTGKTMTYGATGCC

(SEQ ID NO: 43) (SEQ ID NO: 44)

Bang 13. Cac trinh ty doan mdi dwoc sir dung cho viéc giai trinh ty khuén ADN

Gen Poan mdi 3'

Ning | TTGGTGTTGGTGGCTGGGTG (SEQ ID NO:
45)

Nhe GTTBTACTGKTMTYGATGCC (SEQ ID
NO: 46)

Béang 14. Cac trinh ty doan mdi dwoe sir dung cho viéc PCR trong dung hop cho

miu 345A12
Gen Poan mdi 5' Poan mdi 3'
Niang | gecaccggegtgeactccCAGTCGYTGGAG | gggeccttggtggatgc TGARGAGACRG

GAGTCCGGGGG (SEQ ID NO: 47)

TGACSAGGGTSCC (SEQ ID NO:
4R)

Nhe

gecaccggegtgeactccGCCTATGATATG
ACCCAGACTCCA (SEQ ID NO: 49)

agccacagttcg TTTGACSACCACCTC
GGTCCC

(SEQ ID NO: 50)

1.3.4 Cac manh PCR

[00229]

Céc mién bién ddi dugc khuéch dai PCR bao gdm 15 ciip bazo & cac dau 5

'va 3' twong ddng vé6i vi tri nhan ban trong vecto dong con. Cac doan PCR dugc nhén

dong thanh plasmit biéu hién chita gamma & nguoi (p1974 pC+751Z-1dr-InFusion-

hugamma) hodc vung hang s kappa (p1975 pC+75IB-ldr-InFusion-hukappa) sir dung

bd dung cu nhan dong In-Fusion HD (Clontech) theo quy trinh ctia nha san xuét. 1 pL

cua phan tng trong dung hgp duoc bién nap vao cac té bao bd thé Stellar (Clontech)

theo quy trinh cua nha san xuét. Céc chét bién dbi duoc nudi trong moi trudng TB 1 mL

(Teknova) qua dém & 37°C trén may lic dia vi chudn d6. Ngay hom sau, cac mau nudi
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cdy dugc chuan bi nho bang bd dung cu miniprep QIAprep 96 Turbo (Qiagen) sir dung
epMotion 5075 theo quy trinh ctia nha san Xudt.

1.3.5 Céc doan tong hop gen

[00230] Céc mién bién ddi nhe va ning dugc nguoi héa dugce t6i wu hoa codon dé biéu
hién trong c4c té bao budng trimg chudt lang Trung Quéc (CHO) va duge tbng hop boi
GeneArt. Cac midn bién ddi dugc tdng hop véi trinh ty khéi dau dich ma Kozak va trinh
tu dAn dau tiét Ig, va bao gdm 15 cip bazo & cac diu 5° va 3’ twong ddng véi vi tri nhan
ban trong vecto dong phu. Cac doan PCR duoc tbng hop boi GeneArt dugc nhan dong
phu thanh plasmit biéu hién chira gamma & ngudi (p1974 pC+751Z-1dr-InFusion-
hugamma) hodc vung hing sb kappa (p1975 pC+75IB-1dr-InFusion-hukappa) sir dung
b6 dung cu nhan dong In-Fusion HD (Clontech). T4t ca cac dong vo tinh déu dugc giai

trinh tu dé x4c nhan sy hién dién va do chinh x4c cua cac doan chen.
1.4  San xuit mAb tam thoi
1.4.1 Cac té bao HEK

[00231] Déi v6i mdi ml ciia 3x10° té bao can dugc chuyén nhiém véi ExpiFectamine
(ThermoFisher), 333,3 ng HC plasmit va 333,3 ng LC plasmit dugc 0 trong 5-10 phut
trong Opti-MEM 50 pL (ThermoFisher). Tuong tu, ExpiFectamine 2,67 puL dugc 0
trong Opti-MEM 50 pL. Dung dich ExpiFectamine dugc thém vao hdn hop ADN va
trong 20-30 phut & nhiét do trong phong. Hon hgp ADN: ExpiFectamine dugc thém vao
cac t& bao trong khi xoay va dugc G & 37°C, COz 8%, lic & tbe do 125 vong/phit. Ngay
tiép theo, 5 pL chét tang cuong 1 va 50 uL chét tang cuong 2 mdi mL té bao duoc thém
vao qué trinh chuyén nhiém va tiép tuc 1 trong 7-10 ngay nita. Sau 48-72 giv, cac té bao
duogc cho an & ndng do cudi cing 13 Yeastolate 10 g/L (BD Biosciences), axit valeric 5
mM (Sigma-Aldrich) va CD ndng do lipit 1:100 (ThermoFisher).

1.4.2 Cic té bao CHO

[00232] Déi v6i mbi ml 6x10° té bao can dugc chuyén nhidm biang ExpiFectamine
CHO (ThermoFisher), 500 ng HC plasmit va 500 ng LC plasmit dugc tron trong Opti-
PRO (ThermoFisher) véi téng thé tich 40 pL. Tuong tw, 3,2 uL ExpiFectamine CHO

duoc trdn 1an trong 36,8 puL Opti-PRO. Dung dich ExpiFectamine CHO dugc thém vao
hdén hop ADN va u trong 1- 5 phat & nhiét do trong phong. Hoén hop
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ADN:ExpiFectamine CHO dugc thém vao cac té bao trong khi xoay va dugc 0 ¢ 37°C,
CO, 8%, ldc & tbe dd 125 vong/phut. Ngay tiép theo, 6 uL chét ting cuong va 160 pL
thire in cho mdi mL té bao dugc thém vao qua trinh chuyén nhiém, va céc té bao dugc
chuyén dén 32°C, CO; 5%. Vao ngdy thir 5, thém 160 pL thirc &n cho mdi mL té bao

dugc thém vao. Vao ngay 12 dén ngay 14, cac dich ndi duoc thu hoach.
1.5  Viéc tinh sach mAb va khir cystein hoa
1.5.1 Viéc tinh sach khang thé

[00233] Nhua protein A kha nang cao Prosep-vA (Millipore) dugc can bang véi DPBS,
va 50 pL duoc bd sung vao 2 mL ctia mau. Sau khi i ¢ nhiét d0 trong phong trong 1 gio,
mdi trudng va nhyua duge bd sung vao dia loc va dugc rira hai lan bang DPBS 1 mL.
MAu dugc rira giai tir nhwa bang cach bd sung 400 pL Glycine 0,1 M, d6 pH 2,9 sau d6
ly tAm ¢ 15000 x g trong 30 gidy. Mau dugce trung hoa véi 20 pl Tris 1 M, d pH 8,0.
Céc mAu duge cd dén khoang 100 pl bang cach ly tim & 15000 xg trong 5 phit sir dung
Amicon Ultra 0,5 mL, bd loc cat 10k (Millipore) va dugc trao dbi dém thanh DPBS
bang cach sir dung cac cot khir mudi Zeba 0,5 mL, 7K MWCO, theo quy trinh ctia nha
san xuét. Néng dd mAb dugc xac dinh béng cach do AU280 va dugc chuyén dbi thanh

mg/mL st dung hé sb tit ciia mAb.
1.5.2 Khir mii cystein

[00234] Viéc tinh sach dugc thuc hién st dung nén tinh sach AKTA Xpress (GE
Healthcare). TGi 1 L mdi trudong duge diéu hoa dugc tai 1én cdt MabSelect 5 mL (GE
Healthcare) dugc can béng trong natri phosphat 20 mM, NaCl 150 mM, d6 pH 7,0. Cot
duoc rira k§ bing dung dich dém can bing sau khi chét tai cho dén khi quan sét duoc
duong nén 6n dinh. Vat liéu gin duge rira giai str dung glyxin 100 mM, d6 pH 2,9. Vit
liéu dugc rira giai ngay lap tc dugc bom vao cot khir mudi HiPrep 26/10 (GE
Healthcare) dugc cin bang trong dung dich mudi dém phosphat 1X (PBS) va dugc ria
giai trong cuing dung dich dém. Céc phén doan dinh dugc gop chung. Vit liu dugc phén
tich ham lugng protein bang thir nghiém BCA (ThermoFisher) va dién di bang cach khir
va khong khtr SDS-PAGE.
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1.6  Sang loc ban diu va x4c dinh diic diém ciia cic khang thé khiang mesothelin

thé kham tai t& hop cho sw phat trién ADC

[00235] Céc khang thé khang mesothelin dugc biéu hién tam thoi va dugc nudi cdy
trong 96 dia giéng sau st dung mdi truong Expi-293. Cac khang thé tir dich ndi duoc
tinh sach va duoc khir cysteinyl hoa nhu dugc mo ta & trén. Cac khang thé dugc lién
hop sir dung Mal-PEG;-Auristatin F du6i dang phu tai sir dung ty 1€ mol 12 1:5 (mAb:phuy
tai). Céc khang thé duoc lién hop dwgc khir mudi dé loai bé phu tai tu do du thira su

dung céc dia khu mudi quay Thermo Zeba.
1.7  Dic dinh gin
1.7.1 Viéc tao nhom epitop khang mesothelin sir dung Octet

[00236] Epitop gén khang thé v6i mesothelin ban d4u duoc phan tich dic tinh st dung
Octet, v6i dAu Streptavidin, st dung thir nghiém gan dugc tiy chinh. Viée gén epitop
cta cac khang thé khang mesothelin dugc chudn hoa véi epitop duoc gin bsi khang thé
khang mesothelin d4 biét, MORAb-009 (Amatuximab). Cac khang thé dugc phan nhém
dua trén viéc gn clia chiing v&i cc epitop gidng nhau, gin d6 hozc khac véi MORAb-
009. Cac budc dugce lap lai cho dén khi tit ca cac khang thé dugc can chinh voi viée tao
nhém epitop khac. Ai luc gin duge xép hang 1a cao, trung binh va thip dua trén cac két

qua Octet. T4t ca cac budc gan duge tién hanh trong bd dém PBST chira BSA 0,2%.
1.7.2 Phan tich giin cdng hwdng plasmon bé miit (BIAcore)

[00237] Ai lyc gin khang thé khang mesothelin v6i mesothelin dugce do bai BIAcore
(BIAcore T-100, GE healthcare, #1426075), sit dung chip CMS séri S. Céac néng dd
khang thé dugc diéu chinh t6i 1 pg/mL va mesothelin (50 pg) t¢i 100 nM trong 1X
HBS-P+ dém (GE Healthcare). Chip bét khang thé khang ngudi duge chuén bi theo quy
trinh cta nha san xuét st dung chip CM5 véi trinh huéng dan c¢b dinh. Cac mirc khang
thé bit cudi cung 1a 8000-9000 RU, trong HBS-P +. Chip dugc chuin bi cho thir nghiém
v6i nam chu ky tiém dém 300 gidy sau do la tai sinh 30 gidy, tat ca déu ¢ tbc do 30
uL/phit trén tit ca bon té bao dong. Cac khang thé duoc bét trén cac té bao dong 2-4
bang cach tiém lién tiép cac dung dich phdi tir riéng 1é trong 90 gidy & 10 pL/phit. Viéc
tiém phan tich dugc thuc hi¢n theo phuong thirc dong hoc mot vong bang cach tiém lién
tiép cac dung dich chét phan tich tir ndng do thip dén ndng do cao trong 240 gidy mdi

1dn v6i tée do 30 pL/phut. Su phat hién 1 2-1, 3-1, 4-1. Tham chiéu kép dugc thyc hién
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boi chudi cac 14n tiém bét phdi tir gibng hét nhau, sau d6 1a 5 14n tiém chi dém trong 240
gidy mdi 1an, phan ly trong 1800 gifly va tai sinh nhu trén. T4t ca cac phdi tir dugce phan
tich dé gén v6i mesothelin trong ban sao. Phan tich dong hoc duge thuc hién sir dung
phin mém BIAEvaluations st dung md hinh khép Langmuir 1:1. Cac hang sd ty 16 bat,

ty 1€ giam va ai lyc dugc tinh trung binh tir cac 1an chay ban sao.
1.8  Phan tich kha niing giy ddc té bao in vitro

[00238] Céc té bao A431, A431-K5, va OVCAR3 dugc nudi cdy phu va gico & 5000
té bao/giéng trong moi trudng phat trién hoan chinh trong céc dia nudi cdy md 96 giéng,
va dugc u & 37°C, CO2 5% qua dém (16 gid). Cac chét phan tng thir nghiém duoc pha
loang 14n lugt theo ty 1€ 1:3 trong céc dia pha lodng giéng sau 2 mL, bét dau & 200 nM
(téng cong 10 1an pha lodng). Cac mau dugc pha lodng (100 pL) dugc thém vao cac dia
té bao (ndng dd bit diu cia cac mau thir & 100 nM). Cac dia duge G & 37°C, CO2 5%
trong 5 ngay nita. M6i trudng sau d6 duge loai bo, va cac dia dugc rira mot 14n vé6i 200
uL DPBS, nhudm bang 50 puL dung dich tim két tinh 0,2% & nhiét do trong phong trong
15 phat, va sau d6 dugc rira k§ bang nudc may. Cac dia duge 1am kho trong khong khi,
va tim két tinh duoc hoa tan voi 200 pL dung dich SDS 1%. Cac dia dugc doc & 570

nm. Dit liéu dugc phan tich st dung GraphPad Prism 6.
1.9 Cackét qua
1.9.1 Mién dich & thé

[00239] Hai con tho dd duoc mién dich ADN véi plasmit pB8-mesothelin & ngudi cho
bbn tng dung di truyén. Huyét thanh mién dich dugc 14y & ngay tha 52 clia quy trinh
mién dich, dugc pha lodng 1:1000 hodc 1:5000 trong PBS chira BSA 1%, va dugc thir
nghiém bang phuong phéap do té bao dong sir dung cac té bao biéu hién mesothelin.
Huyét thanh tir ca hai con thé dugc mién dich duoc gén v6i cac té bao biéu hién
mesothelin, ma 12 cac té bao duoc chuyén nhiém véi pB1-mesothelin-hu (Hinh 1, cac
duong cong thip hon). Nguoc lai, huyét thanh cla cac thé dugc mién dich khong gén
cac té bao dugc chuyén nhiém véi cADN khong lién quan (Hinh 1, cac dudng con cao

hon).
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1.9.2 Sang loc thong lwgng cao ciia cac mAu nudi ciy tao ra cac khang thé da dong

& thé dbi voi mesothelin & nguoi

[00240] Cac té bao nat lympho & thé duge thu hoach va bao quan lanh. Cac té bao
(2x107 té bao) tir ntit lympho dugc rd dong dugc gieo & 5 té bao mdi giéng trén dia 384
giéng véi cac té bao cip va duge nudi ciy trong IMDM hoan chinh chta 10,5 ng/mL
IL-2 & ngudi va 10,5 ng/mL cytokin IL-21 & ngudi. Cac giéng san xuét khang thé IgG
& tho duge x4ac dinh hai tudn sau khi gieo thong qua IgG FRET st dung europium cryptat
va 18715 mAu nudi cdy san xuat IgG dugc sang loc boi ELISA cho kha nang phan ting
mesothelin ¢ nguoi. Tam muoi 1am mau nudi céy dic hiéu v4i mesothelin duge xac
nhén lai vé kha ning phan ing véi mesothelin va duge san loc dém dbi véi kha niang
phan tng véi CD73 & nguoi. Co 54 mAu nudi cly dugc xac nhan tao ra khang thé Fey &
thd ma gén v6i mesothelin trén 0,2 OD4so ma khong c6 phan tmg chéo véi CD73 (Hinh
2). Cac két qua ELISA so cép dugc thé hién béi tap hop cac thanh ngoai cing bén phai,
cac két qua ELISA tht cép duogc thé hién boi tap hop céc thanh ngoai cung bén tréi, va
viéc gan CD73 & ngudi duge thé hién bdi tap hop cic thanh & gita.

1.9.3 RT-PCR, giai trinh tw, va nhin dong cac ving bién dbi

[00241] ARN téng s6 dugc phan lap tir 54 mAu nudi cdy di duge xac nhan tao ra cac
khang thé khang mesothelin IgG & thd, cADN dugc tébng hop bing RT-PCR, va cac
ving bién ddi chudi nhe va nang dugc khuéch dai PCR. Nam muoi hai chudi ADN duoc
phan tich st dung cac ho thé gen V va gen J IMGT/V-QUEST) va 51 trinh ty duge
khuéch dai PCR véi cac doan mdi ddc hiéu cho viéc nhan dong dung hop trong thanh
cac vecto biéu hién ving khong ddi (Hinh 3). Téng cong 48 khang thé dugce nhan dong
vao cac vecto biéu hién ving khong d6i & ngudi va sau d6 duge chuyén nhiém vao cac
té bao expi293F. Khang thé dugc phat hién & 45 trong s6 51 miu chuyén nhiém (Hinh
4), cac ving bién ddi & thé dugce nhan dong dung hop trong vao cac vecto biéu hién
ving khong dbi & ngudi.

1.9.4 Sang loc ban dau ciia cac ADC d6i véi cac té bao biéu hién mesothelin

[00242] Céc khang thé khang mesothelin & ngudi (rb-hu-xi anti-MSLN) cia thd thé
kham dugc tinh sach theo phuwong phép duge md ta trong Phén 1.5. Nong do protein cta
cac khang thé duoc tinh sach dugc xac dinh (Hinh 5). Dé hoan thanh viéc sang loc khang
thé khang mesothelin dé phat trién ADC, qua trinh lién hgp vi m6 cua khang thé khang
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mesothelin véi Mal-PEG» Auristatin F dugc thuc hién, va cac ADC dugc xdc dinh déc
tinh trong thir nghiém hiéu luc dya trén té bao in-vitro st dung cac dong té bao
OVCAR3, A431-K5 va A431, trong d6 OVCAR3 va A431-K35 biéu hién murc cao ciia
mesothelin va A431 (MSLN") dugc su dung lam dong té bao ddi chimg dé danh gi4 tinh
dic hiéu va kha ning tiéu diét ngoai muc tiéu ctiia cic ADC (Hinh 6).

1.9.5 Viéc giin epitop ciia cic khing thé khang mesothelin

[00243] Epitop gin v6i mesothelin cta 48 khang thé khang mesothelin dugc xac dinh
dic tinh st dung Octet nhu dugc chi ra trong Phén 1.7.1. Sau epitop khac nhau dugc xac
dinh cho cac khang thé, va 102A6 dugc quan sat thdy khong c6 viéc gin ¢ dinh dang
hién tai boi Octet (Hinh 7). Ai luc gin khang thé véi mesothelin duge do boi BIAcore,

nhu dugc chi ra trong Phan 1.7.2. Céc két qua ai luc gin dugc tom tit trong Bang 15.
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Bang 15. Ai lre gin khang thé khing mesothelin v6i mesothelin

Nhom Rmax

epitop Duong cong k. (1/Ms) |ka (1/gidy) Kb (M) (RU) Chi? (RU?)
MO09-3 1,95E+06 [2,92E-04 [1,50E-10 (40,19 0,646
55B4-1 1,67E+06 (8,32E-03 [4,98E-09 142,33 1,72
55B4-2 1,04E+06 |5,52E-03 |5,33E-09 42,6 0,586

MORADb-

009 62B10-1 2,10E+06 (8,57E-03 |4,08E-09 47,6 3,54
62B10-2 9,91E+05 |6,71E-03 |6,77E-09 46,58 0,398
131F9-1 8,36E+05 [7,23E-03  [8,65E-09 48,89 0,458
131F9-2 8,71E+05 |6,79E-03 |7,79E-09 48,71 0,639
145D4-1 8,05E+05 6,83E-03 |8,48E-09 |50,61 0,489
145D4-2 8,69E+05 16,90E-03 7,95E-09 51,21 0,681
342P20-1 1,74E+06 2,27E-04 |1,30E-10 29,15 0,498
342P20-2  2,32E+06 2,51E-04 |[1,08E-10 (27,51 0,447
Xi-33011  |1,99E+06 |6,68E-04 |3,35E-10 (35,89 0,169
43F8-1 7,10E+05 16,37E-03 8,97E-09 35,29 0,48

#1 43F8-2 7,77E+05 |5,82E-03 |7,48E-09 36,43 0,78
201C15-1  2,74E+05 |1,29E-04 4,70E-10 63,95 0,75
201C15-2  2,64E+06 3,45E-04 |1,31E-10 |58,09 0,568
X-237N18 |1,27E+06 |4,28E-03 (3,38E-09 41,45 0,295
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Xi-393L14 [1,10E+06 2,57E-04 [2,33E-10 (46,47 0,627
Xi-

#3 383118(AuF)1,01E+06 [2,81E-04 [2,80E-10 43,9 0,494
346C6-1 6,82E+05 4,81E-04 |[7,06E-10 144,85 0,218
346C6-2 1,15E+06 6,09E-04 |5,29E-10 45,06 0,503
345A12-1 [2,89E+06 @4,12E-04 |1,43E-10 39 0,793

#5 345A12-2  2,85E+06 (3,89E-04 [1,36E-10 (38,63 0,833
120N18-1  [6,26E+05 |5,26E-04 |8,41E-10 50,28 0,323
120N18-2  |6,57E+05 |5,13E-04 [7,80E-10 50,89 0,395
82M2-1 7,18E+05 4,35E-04 16,06E-10 47,12 0,493

#6 82M2-2 8,98E+05 4,74E-04 |5,28E-10 48,64 0,961

MO09/#2  [264E24-1 |4,01E+05 [5,81E-05 |1,45E-10 48,8 0,347 -

lai 264E24-2  |4,10E+05 |5,47E-05 |1,34E-10 49,33 0,423

MO09/#3 238B22-1 [2,60E+05 3,03E-03 |1,17E-08 [153,1 6,95

lai 238B22-2  4,31E+05 6,03E-03 |1,40E-08 57,04 0,318

[00244] Dura vao cac két qua & trén, mudi lim khang thé ma bao phu tit ca cic nhém

epitop dugc lua chon dé do dic tinh va viéc lién hop theo quy md, nhu dugce chi ra trong

Bang 16. 102A6A ciing dugc lya chon dya trén hiéu lyc in-vitro mong mubn khi duoc

lién hop véi auristatin F.

Béang 16. Mudi lam khang thé khang mesothelin dwgc chon loc va cdc nhém epitop

cia chung

Nhom epitop

Cac khang thé din
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Nhoém #1 33011, 210C15

Nhom #2 111B10, 32405, 178F16, 264E24
Nhom #3 237N18, 383118, 393L.14, 346C6
Nhém #4 62B10, 55B4, MORADO09
Nhém #5 120N18, 345A12

Khong gin 102A6A

Vi du 2 Viéc ngwoi hoa cac ADC khang mesothelin

[00245] Cac khang thé khang mesothelin dugc ngudi hoa dugce tao ra theo cac quy
trinh dugc md ta duéi ddy. Cac khang thé va cac ADC dugc phan tich vé hoat tinh gén
dugc giit lai v6i mesothelin & nguoi va higu lyc ti€u di€t té bao dbi vai cac té bao bidu
hién mesothelin. Cac khang thé cling dugc tim hiéu dac tinh vé& mit 1y sinh dé tai thudc,
két tu, 6n dinh nhiét, va 4n dinh huyét thanh va chét nén. Céc khang thé va ADC dugc

ngudi héa dan duge danh gia in vivo, nhu duge md ta trong Vi du 3.
1

2.1  Céc chit phan \ng va cic nguyén li¢u

2.1.1 Cic khang thé

[00246] Cac khang thé duoc sir dung trong cc nghién ctru sau dy c6 cystein khong
duge ghép ddi ¢ vi tri chudi nhe 80 (LCcys80) va bao gbm ca dang thé kham & tho-
ngudi (-xi) va dugce nguoi hda (-zu) cua cac khang thé khang mesothelin & nguoi 33011,
201C15, 111B10, 32405, 178F16, 264E24, 237N18, 383118, 393L14, 346C6, 62B10,
55B4, MORADBO009, 120N18, 345A12, va 102A6A2. Céc khang thé dugc tinh sach theo
mé st dung nhya protein A kha ning cao Prosep-vA va cic cot khir mubi Zeba. Moi
truong didu hoa dugce tinh sach va duge khit cystein hoa nhu mo ta trong Phén 1.5 (Vi
du 1). Ham luong protein cubi cing duge danh gia thong qua thir nghiém BCA va SDS-
PAGE.
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2.1.2 Kha nang giy déc té bao c6 thé lién hop va cac ADC LCcys80

[00247] Céc hop chét ciu ndi-té bao doc td duge st dung trong cac nghién ciru sau
day bao gdm maleimit-VCP-eribulin, maleimit-VCP-cryptophycin, va maleimit-VCP-
eribulin dime. Cac khang thé dugc lién hop dugc tinh sach st dung phép séc ky khir
mudi véi cac cot khir mudi HiTrap (GE Healthcare) dugce cén bang trong 1X DPBS.

Ham lugng protein cubi cling dugc x4c dinh bang thir nghiém BCA.
2.1.3 Ciac dong té bao khéi u

[00248] Cac dong té bao khdi u & nguoi duogc st dung trong cac phén tich ADC thé
kham & tho-ngudi bao gdbm A431 (cac té bao u 4c tinh & ngudi, MSLN"™2), A3 (A431
duoc chuyén nhidm én dinh v6i mesothelin & ngudi, MSLN™) OVCAR3 (c4c té bao ung
thu biu moé budng trimg & ngudi, MSLNM), HEC-251 (ndi mac tr cung & ngudi,
MSLN™ed) va H226 (ung thu trung biéu mo té bao vay phdi & ngudi, MSLNP). Tét ca
cac dong té bao dugc sir dung déu duge 14y truc tiép tir BO suu tap moi trudng nudi cly
kiéu My (ATCC), ngoai trir A3, ma dugc tao ra tai Morphotek tir dong té bao géc A431
va HEC-251, ma dugc l4y tir JCRB.

2.1.4 Céc chit phan g khac

[00249] T4t ca cac chat pham tng dugc st dung déu dugc iy tir cac nha cung cip
thuong mai & cép d0 nghién cru hodc cao hon, trir khi ¢6 chi dinh khac.

2.2  Xac dinh dic tinh ly sinh cia cac ADC

2.2.1 Phén tich két tu SEC-HPLC

[00250] Phan tich SEC-HPLC dugc tién hanh sir dung hé thong Agilent 1200 HPLC.
Cot bao vé AdvanceBio SEC 300A (2,7 pm, 7,8 x 50 mm, sb séri 0006344424-13, s6 16
0006344424) dugc két ndi voi cot phan tich AdvanceBio SEC 300A (2,7 pm, 7,8 x 300
mm, sb séri 0006336837-4, sb 16 0006336837), dugc can béng trong natri phosphat 0,1
M, natri clorua 0,15 M, IPA 5%, d0 pH 7.4, & toc do dong 0,5 mL/phtt.

[00251] Viéc két tu ctia cac LCcys80 ADC dugc phan tich bang phép sic ky long hiéu
ning cao, loai trir kich thude (SEC-HPLC) st dung Agilent 1200 HPLC. Céc khéang thé
va ADC duoc chuin bi & 2 mg/mL trong 1X DPBS, 8 uL (16 ug) cta mdi mau duogc

tiém va chay trong 36 phut. T4t ca dit liéu dugc phan tich st dung phin mém Agilent
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ChemStation. Phan tram két tu, phén trdam don phan va ph?m tram phan manh dugce bao

cao.
2.2.2 Phéan tich DAR phép sic ky twong tac ky nwée (HIC-HPLC)

[00252] DAR dugc phén tich sit dung phép sic ky tuong tac ky nude (HIC-HPLC)
trén hé thdng Agilent HPLC 1260. Cac mau dugc tiém 1én cot TSKgel Ethyl-5PW
(TOSOH Bioscience, 7,5 mm ID x 7,5 cm, 10 pm, kich thu¢c khong Xép), va dugc ria
giai tir ¢t v6i 3 phut céan bang trong 100% pha dong A,15 phut gradien (0-100% B), 5
phit gitt & 100% B, 1 phit thay di thanh 100% A va 5 phut can bang lai trong 100%
pha dong A, & 0,7 mL/phut. Pha dong A 1a natri phosphat 25 mM, amoni sulfat 1,5 M,
do pH 7,0. Pha dong B 12 natri phosphat 25 mM, isopropanol 25%, do pH 7,0. Viéc phat
hién duoc thuc hién & 280 nm (tham chiéu 320 nm). DAR dugc xac dinh bdi cong thirc:

[AUCH1 + 2(AUC+2) + 3(AUC+3) +...n(AUC+n)/ZAUCtot]

trong d6 AUC + 1 1a dién tich du6i duong cong cta dinh khang thé trong tmg v6i ADC
duoc lién hop véi mot té bao doc t6, va AUC + 2 1a dién tich dudi dudng cong dbi véi
dinh khang thé twong tmg véi ADC dugc lién hop véi hai té bao doc tb. TAUCHot 1a
dién tich dugc két hop dudi dudng cong cho cic dinh dugc lién hop va khong dugc lién

hop (DAR =0, 1 va 2).
2.2.3 Phan tich DAR khéi phd/phép sic ky 16ng (LC-MS)

[00253] DAR ciing dugc phén tich st dung phuong phap LC-MS véi HPLC Waters
Alliance v6i viéc phat hién SQD/PDA. Cic mau dugc bom [én cdt Proteomix RP-1000
(5 um, 1000 A, 4,6 rﬁm x 15 cm, Sepax) & 65°C, va dugc rua giai bdi 3 phut cén béng
& 25% B, 27 phit gradien tuyén tinh tir 25%-55% B, 5 phut gitt & 55% B, 1 phut thay
dbi thanh 90% B, 5 phut giit & 90% B, 1 phut thay dbi tré lai 25% B va 5 phit can bang
lai & 25% B. Pha dong A 1a TFA 0,1% trong nudc va pha dong B 1a TFA 0,1% trong
axetonitril. Rira giai sau d6 dugc chia ty 1€ 10:1 vao cac bd phat hién PDA va SQD. Bo
do SQD dugc thiét 1ap 1a ES duong, dién &p mao dan ¢ 3,5 KV, dién 4p nén & 50 V, bd
chiét & 5 V va cac thiu kinh RF & 0,3 V, nhiét d6 ngudén & 150°C, nhiét do khir kho &
350°C. Dit lidu khéi lwgng duge thu thap & 200-2000 m/z trong 40 phut, ché d6 lién tuc
va thoi gian quét 1 gidy. Dt liéu dugc phan tich va gidi ma ngoai tuyén sir dung

MassLynx va MaxEntl. DAR dugc tinh toan st dung cong thic:
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2[[AUCLC+1 + 2(AUCLC+2) + 3(AUCLC+3) +..n (AUCLC+n)J/ZILCtot]
+2[[AUCHC+1 + 2(AUCHC+2) + 3(AUCHC+3) +...n (AUCHC+n))/SAUCHCtot]

trong d6 AUCLC + 1 1a dién tich duéi duong cong cua dinh chudi nhe duoc lién hop
v6i mot té bao ddc td, AUCLC + 2 1a dién tich duéi dudng cong cua dinh chudi nhe
duoc lién hop véi hai té bao doc td, v.v.. AUCHC la dién tich du¢i dudng cong cua cac
chudi ning twong tng, va TAUCLCtot va XAUCHCtot lan luot 12 dién tich dugc két
hop dudi duong cong cia tAt ca cac chudi nhe va cac chudi ning khong dugc lién hop

va dugc lién hop.
2.3 Pic dinh gin
2.3.1 Viéc tao nhom epitop khang mesothelin sir dung Octet

[00254] Epitop gin khang thé véi mesothelin ban dau dugc phén tich dic tinh st dung
Octet, v6i ddu Streptavidin, sit dung thir nghiém gén dugc tiy chinh. Viée gén epitop
cua cac khang thé khang mesothelin dugc chuin hoa véi epitope dwoc gin béi khang
thé khang mesothelin da biét, MORAb-009. Cac khéng thé dugc phan nhom dua trén
viéc gén clia chiing v6i céc epitop gibng nhau, gdn d6 hodc khic véi MORAb-009. Cac
budc dugc 1ap lai cho dén khi tit ca cac khéng thé duoc can chinh v6i viée tao nhém
epitop khéc. Ai luc gin duoc xép hang 13 cao, trung binh va thip dua trén cac két qua

octet. TAt ca cac budc gin duge tién hanh trong bd dém PBST chira BSA 0,2%.
2.3.2 Phan tich gi'm cong hwdéng plasmon bé miit (BIAcore)

[00255] Ai luc gin khang thé khang mesothelin v6i mesothelin dugce do boi BIAcore
(BIAcore T-100, GE healthcare, #1426075), st dung chip CM5 séri S. Cac néng dd
khang thé dugc diéu chinh téi 1 ug/mL va mesothelin (50 pg) t6i 100 nM trong 1X
HBS-P+ dém (GE Healthcare). Chip bét khéng thé khang ngudi duoc chudn bi theo quy
trinh ctia nha san xut st dung chip CMS5 véi trinh huéng dan c¢b dinh. Cac murc khang
thé bat cudi cung 1a 8000-9000 RU, trong HBS-P +. Chip dugc chuin bi cho thi nghiém
v6i ndm chu ky tiém dém 300 gidy sau d6 la tai sinh 30 gidy, tat ca déu & toc dod 30
ulL/phit trén tit ca bon té bao dong. Céc khéng thé dugc bt trén cac té bao dong 2-4
bang cach tiém lién tiép cac dung dich phéi tir riéng 18 trong 90 gidy & 10 pL/phut. Viéc
tiém phan tich dugc thyc hién theo phuong thirc dong hoc mdt vong bang cach tiém lién
tiép cac dung dich chét phan tich tir ndng d6 thap dén ndng do cao trong 240 gidy mdi

1dn vé6i tde @0 30 puL/phat. Su phat hién 14 2-1, 3-1, 4-1. Tham chiéu kép dugc thyc hién
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béi chudi cac 14n tiém bét phéi tir gidng hét nhau, sau d6 1a 5 14n tiém chi dém trong 240
gidy mdi lan, phan ly trong 1800 gidy va téi sinh nhu trén. T4t ca cac phdi tir duoc phan
tich dé gin v6i mesothelin trong ban sao. Phan tich dong hoc dugc thyc hién sir dung
phin mém BIAEvaluations st dung md hinh khép Langmuir 1:1. Cac hing sb ty 1& bat,

ty 1€ giam va ai lyc duogc tinh trung binh tir cac 1an chay ban sao.
2.4  Phan tich 6n dinh nhiét nhiét lwong quét vi sai (DSC)

[00256]  Nhiét luong ké quét vi sai mao quan VP (VP-CapDSC; Microcal, VP-
CapDSC, # 12-07-149 v&i db thi Origin-7 va Phin mém MicroCal VP-Cap Mao DSC
v.2.0) dugc st dung dé gidi ma va so sénh cAu tric bac cao hon va su 4n dinh dinh cua
c4c manh F (ab ') 2 khac nhau va cac d6i chimg. Cac mau dugc chuén bj trén dia xét
nghiém 96 giéng (Ngudn cung cép phan tich Microliter) st dung dung dich Contrad
20% va dugc phan tich trong b 14y mAu ty dong & 10°C.

2.5  Phan tich hoi tu déng dién mao din (cIEF)

[00257] Céc chat phan ung ldy mau tw dong duge nap day theo cac quy trinh cai dat
va khéi dong CFR. Hemoglobin dugc st dung lam tiéu chuin dn dinh hé théng. Cai dat
mic dinh cho phan tich dit liéu mé dugc st dung. Khoang thoi gian hoi tu #1 dugc thue
hién trong 1 phut & 1500 V cho ca cdc miu va céc tiéu chudn pht hop hé théng. Khoang
thoi gian hoi tu #2 dugce thuc hién trong 5 phat ¢ 3000 V d6i voi céc tiéu chudn vé tinh
ph hop hé théng va 11 phit & 3000 V dbi v6i cac mau TIGC va cac ddi ching bd dém
phit hop. Cc mau TIGC trung lip dugc st dung khoang thoi gian hoi tu #2 & 4,5 phut
va tht c4 cdc miu déu duge danh d4u véi tidu chudn phi hop hé thong. Cac miu dugc
tich hop tu dong sir dung thong sé chidu réng dinh 1a 0,1 va ngudng 1a 5 va dugce tich

hop gitta pl 7,5 - 9.4.
2.6  Viéc diéu ché ciia cac ADC DAR2 va DAR6 MORADb-109

[00258] Dong té bao CHOZN 345A12-HC15-LC4 CHOZN dugc nudi ciy trong tai
séng (20 L) cho dén khi kha ning séng <30% va dugc co dén 2 L str dung TFF. Khang
thé duoc bét trén nhua khi quyén A3 dugc hidu chuin truéce trong natri phosphat 20
mM, EDTA 10 mM, d6 pH 7,2, dugc rua trong cung dung dich dém cho dén khi dat
duoc dudng co s& 6n dinh (dé loai bo vat liéu khong duge gan), sau d6 giam trén cot
trong 8 gi® st dung natri phosphat 20 mM, EDTA 10 mM, cystein 10 mM, d6 pH 7,2 &

tbc do dong chay thap, sau d6 dugc oxy hoa lai trén cdt trong 60 gid sir dung Tris 20
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mM, d6 pH 7,5. Vit liéu dugc gin duoc rira gidi trong glyxin 0,1 M, d6 pH 3.0, sau d6
dugc loc trong 1X PBS, EDTA 2 mM, d¢ pH 7.4 va cd dén> 10 mg/mL. Kha néng phuc
hdi cubi ciing 12 100%.

[00259] DPdi v6i DAR2 MORAD-109, maleimit-VCP-eribulin dugc thém (trong
DMSO) véi ty 18 mol 1:2,5 (mAb:phu téi) trong 1 gio & nhiét d6 trong phong. Sau khi
lién hop, vét liéu duge pha lodng dén 2 mg/mL, dugc loc vao 1X PBS, EDTA 2 mM dé
loai bd phu tai cau ndi khong dugc lién hop va duge cd dén 5 mg/mL. Vat liéu DAR2
duoc tinh sach bang sic ky Ether-5PW HIC didu ché. Vat liéu cudi cling dugc phan tich
dic tinh béi SEC-HPLC, RP-HPLC va HIC-HPLC.

[00260] D&i véi DAR6 MORADb-109, khang thé dugc tinh sach/duge khit cysteinyl
héa dugc pha loang t6i 7,5 mg/mL trong 1X PBS, EDTA 2 mM va dugc giam thém
bang cach thém lugng twong duong ctia TCEP 250 pM trong cing dung dich dém trong
50 phut, sau d6 tong thé tich bang cia Propylen glycol 50% trong 1X DPBS/EDTA
ImM duogc bd sung, sau do cudi cung la maleimit-VCP-eribulin & ty 1€ mol 1:8
(mAb:phu tai), dugc G & nhiét do phong trong 1 gid. ADC dugc tinh sach boi phép sic
ky G-25 dé loai bo phu tai khdng duoc lién hop va dugc diéu ché trong 1X PBS, EDTA
2 mM. Vit liéu cudi cing duge phan tich dic tinh bdi SEC-HPLC, RP-HPLC va HIC-
HPLC.

2.7 Do 6n dinh huyét thanh in vitro

[00261] Cac ADC khang mesothelin (maleimit-VCP-eribulin duéi dang phu tai) dugc
didu ché ¢ 0,5 mg/mL trong PBS hodc huyét thanh & nguoi. Céac mau duoc 0 & 37°C
trong 0, 24, 48, 72, 96, hodc 240 gid, sau do duoc chuyén sang -80°C dé bao quan. TAt
c4 cac mau duge ra dong dén nhiét dd moi trudng xung quanh, va do pha loang duy nhét
1:2000 dé thir nghiém. Cac mAu duoc kiém tra tong mAb, tong ADC va hidu lyc trén co
s¢ trong té bao. Thir nghiém tong mAb duge phat trién theo dinh dang kep timg buédc
trén Gyrolab XP, dugc bat v6i mesothelin duge biotin héa va duoc phat hién véi Alexa
Fluor 647 khang IgG1 Fc. Cac khodng ¢6 thé dinh luong dbi véi tong mAb va cac thi
nghiém ADC nguyén ven lan lugt 14 6,25-800 ng/mL va 6,25-800 ng/mL. Pudng cong
tiéu chudn va cac QC duoc tao ra voi MORAb-109 (345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin).
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2.8  Su én dinh nén nhay DAR in vitro cia cic ADC MORAb-109

[00262] MORAD-109 (345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin) DAR 2 dugc didu ché &
0,1 mg/mL trong hodc PBS hoac huyét thanh & ngudi, khi, chudt hodc chudt trong ba
lan. Cac mau dugce u & 37°C trong 0, 24, 48, 72, 96 hodc 240 gid. Cac mau léy ra tir mdi
thoi diém duge chuyén dén -80°C dé bao quan. Phén tich dugc thuc hién sit dung thir
nghiém do giao thoa 16p sinh hoc khong chira nhan. Cac mau nén dugc pha lodng t6i
1:20 trong 1X PBS chita Tween-20 0,05% va BSA 1% (dém thir nghiém). Cac mau dbi
chimg cia MORADb-109 DAR 0, DAR 1, DAR 2 va DAR 6 dugc pha lodng téi 0,1
mg/mL trong chat nén phu hop. Cac miu dbi chimg am tinh 1a chi 5% chét nén.
Mesothelin dugc biotin héa & 5 pg/mL trong dung dich dém thtr nghiém dugc bt trén
céc diu cam bién sinh hoc SA streptavidin (300 gidy; Pall-ForteBio), tiép theo 1a viéc
bét cac mau 6n dinh dugc pha lodng va cic db6i chimg (300 gidy). Tai trong sau d6 dugc
dinh lugng bing cach gin khang thé khang eribulin SE4 thé kham & thé-ngudi & 100
mg/mL. Viéc két hop dugc gidm sét trong 300 gidy, tai thoi diém d6 viéc gin dat dén
trang thai can bang. Mitc gin & cudi pha phan ly (Req) dugc xac dinh cho moi mau & 295
gifly cua viéc lién két. D6 6n dinh dwoc xac dinh bing cach v& biéu d6 phan tram Req

tuong Ung vdi to, trong do:
phin trim Req = Reqt/Reqto [100] va tx = 0 — 240 gid.
2.9  Phan tich kha niing giy ddc té bao in vitro

[00263] Céc t& bao A431, A3, OVCAR3, HEC-251 va H226 dugc nudi cdy phu va
duoc gieo & 5000 té bao/giéng trong moi truong sinh truéng hoan chinh trong céc dia
nudi cdy mé 96 giéng, va dugc i & 37°C, CO, 5% qua dém (16 gid). Cac chit phan tng
thir nghiém duoc pha lodng 14n Iuot theo ty 1€ 1:3 trong céc dia pha lodng giéng sau 2
mL, bit diu & 200 nM (tdng cong 10 1an pha lodng). Cac mau dugc pha loang (100 pL)
duoc thém vao céc dia t& bao (ndng d6 bit ddu clia cac miu thir & 100 nM). Céc dia
duoc 1 & 37°C, CO2 5% trong 5 ngay nita. Mdi truong sau d6 dugc loai bd, va céc dia
duoc rira mdt 1an v6i 200 uL DPBS, nhudm bang 50 pL dung dich tim két tinh 0,2% &
nhiét d6 trong phong trong 15 phut, va sau do dugc rira ky bing nudc may. Cac dia duoc
lam kho trong khong khi, va tim két tinh dugc hoa tan véi 200 uL. dung dich SDS 1%.
Cac dia dugc doc ¢ 570 nm. Dit liéu dugc phan tich sit dung GraphPad Prism 6.
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2.10 Cac két qua
2.10.1 Sang lgc ban diu ciia cac ADC eribulin khang mesothelin dwgc ngwoi hoa

[00264] Muoilam khang thé khang mesothelin da dugc nhéin ban phuy, dugc biéu hién
va duge tinh sach theo quy md, va dugc lién hop st dung maleimit-VCP-eribulin lam
phu tai & vi tri Cys80. Tt ca cac ADC duoc tinh sach va dugc phén tich dac tinh st
dung SEC-HPLC dé phan tich két tu, HIC-HPLC dé phan tich DAR va thir nghi¢m dya
trén té bao véi cac dong té bao A431-A3 (MSLNM), A431 (MSLN™) va OVCAR3
(MSLN™M), Cac té bao dugc xtt Iy v6i ADC trong 6 gid sau d6 dugc rira sach, hodc dugce
Xt Iy trong 48 gi&y (cdc té bao A431-A3 va A431) hodc 72 gi (c4c té bao OVCAR3) dé
so sanh hiéu luc. Dit liéu dac tinh dugce tom tat trong Bang 17. Duya trén dit li€u dac diém

bén dudi, siu khang thé (in ddm) dugc lya chon cho viéc ngudi hoa.
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Bang 17. Pic tinh cia mwdi lim ADC eribulin khiang mesothelin

SEC-
HPLC-
SEC- [15% [thi nghiém kha ning giy ddc té bao
HPLC [IPA |dwa trén té bao, EC50 (nM)
Két % %
luan Mono |[Mono A3- |A43 |A43 OVCAR
S Tén |(mg/m DA |me me A3-48h 1- |1- 3- OVCAR
6 Imiu |L) Lot |R |mAb |ADC [6hr|r |6hr [48hr(6gi>  [3-72hr
33011-
VCP- 0275
Eribuli 0- 0,9
1|n 0,46 [83G [2,00[95,4 197,58 [0 [0,50>100>100[2,74 14,59
111B10
-VCP- 0275
Eribuli 0- 0,3
2 In 0,98 |83H [2,00[89,9 93,69 [0 [0,14>100>1003,11 (3,15
32405-
VCP-
Eribuli 0275 1,1
3 In 0,97 |0-831[2,00/83,5 85,92 |5 [0,72[>100[>1003,33 2,40
178F16
-VCP-
Eribuli 0275 0,6
4 In 0,99 |0-837]2,00[81,4 (84,54 |5 [0,38>100/>10011,36 (0,08
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237N1
8-V CP- 0275
Eribuli 0- 0,5
n 0,83 [83K [2,00[92,8 195,84 (1 [0,24[>100[>100(14,65  |4,41
383118-
VCP-
Eribuli 0275 1,0
n 0,71 |0-841(1,83/93,5 195,80 |6 [0,83[>100[>100/16,25 [2,16
393114
-VCP-
Eribuli 1,7
n 93,0 (93,88 |0 |[1,18>100>100(13,37  |4,04
62B10-
VCP-
Eribuli 0275 0,6
n 048 |0-847[2,00[98,7 146,84 4 10,33[>100/>100[11,70 |1,84
55B4-
VCP- 0275
Eribuli 0- 0,5
n 0,42 84K [2,00984 (73,44 |5 [0,27>100>10032,17 1,33
120N1
18-VCP- 0275
Eribuli 0- 1,6
n 0,3 83G [2,0097,4 61,42 |7 [0,98>100>100[2,16 0,20
201C1 0275
5 0- 0,7
vep. 061 [83H [2,000043 9584 |1 0,54 >100>100[2,83 0,05
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Eribuli
n
346C6-
VCP-
Eribuli 0275 0,9
n 0,9 0-831[2,0091,4 192,28 |5 [0,29>100>1008,20 0,49
264E24
-VCP-
Eribuli 0275 1,0
n 0,66 |0-83J|1,6346,2? (73,67 |4 0,74>100~100(1,71 0,14
345A1
7-
VCP- 0275
Eribuli 0- 0,9
n 0,4 83K [2,00[95,7 198,53 |5 [0,80>100>100/0,66 0,09
102A6
A-
VCP- 0275
Eribuli 0- 0,3
n 0,19 |83D |2,0098,1 67,87 |8 [0,21>100>100{1,92 0,12
102A6
B-
VCP- 0275
Eribuli 0- 0,8
n 0,31 |83L [2,0097,9 (19,02 4 10,53 >100>100{1,85 0,14
0275
1552- 0- >10(58,7
VCP- 0,63 |83F (1,8997,1 97,20 |0 |8 [>100>100>100 10,60
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Eribuli
n
1 [Eribuli 4,0
& n 6mM 8 11,0912,86 0,00 [2,81 0,25

2.10.2 Viéc nguwdi héa HC1-LC1 va kha ning gy doc té bao in vitro ciia cic ADC

[00265] Céc trinh tu cho cac ving 102A6A2, 11B10, 201C15, 345A12 va 346C6 Fv
& tho duge BLAST dé ¢6 su tuong ddng gan nhit véi céc trinh ty protein mién bién dbi
dong mam & ngudi st dung cac cong cu IGBLAST (Trung tdm Thong tin Cong nghé
Sinh hoc Qudc gia (NCBI)) va IMGT/DomainGapAlign (Hé thong thong tin
ImMunoGeneTics qubc té (IMGT®)). Cac trinh ty khung & thé dugc thay thé bang cac
trinh tu dong mam & ngudi twong ddng gin nhét dé tao ra cac bién thé dugc ngudi héa
duge ghép CDR (HCI va LCI). Hai gbc cubdi ciing cia FWRH2 dugc xé4c dinh Kabat
dugc giflt lai nhu céc géc & thd. Phan du FWRH3 duoc x4c dinh Kabat cudi cung dugc
git lai cho 111B10. Métip RESPECT-L Cys80 va Ala83 trong vung Vi dugc giir lai
cho tét ca cac dong vo tinh. Sau khi cac khéng thé duoc ngudi hoa dugc tao ra, ca khdng
thé kham va khang thé duoc ngudi héa duge lién hgp voi ba phuy tai khac nhau (maleimit-
VCP-eribulin, maleimit-VCP-cryptophycin va maleimit-VCP-eribulin dime) thay dbi
tinh ky nude. Ai lyc gan v6i mesothelin duge do béi BlAcore d6i voi tit ca cac khang
thé, va cac ADC duge phan tich dic tinh déi v6i phan trim (%) két ty, DAR va hiéu luc
in-vitro, nhu dugc tom tit trong Bang 18. Cac phu tai hi¢u luc cua cac ADC khang
mesothelin dugc nguoi hoda cling duge do va duge tom tat trong Bang 19. Cac ADC c6
céc gia tri EC50 tiéu diét té bao nano mol thip trong tit ca nim dong té bao duoc thir

nghiém.
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Bang 19. Hiéu lwc dva trén té bao in-vitro ciia cac phu tai

Thir nghiém kha ning giy doc té bao dua trén té bao EC50
(nM)
A431 OVCAR3 |HEC-251 H226 |A3
Eribulin 0,47 0,11 0,2 5,3 1,03
Cryptophycin 0,8 0,24 0,43 1,94 1,01
VCP-DiOH Eribulin
Dime 0,03 <0,003 0,003 0,32 0,08

2.10.3 Tinh chinh ngwoi hoa

[00266] Do mét viéc gin mesothelin di véi cac dong 201C15, 345A12 va 346C6, cac
dot bién tiép theo dugc yéu cau dé duy tri viéc gén v6i mesothelin. Céc trinh ty Fv dugc
ghép tr thd va CDR dugc st dung dé tao ra trong cac mo hinh silico cua cac mién bién
d6i. Cu trc 1y thuyét ctia cic md hinh & thd va duoc nguoi hoa dugc xép chong lén
nhau, va cac gbc gin véi cac CDR dugc phan tich v& anh huéng céu tric tiém nang lén
chu truc tong thé cua cac vong CDR. Céc gbc khéc nhau gitta céc trinh ty dugc ngudi
hoéa va & thé duge xac dinh. Hiu hét cac gbc khac nhau khong nim & giao dién dime
hodc & xa cac CDR. Mot sé gdc trong cac ving VH va Vk duge tim ra 1a ¢ gin (trong

vong 5 A) cac CDR, va da dugc phan tich thém.

[00267] Hai vang dugc ngudi hoa trong viung VH duoc x4c dinh 1a ¢ thé can tré sy
gan khang nguyén & cac dong nhan ban 201C15, 345A12 va 346C6. Cac dau tan cing
N cho tit ca cac dong nhan ban 1a mdt axit amin trong HC1 dai hon trong trinh ty & tho.
Ngoai ra, mdi loai ¢6 sy mit 2 axit amin trong FWRH3 (cac gbc 72-73). Pbi voi mbi
dong trong sb cac dong nay, nim axit amin dAu tién va sau axit amin xung quanh viéc
x6a FWRH3 (céc géc 71-76) ctia HC1 dugc quay trd lai céc trinh tu & tho. Gbc 93 cua
345A12 ciing dugc quay trd lai tho trong HCS. Péi v6i LCI, dau tan cing N cla
201C15, 345A12 va 346C6 dugc quay trd lai trinh tu & tho. Mot gbc trong FWRL3 clia
201C5 (gbe 67) va 345A12 (gbe 70) dwoc xéc dinh 14 ¢6 tiém ning tuwong téc véi céc
CDR va mét gbc trong FWRL?2 ctia 346C6 (gbc 36) duge xac dinh twong tu.
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2.10.4 345A12 siéu ngwoi hoa

[00268] Vi viéc xac dinh céc gbc & tho bd sung trong Vi 14 yéu td quan trong cho
viéc gan khang nguyén, cac dot bién tiép theo ctia 345A12 dugc tao ra dé 1am tang sb
lugng céac gbc & ngudi trén khip cac ving VH va V. Viéc phén tich cia md hinh in
silico x4c dinh cac gbc 35, 48, 49, 57, 58, 61, 62, 63 va 64 trong VH va céc goc 1, 3, 24,

55, va 70 trong V.

2.10.5 Viéc xac dinh diéc tinh 1y sinh ciia cac khang thé 345A12 dwoc siéu ngwoi
hoa

[00269] Céc khang thé 345A12 siéu ngudi hoa dugc tinh sach tir 350 mL moi truong
nudi cdy té bao quy mo 16n va duoc diéu ché trong 1X DPBS. Céc khang thé dugc cb
dé danh giad dic tinh vt ly-hdéa hoc. Nhu dugce thé hién trong Bang 20, su két hop cia
HC10-LC7 va HC15-LC7 duoc két tia trong budce ¢d, c6 thé do pI twong déi thip hodc
d6 hoa tan kém. Céc khang thé dugc tinh sach dugc phan tich béi BIAcore dbi véi ai

luc gan mesothelin, va dit liéu duge tém t4t trong Bang 21 dudi day.

Bang 20. Viéc tom tit ciia cac khang thé 345A12 dwgc ngwdi héa dwgc tinh sach

105/248

mAbs Dich néi | Ning suat | mAb-VCP- mAb-VCP- Co toi 5
Thé  tich tinh sach | DiOH Eribulin, mg/mL
(mL) Eribulin Niing suit
Dime, ning
suét
345A12- | 350mL 77,5mg @ | 3,9mg @ | 1lmg @ | Co
HC10- 5,1lmg/mL | 1,3mg/mL, 5,0mg/mL,
LC4 78% 73%
345A12- | 350mL 78mg @ | 4,5mg @ | 8,1mg & | Khong,
HC10- 52mg/mL | 1,6mg/mL, 2,7mg/mL, két tha
LC7 90% 54%

105



48490

106/248
345A12- | 350mL 191mg @ | 4,2mg @ | 1lmg Co
HC15- 8,3mg/mL | 1,4mg/mL, @4,85mg/mL,
LC4 84% 73%
345A12- | 350mL 87,2mg @ | 3,3mg 4,6mg @ | Khong,
HC15- 4,0mg/mL | @l,lmg/mL, 1,54mg/mL, két tia
LC7 66% 31%
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2.10.6 Cac phan tich DSC va cIEF

[00270] Céac dudng cong néng chay nhiét cia cac manh F(ab")2 duoc phan tich boi
DSC. Céc bién dang cua HC15-LC4 F(ab')2 va HC10-LC4 F(ab')2 dugc thé hién trong
Hinh 8.

[00271] pI cla céc 345A12-HC10-LC4 va 345A12-HC15-LC4 mAb duoc phén tich
béi cIEF. pl thay déi trong cac don vi 0,06 pH giita mdi mAb, 8,19 cho 345A12-HC10-
LC4 va 8,25 cho 345A12-HC15-LC4 (Bang 22).

Bang 22. Phan tich cIEF

% Cac dinh | % Pinh | % Cac dinh
Tén miu pl axit trung tinh bazo
345A12-HC10-LC4 (8,19 24,412 57,171 18,417
345A12-HC15-LC4 8,25 34,787 50,790 14,424

2.10.7 Do 6n dinh huyét thanh

[00272] Danh gia d6 én dinh huyét thanh & PBS/ngudi cia cac ADC 345A12-HC10-
LC4 va 345A12-HC15-LC4 duge thir nghiém trong t6i da 10 ngdy, nhu dugc mo ta
trong Phan 2.7. Dit liéu dugc tém t4t trong Bang 23 dudi day.
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2.10.8 Sw 6n dinh nén ciia 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin trong cic nén khac
nhau st dung thir nghiém Octet nhay DAR

[00273] 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin (DAR2) dugc phén tich su 6n dinh in vitro
trong huyét thanh va huyét twong & chudt, chudt nhét, khi 16ng xam, va ngudi. ADC
duoc 0 trong chit nén ¢ 0,1 mg/mL trong 1 tudn, va cac méc thoi gian duoc loai bé sau
1, 2, 3, 4 va 10 ngdy. Phan tich duoc thyc hién st dung thit nghiém dya trén Octet (do
suy lugng bang may do hai 16p) nhay DAR nhu duoc mo ta trong Phén 2.3.1. Cac két
qua dugc thé hién trén Hinh 9. 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin (DAR2) chitng minh
kha ning giai phong phu tai phu thudc vao thoi gian, véi mirc giai phong trung binh

20% sau 10 ngay u & 37°C.

2.10.9 Cic mdi trudng nudi ciy tao ra cic khang thé da dong va IgG & thd débi voi

mesothelin & ngwoi

[00274] Vao tudn thir 2, c4c giéng san xuat khang thé IgG & tho dugc xé4c dinh boi IgG
FRET stt dung europium cryptat. Cac giéng san xuét IgG dugc sang loc sy hién dién cla
khang thé IgG Fcy & thé bang ELISA trén céc dia dwgc phu véi 1 pg/mL cta mesothelin
CHO-MT40. Cac mau nudi céy tao ra IgG & tho ddc hiéu vdi mesothelin dugc xac nhan
bang viéc sang loc ELISA trén 1 pg/mL cta mesothelin va dugc sang loc dém ddi vai 1
pg/mL cia CD73-his. FRET va ELISA dugc thuc hién trén hé théng robot Biomek®
FX (Beckman).

Vi du 3 Cac nghién cttu in vivo

[00275] Céac ADC bao gdm cac khang thé khang mesothelin dugc ngudi hoa dan va
cac thé lién hop eribulin dugc danh gia & chudt st dung cac md hinh manh ghép khac
loai ung thu phéi va da day & ngudi va mo hinh manh ghép khac loai c6 ngudn gbc tir
bénh nhan u trung biéu mo6 (PDX) & ngudi theo quy trinh duge md ta dudsi day. Hoat
dong khang ung thu va kha ning gy ddc ngoai muc tiéu cua céac loai DAR khac nhau
cia cac ADC dugc danh gia.

2
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3.1  Céac chit phan Wng va cic nguyén li¢u
3.1.1 Céc khang thé

[00276] Cac khang thé dugc sir dung trong cac nghién ciru sau ddy co cystein khong
duoc ghép doi ¢ vi tri chudi nhe 80 (LCcys80) va bao gdm cé cac dang dugc nguoi hoa
(-zu) va thé kham & thd-ngudi (-xi) cla cac khang thé khang mesothelin & ngudi
xi345A12-HC1-LC2, xi102A6A2-HC1-LC2, zu345A12-HC1-LC2, zu345A12-HC10-
LC4, va zu345A12-HC15-LC4.

3.1.2 Cic té bao giy ddc c6 thé lién hgp va cac ADC LCcys80

[00277] Céc hop chét cAu nbi-té bao doc té duoc str dung trong cac nghién ctru sau
day bao gdbm maleimit-VCP-eribulin va maleimit-VCP-diOH eribulin dime.

3.1.3 Ciac dong té bao khéi u

[00278] Dong té bao NSCLC & ngudi NCI-H2110, dong té bao ung thu da day ¢ nguoi
NCI-N87 va dong té bao ung thu trung biéu md & ngudi HAY da dugc st dung trong
cac nghién ctru sau day. Tt ca cac dong té bao duge st dung déu dugc lay truc tiép tir
B0 suu tdp moi truong nudi céy kiéu My (ATCC), ngoai trir cac té bao HAY, ma dugc
14y tir NCIL.

3.1.4 Céc chit phan @ng khac

[00279] T4t ca cac chét pham mg dugc st dung déu duogc 14y tir cac nha cung clp

thwong mai & cAp d6 nghién ctru hodc cao hon, trir khi ¢6 chi dinh khéc.

3.2  Nghién ciru hiéu qua va sang loc in vivo trong cac mo6 hinh manh ghép khac

loai ung thw & ngwoi
3.2.1 Cac dong vat nghién ciru

[00280] Chuot céi IGS CD-1 (Charles River, 7-9 tun tudi) duoc st dung cho nghién
ctu lidu dung nap t6i da (MTD), chudt cdi NOD.CB17-SCID (Phong thi nghiém
Jackson) duoc sir dung cho cac nghién ctu manh ghép khac loai NCI-H2110 va HAY,
va chudt trui 16ng NCr cai (Taconic, 5 tuan tudi) duge st dung cho céc nghién ctru méanh
ghép khéc loai NCI-N87. Khi dén noi, cac con vat duoc lam quen trong 5-7 ngdy trude

khi cdy. Céc con vat dugc nhdt 3-5 chudt trén mdi 16ng thong gid véi cac vién thirc dn
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tiét tring va chai nudc c¢6 san ma khong chuan b truée. Cac con vat dugc gan thé tai va

duoc can trude khi bat diu nghién ciru.
3.2.2 Nubi céy té bao

[00281] Cac té bao NCI-H2110, NCI-N87, hodc HAY duoc bao quan lanh tir trit luong
dong lanh dugce nudi ciy trong mdi truong chtra cac chat b sung cén thiét. Céac té bao
duoc nudi cdy phu trong moi trudng hoan chinh trong 2 con dudng trude khi duge st

dung dé cdy in vivo.
3.2.3 CAy ghép khdi u, quy trinh ghi danh, va vigc diéu tri

[00282] Cac té bao dugc tao huyén phu trong PBS dugc tron 14n v6i Matrigel da lanh
theo ty 16 1:1 (thé tich:thé tich) d¢én ndng do cudi cing 12 1,0x108 té bao/mL hogc 5,0x107
t& bao/mL dbi v6i cac t& bao NCI-H2110 va HAY. Chudt dugc tiém dudi da 100
uL/chudt hdn hop té bao va duge gidm sat v& khéi lugng co thé va sy phat trién ciia khdi
u. Cac phép do dugc thyc hién bang thudc cip k¥ thuat s6 3 14n hang tudn bt dau tir
ngay thir 3 sau khi céy.

3.2.4 Viéc do va viéc diéu tri khéi u

[00283] Thé tich khdi u da dugc tinh toan st dung cong thirc: W (mm) x L (mm) x D
(mm) x /6. Chudt dugc chon ngau nhién thanh 5 con mdi nhom sau khi khdi u duge
chy ghép dat thé tich trung binh 1a 100 mm®. Viéc diéu tri dugc tiém tinh mach véi thé
tich 200 puL. Khéi luong co thé & giai doan cudi duge do va ghi lai vao cubi mdi nghién
cliru.

3.2.5 Phan tich thong ké

[00284] Cac thé tich khdi u cua cac con vat tir mdi nhém diéu tri dugc so sanh véi
nhém ddi ching bing ANOVA hai chiéu do lap lai, sau d6 1a bai kiém tra sau
Bonferroni. So sanh su phat trién khdi u trong mdi nhém tht nghiém ciing dugce thuc

hién st dung cting phén tich thdng ke.

3.3 Cac nguyén ctru hiéu qua in vivo trong mé hinh PDX u trung biéu mé &

nguoi
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3.3.1 Cac dong vat nghién ciru

[00285] Chuft cai NMRI nu/nu (Janvier Labs, 5-6 tudn) da dugc thich nghi it nhét 4
ngdy khi dén noi truéc khi cdy. Céc con vat dugc nhdt 3-5 chudt trén mdi 16ng thong
gi6 voi cac vién thire an tiét trung va chai nuéce co sin ma khong chuan bi trude. Cac
con vat dugce danh diu tai va dugc can trude khi b4t diu nghién ctru.

3.3.2 Cay ghép khic loai

[00286] Vao ngay 0 cta nghién clu, cac khdi u Meso 7212 dugc loai bo khoi 5 con
chudt hién ting trong cac diéu kién vo trung. Mo khéi u cua dbi twong hién ting duoc
cit thanh cac manh 2 x 2 mm va duoc dat trong dia Petri vo trung dugc phu nude mudi
0,9%. Song song dd, cac dong vat thu thé duoc diéu tri tiém duéi da b%mg Metacam®
giam dau (2 mg/kg) va sau d6 duoc gy mé bang liéu tiém tinh mach duy nhét (0,15
mL/chudt) v6i Etomidat-Lipuro® (12 mg/kg). Vét rach doc nong trén da 5-8 mm & suon
trai duwoc thuc hién. Dau cia kéo phiu thuét dugc dua vao vét rach, truc tiép qua suon,
va duoc st dung dé tao thanh tai trong khoang duéi da. Mot manh khdi u trén mdi chuot
duoc céy vao tui st dung nhip phau thuat. Vét rach dugc dong lai béng kep kim loai va
con vat duoc dua trd lai lf?)ng sach.

3.3.3 Quy trinh thi nghiém

[00287] Trong qué trinh phat trién khdi u, cac duong kinh khdi u duge do sir dung
thude cap k¥ thuat sd (Mitutoyo). Cac con vat duge phan chia ngau nhién vao cac nhom
thi nghiém theo thé tich khéi u cia chiing (ti€u chi dua vao d6i v6i thé tich khéi u, 0,1 -
0,3 cm?). Céc thé tich khéi u va céac khoi lugng co thé duoc ghi lai hai 1an mdi tuén.
3.3.4 Viéc diéu tri

[00288] Eribulin dugc tiém tinh mach véi lidu 0,2, 0,3 va 3,2 mg/kg vao ngay ngau
nhién. MORADb-109 (DAR 0, 2, va 6) dugc ti€m tinh mach véi lidu 10,0 mg/kg vao ngay
ngiu nhién hoic lidu 2,5 mg/kg trong bbn ngay lién tiép. Thé tich dung 1a 10 mL/kg cho
viéc tiém tinh mach cho tit ca cac nhém thi nghiém.

3.3.5 Cac phan tich thong ké

[00289] Céc thdng ké mo ta dugc thuc hién trén dit liéu vé thé tich khdi u va khdi
lugng co thé. Céc thé tich khéi u cua dong vét tu mdi nhém diéu tri dugc so sanh véi

nhom dbi chimg bang cach sir dung ANOVA hai chidu do lap lai, sau d6 12 bai kiém tra
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sau Bonferroni. Ngoai ra, viéc so sanh sy phat trién khoi u ciia dong vét trong moi nhom

ciing dugc thye hién véi cung phén tich théng ké.
3.4  Cac két qua - Cac nghién ctru hiéu qua va sang loc in vivo

3.4.1 Nghién ciru M109-004-2016: Viéc sang loc in vivo ciia cac ADC dime eribulin
345A12-HC1-LC2 va 102A6A2 HC1-LC2 trong mdé hinh manh ghép khac loai
NSCLC ¢ nguoi

[00290] Sang loc in vivo so sanh hai dong khéang thé khang mesothelin (345A12-HC1-
LC2 va 102A6A2-HC1-LC2) duoc thuc hién trén md hinh manh ghép khéc loai NCI-
H2110 ung thu phéi khong phai té bao nhé & ngudi (NSCLC) NCI-H2110. Chudt duge
diéu tri v6i 345A12-HC1-LC2-diOH eribulin dime ADC & 2,5 mg/kg hodc 102A6A2-
HC1-LC2-diOH eribulin dime ADC ¢ 2,5 mg/kg. Hoat dong khang khéi u va cac thay
ddi khéi luong co thé cho ca hai ADC dugc thé hién trén Hinh 10A va Hinh 10B, mot

cach tuong Ung.

3.4.2 Nghién ciru M109-006-2017: Panh gi so' b vé lidu dung nap toi da (MTD)
ctia cac 345A12-HC1-LC2 va 345A12-HC15-LC4 eribulin dime ADC & chugt CD-
1

[00291] Cac thay dbi khéi luong co thé ctia chudt cai CD-1 duoc do sau khi ding 5,
10, 15, hodc 20 mg/kg 345A12-HC1-LC2-diOH eribulin dime ADC, hodc 5, 10, hodc
20 mg/kg 345A12-HC15-LC4-diOH eribulin dime ADC. Céac thay dbi khéi lugng co
thé cho mdi ADC duoc thé hién trén Hinh 11A va Hinh 11B, mét cach twong tng.

3.4.3 Nghién ciru M109-007-2017: Viéc sang lgc in vivo cia cac 345A12-HC10-
LC4 va 345A12-HC15-LC4 eribulin dime ADC trong m6 hinh manh ghép khac
loai NSCLC & nguoi

[00292]  Sang loc in vivo so sanh hai dong khang thé khang mesothelin bd sung
(345A12-HC10-LC4 va 345A12-HC15-LC4) dugc thuc hién trén mo6 hinh manh ghép
khéc loai NSCLC NCI-H2110 & nguoi. Chudt dugce diéu tri v6i 345A12-HC10-LC4-
diOH eribulin dime ADC & 2,5 mg/kg hodc 345A12-HC15-LC4-diOH eribulin dime
ADC 42,5 mg/kg. Hoat dong khang khdi u va céac thay d6i khéi lugng co thé cho c hai
ADC duogc thé hién trén Hinh 12A va Hinh 12B, mét cach twong tmg.
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[00293] Dong 345A12-HC15-LC4 duoc lya chon dua trén hoat dong khang khoiu va
bién dang kha ning gy doc cia né dudi dang dong Umg vién cho khang thé duoc sir

dung trong MORAb-109 ADC.

3.4.4 Nghién ctiru M109-010-2018: Hi¢u qua khang khéi u ciia cac loai DAR2 va
DARG ciia 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin ADC (MORAb-109) trong mé hinh

manh ghép khac loai ung thw da day ¢ ngwoi

[00294] Hailoai DAR (DAR2 va DARG) ctia 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin ADC
(MORAD-109) duge so sanh trong md hinh manh ghép khac loai NCI-N87 ung thu da
day & nguoi vai liéu 10 mg/kg. Ca hai loai DAR2 va DAR6 ADC chiing minh céac dép
tng khang khéi u bén va tuong tu (Hinh 13A), véi khéi luong giam it hodc khong giam
dugc quan sat thay sau khi ding mdt trong hai loai DAR (Hinh 13B).

3.4.5 Nghién ciru M109-010-2018: Hi¢u qua khang khéi u ciia cac loai DAR2 va
DARG ciia 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin ADC (MORAD-109) trong mo hinh

manh ghép khac loai u trung biéu md & ngudi

[00295] Hailoai DAR (DAR2 va DARG) cuia 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin ADC
(MORADb-109) dugc so sanh trong md hinh méanh ghép khéc loai u trung biéu mé HAY
& ngudi. Ca hai loai DAR2 va DAR6 ADC chting minh cic déap tng khang khéi u bén
va tuong tu nhau & chudt dugc diéu tri voi mot lidu duy nhét (5 mg/kg) cia MORAb-
109, trong khi eribulin mét minh (dugc dung & MTD (3,2 mg/kg) hodc ¢ Iuong mol
tuong duong cla eribulin nhu dugc tim thiy trong MORAb-109 (0,1 mg/kg)) cho thay
cac tac dung khang khéi u han ché (Hinh 14A). Khéi luong co thé giam cip tinh va tam
thoi duge quan sat thiy & nhitng con chudt dugc diu tri v6i liéu MTD cua eribulin,
trong khi khong c6 sy giam khdi lugng co thé nao duoc quan sat thiy ¢ nhitng con chudt
duoc didu tri bang ADC (Hinh 14B).

3.4.6 Hidu qua khang khéi u cia MORAb-109 (DARG) trong mé hinh u trung biéu
mo PDX & ngwoi

[00296] Hiéu qua khang khéi u ciua 345A12-HC15-LC4-VCP-eribulin ADC
(MORADb-109) (DAR6) dugc nghién ciru trong mé hinh u trung biéu mé PDX & hguéi,
Mes07212 (MV15369). Hai phac db diéu tri khac nhau dugc thir nghiém: mot 1an ding
duy nhét 10 mg/kg MORAb-109 hozc bdn 1an ding hang ngay lién tiép 2,5 mg/kg. Ca
hai phac dd diéu trif MORADb-109 cho thdy cac dap ing chéng khbiu bén va tuong duong
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nhau, trong khi lwgng mol twong duong cua eribulin don 1€ (0,2 mg/kg) cho thiy tac
dung chng khdi u han ché. (Hinh 15A). Ca hai phuong phap diéu tri MORAb-109 ADC
déu cho thiy hoat tinh khang khéi u tang 1én dang ké so v6i 1iéu MTD ctia eribulin don
1¢ (P <0,05). Céc thay dbi khdi luong co thé cho tht ca cac viéc diéu tri dugc thé hién
trén Hinh 15B.

3.4.7 Hiéu qua khang khéi u cia MORAD-109 (DAR2 va DARG) trong mé hinh u
trung biéu md PDX & nguoi

[00297] Hi¢u qua khang khdi u cta hai loai DAR (DAR2 va DARG6) cua 345A12-
HC15-LC4-VCP-eribulin ADC (MORADb-109) dugc nghién ctru trong md hinh u trung
biéu md PDX & ngudi, Meso7212 (MV16071), & lidu dung duy nhét 1a 10 mg/kg. Ca
hai loai DAR2 va DAR6 ciia MORADb-109 thé hién céc dap ing khang khdi u bén va c6
thé so sanh, trong khi Ivgng mol twong duong cua eribulin don 1€ (0,3 mg/kg) va loai
MORADb-109 khong dugc lién hgp eribulin (DARO) cho thay khong c6 tac dung khéng
khdi u hodc tac dung han ché (Hinh 16A). Khong c6 viée giam khdi lugng co thé nao
dugc quan sat thdy & nhém bat ky (Hinh 16B). Khong c6 sw khéc biét théng ké vé tac
dung khang khéi u giita cac loai DAR2 va DAR6 ciia MORADb-109.

Vi du 4 Viéc biéu hién mesothelin (MSLN) va hi¢u lwc in vitro

4.1 Cac phwong phap

[00298] Kha niang gy doc té bao: Té bao dugc nudi cdy phu va dugc gieo & 5000 té

bao/giéng trong méi trudng sinh truéng hoan chinh trong cac dia nudi chy mo 96 giéng,
va duge 0 6 37°C, CO2 5% qua dém (16 gio). Cac chét phan tmg thir nghiém dugc pha
loang 14n lugt theo ty 18 1:3 trong c4c dia pha lodng giéng sdu 2 mL, bét dau & 200 nM
(tdng cong 10 1an pha lodng). Cdc mau dugc pha lodng (100 pL) dugc thém vao cic dia
té bao (ndng do bit diu cia cac miu thir & 100 nM). Céc dia duge u & 37°C, CO2 5%
trong 5 ngdy nita. Moi trudng sau d6 dugc loai bo, va cac dia duge rira mot 14n v&i 200
uL DPBS, nhudm bang 50 uL dung dich tim két tinh 0,2% & nhiét do trong phong trong
15 phut, va sau d6 dugc rira k¥ bang nuéc may. Cac dia duoc lam khd trong khdng khi,
va tim két tinh dugc hoa tan voi 200 pL dung dich SDS 1%. Cac dia dugce doc & 570
nm. Dit liéu dugc phan tich cho viéc xac dinh ICso st dung GraphPad Prism 6. Phéan tich
twong quan dugc thuc hién trong GraphPad Prism st dung phén tich Spearman khong

phai théng sd.
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4.2 Cackétqua

[00299]  M&bi twong quan gitta hiéu lyc cia MORAb-109 (DAR6) va biéu hién

mesothelin da dugc quan sat thdy ¢ tat ca cac dong té bao (Hinh 17; cac Bang 24 va 25).
[00300] D&i véi MORAb-109 (DAR2), khi céc dong té bao ¢6 biéu hién mesothelin
thap hon (nhudm FACS cudng d6 huynh quang trung binh (MFT) <80) bi loai khoéi phan
tich, mdi twong quan dang ké gitra hiéu luc va viéc biéu hién mesothelin dugc quan sat
thdy (Hinh 17; cac Bang 24 va 25). Hiéu luc cia MORAb-109 (DAR2) tuong quan voi

viéc biéu hién mesothelin & cac mirc biéu hién mesothelin cao hon.

Béang 24. Viéc biéu hién mesothelin va viéc phén tich twong quan hiéu lyc (DAR2

va DARG)

MSLN MSLN (MFI) | MSLN (MFI) MSLN (MFI)
(MFI) SO V01 | so véi | so voi
s0 Vi MORAbB109 | MORAb109(DARG6) | MORAbB109
Eribulin MSLN cao
Spearman r
r -0,1113 -0,2906 -0,6773 -0,6267
Khoang tin | -0,3935 dén | -0,5472 dén | -0,8093 dén -0,4803 | -0,8502 dén -
cly 95% 0,1902 0,01591 0,2118
Gié tri P
P (2 dudi) 0,4566 0,0557 <0,0001 0,0054
Téom tit gia | ns ns rork *E
tri P
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Gia
chinh

tri P
Xac

hoac xap xi?

Xap xi

Xap xi

Xap xi

Xép xi

Mtrc déng ké
(alpha =
0,05)

Khong

Khong

Co

Co

Sé lugng cac

cdp XY

47

44

48

18

Bang 25. Cac dong té bao dwoc sit dung trong viéc biéu hién mesothelin va viéc

phén tich twong quan hiéu luc

Hiéu lyc in-vitro, IC50, nM

Cac dong té bao | MSLN Eribulin | MORAb10 | MORAD109

(MFI) 9(DAR2) (DARG)
EGI-1 14,8 1,48 187,8 15,45
TFK1 132,81 1,27 5,65
SNU-245 23,9 78,24 355,8
SNU-478 53,8 1,58 227,5 55,16
SNU-1196 40,2 1,14 128,4 6,49
T-47D 4.4 0,68 95,86 22,04
JIMT-1 36,4 0,39 61,8 11,4
HCC1806 189,3 0,37 35,54 0,24
HEC-1-A 16,5 0,68 140,7 23,7
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HEC-1-B 16,9 0,54 66,29 1,6
HEC-251 53,3 0,5 67,15 0,67
MFE-280 45,1 3,24 196,5 1649
NCI-H292 108,6 0,58 147,3 6,37
NCI-H322 83,9 0,46 62,84 3,62
NCI-H1355 11,5 0,67 79,77 7,09
NCI-H1355-dugec | 32,7 0,7 96,92 6,48
phan loai

NCI-H1573 17,4 60,41 6,46
NCI- 4474 0,44 1,69 1,08
H1568/MSLN

NCI-H1650 31,5 0,61 92,2 4,09
NCI- 1865,5 0,84 1 0,57
H1650/MSLN

NCI-H2110 112,2 0,32 52,23 4,17
NCI-H2126 73,6 0,53 87,89 10,82
PC9 11,24 0,56 85,14 15,22
H226 725,3 0,66 7,46 0,13
NCI-H23 4,42 0,6 66,74 17,31
Lu65 13,13 0,56 15,85
NCI-H460 8,56 35,29
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MOR/CPR 120,79 3,69 5,68
A549 14,2 2,72 276 41,33
CNE2 147,7 0,49 69,55 1,64
HK1 39,2 0,89 197,5 5,88
HNE-1 110,8 0,87 239,2 2,03
HNE-1-T1 79,3 1,03 347 11,28
HONEI 108,6 0,89 197,5 5,88
SUNEL1 2124 0,56 77,8 0,27
CaOV-3 137,6 0,44 20,93 0,51
COV362 113,5 2,78 193 45,29
HAC-2 172,3 26,65 |228 320
Kuramochi 211,2 0,89 897,8 0,1
OVCAR3 Al 220 0,15 0,005 0,005
AsPC1 33,47 1,62 3,13
BxPC3 15,59 0,66 86,2 5,88
Capan-2 36 1,21 138 1,99
A431 5,6 0,55 71,51 14,17
A431K5 1430,3 1,5 0,45 0,35
NCI-N87 125,8 0,11 14,7 0,1
MKN1 22,06 0,96 20,14 2,89
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MKN74 7,73 0,78 66,96 9,62
SNU216 94,91 1,78 73,42 0,29
MKN45 57,94 3,65 100 10,39
MKN7 18,48 0,58 86,53 10,39
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Vi du 5 Dap ing lidu cia MORAD-109 trong mé hinh manh ghép khac loai ung thw
da day (NCI-N87) & ngudi

5.1 Cac phwong phap

5.1.1 Hiéu qua in vivo

[00301] Doéng vat: Chudt trui 16ng NCr cai (Taconic), 5 tuan tudi tai thoi diém méi
dén duoc 1am quen trong 5-7 ngay trudce khi cdy. Cac con vat dugc nhét 3-5 chudt trén
mbi 10ng thong gid vé6i cac vién thirc dn tiét tring va chai nudce co sin ma khong chuin
bi trude. Cac con vat dugc gén thé tai va duoc cn trude khi bat dau nghién ctru.

[00302] Nudi chy té bao: Cac té bao NCI-N87 duoc bao quan lanh duge ra dong va

nudi trong mdi trudng chira cac chat bo sung can thiét. Céc te bao dugc nudi cay phu

trong mdi trudng hoan chinh trong 2 con dudng trudce khi duge sir dung dé cy in vivo.

[00303] Caiy ghép khéi u, quy trinh ghi danh. va viéc diéu tri: Huyén phu té bao trong

PBS dugc tron v6i Matrigel da lanh & ty 1€ 1:1 (thé tich:thé tich) dén nong do cubi cung
1a 1,0x108 t& bao/mL. 100 pL/chudt cta hdn hop dugc tiém dudi da. Chudt dugc gidm
sat strc khoe 14m sang bing cac phép do khdi lugng co thé va khdi u bang thudc cip k¥

thuat sd, 3 1an mdi tudn, bit ddu vao ngay thir 3 sau khi ciy ghép.

[00304] Viéc do va viéc didu tri khéi u: Thé tich khdi u (TV) (mm?) dugc tinh toan st
dung cong thicc: W (mm) x L (mm) x D (mm) x n/6. Khi cac khéi u dat trung binh

khoang 100 mm?>, cac con vat dugc chon ngﬁu nhién thanh 5 con mdi nhom. Viéc diéu
tri duge dua vao tinh mach véi thé tich 200 pL cta vat phim thir nghiém. Vao cubi

nghién ctru, khoi lugng co the cubi cing duoc do va duge ghi lai.

[00305] Phén tich thdng ké: Cac théng ké mo ta dugce thuc hién trén dit li€u cia thé

tich khéi u va khéi lugng co thé. Cac thé tich khdi u cia dong vat tir m&i nhém diéu tri
duoc so sanh v6i nhém ddi ching bang cach st dung ANOVA hai chiéu do lap lai sau
d6 1a bai kiém tra sau Bonferroni. Ngoai ra, viéc so sanh su phat trién khéi u cia dong

vat trong mdi nhém dugc thyc hién véi ciing phéan tich théng ké.
5.1.2 Dwoc dong lwe hoc (PK)

[00306] Phan tich PK dugc thuc hién sir dung ca thir nghiém ADC nguyén ven va tha
nghiém tbng s6 khang thé. Tong s6 khang thé dung dé chi téng sb clia tit ca cac loai,

bao gdm ca loai lién hgp va khong lién hop (nghia 1a, DARO + DAR1 + DAR2 +... +
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DARn), trong khi ADC nguyén ven dung dé chi tht ca cac loai lién hop (nghia 1, DARI
+ DAR2 +... + DARn). Thir nghiém tdng sb khang thé sir dung mesothelin dugc biotin
hoa dé bat. Thir nghiém ADC nguyén ven st dung doan Fab khéng eribulin SE4 dugc
biotin hoa dé bat va Fc khang nguoi duge danh dAu AlexaFluor647 dé phat hién. Phan
tich mau dugc thuc hién trén may phén tich Gyros. Phan tich dir liéu dugc thuc hién
trong WatsonLIMS 7.4.1 va dugc v& trong Microsoft Excel.

52  Cac két qua

[00307] Hiéu qua phu thudc vao lidu da duogc quan sat d6i voi cac khoang lidu clia
MORADb-109 (DAR2) tir 5 mg/kg dén 25 mg/kg (Hinh 18A va 18B). Khong c6 viee
giam khéi luong co thé nao duogc quan st thdy & nhém lidu bat ky (Hinh 18C). Sy tiép
xuc phu thudc vao lidu lwong ctia ADC duge quan sat thiy & dong vat dugc diéu tri, nhu

duoc chi ra boi su gia ting AUC phu thude vao liéu (Hinh 19 va Bang 26).

Béng 26. PK ciia MORAb-109 (chuén d§ liu lwrgng) & chudt mang khéi u NCI-N87

Liéu ADC T Vs CL AUC Cmax
(mg/kg |nguyén | (gi0) (mL/kg) | (mL/kg/gid) | (ug*gio/kg) | (ng/mL)
ven hodc
tong Ab
5 nguyén | 125,1 78,7 0.509 9512 62,9
ven
tbng 173,9 75,1 0.316 14375 73,2
10 nguyén | 1482  [99,5 0.475 19559 105
ven
tbng 231,6 89,6 0.259 31631 123
15 nguyén | 142,1 81,1 0.414 34557 169
ven
tong 209,2 68,8 0.236 56134 205
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20 nguyén | 151,5 90,9 0.429 43852 214
ven
tong 218,6 70,6 0.230 75718 270
25 nguyén | 143,5 91,1 0.463 51253 271
ven
tong 226,1 78,2 0.240 88099 322

Vi du 6 Hi€éu qui khang khéi u in vivo cia MORAD-109 trong mé hinh manh ghép
khac loai ung thw budng trimg (OVCAR-3-A1-T1) ¢ ngwoi

6.1 Cac phwong phap

[00308] Dong vat: Chudt NOD.CB17-SCID cai (Jackson Laboratory), 5 tuan tudi tai
thoi diém méi dén duge 1am quen trong 5-7 ngdy trude khi ciy. Cac con vat dugc nhét
3-5 chudt trén mdi 1dng théng gi6 véi cac vien thie an tiét tring va chai nudce c6 san ma
khong chuén bi trude. Céc con vat dugc gén thé tai va dugc can trudce khi bét dau nghién

ciu.

[00309] Nudi cdy té bao: Céc té bao OVCAR-3-A1-T1 dugc bao quan lanh duge rd

dong va nudi trong moi trudng chita cac chat bo sung can thict. Céc t& bao duge nudi
cay phu trong mdi trudng hoan chinh trong 2 con dwodng trudce khi dugc sir dung dé cay

in vivo.

[00310] CAy ghép khéi u, quy trinh ghi danh, va viéc diéu tri: Huyén phu té bao trong

PBS dugc tron vai Matrigel dé lanh ¢ ty 1€ 1:1 (thé tich:thé tich) dén ndng d6 cudi cing
13 5,0x107 té bao/mL. 100 uL/chudt cua hdn hop dugce tiém dudi da. Chudt duge giam
sat strc khoe 1am sang bang cac phép do khéi luong co thé va khéi u bang thuéc cip k¥

thuét s6, 3 14n mdi tudn, bit dau vao ngay thi 3 sau khi cay ghép.

[00311] Viéc do va viée didu tri khbi u: Thé tich khéi u (TV) (mm®) dugc tinh toan st

dung cdng thitc: W (mm) x L (mm) x D (mm) x w/6. Khi cac khéi u dat trung binh
khoang 100 mm?, c4c con vat dugc chon ngﬁu nhién thanh 5 con mdi nhém. Viée diéu
tri dugc dua vao tinh mach véi thé tich 200 ul. cia vat phém thtr nghiém. Vao cudi

nghién ctru, khoi lugng co thé cudi cung duge do va duoc ghi lai.
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[00312] Phén tich théng ké: C4c thong ké mo ta dugc thyc hién trén di liéu cia thé

tich khéi u va khéi lugng co thd. Céc thé tich khéi u ctia dong vat tir mdi nhom dieu tri
dugce so sanh véi nhom d6i ching bang cach st dung ANOVA hai chiéu do 13p lai sau
d6 1a bai kiém tra sau Bonferroni. Ngoai ra, viéc so sanh sy phét trién khoi u cia dong

vét trong mdi nhom duoc thuc hién véi cung phén tich théng ké.
6.2 Cac két qua

[00313] MORADb-109 (DAR2) chimg minh sw chdm phat trién ctia khoi u trong md
hinh méanh ghép khac loai OVCAR-3-A1-T1 ung thu budng tring & ngudi (Hinh 20A
va Hinh 20B).

Vi du 7 Hi€u qua khang khéi u in vivo cia MORADb-109 trong md hinh NSCLC
PDX & ngwoi (LC-F-25)

7.1  Cac phwong phap

[00314] DPong vat: Chudt cai athymic (nu/nu) ngoai lai (HSD: Athymic Nude-
Foxnlnu), 5 tudn tudi tai thoi diém méi dén duoc 1am quen voi it nhét 4 ngay trudc khi
cdy. Cac con vt dugc nhét 3-5 chudt trén mdi 1dng thong gié voi cac vién thire an tiét
tring va chai nudc c6 sin ma khong chudn bi trudc. Cac con vat duge danh déu tai va

duoc can trude khi bat dau nghién ctru.

[00315] Chy ghép khéc loai: LC-F-25 dugc thiét 14p nhw khdi u dang phat trién
(P9.1.1/0) tir ung thu biéu md tuyén phodi khong phai té bao nho nguyén phat tir bénh

nhan 1a ngudi. LC-F-25 ¢6 s biéu hién MSLN thép hon vé muic d9 tich cuc va cudng
do téng thé, dua trén phén tich héa md mién dich (IHC), so véi cac loai khdi u khac

(ching han nhu, vi du, LXFA-737 (Vi du 8)).

[00316] Quy trinh thi nghiém: Ba muoi mét (31) con chudt c6 khéi u LC-F-25 dang
phét trién duoc thiét lap (P9.1.1/0) gitta 108 va 288 mm’ dugc phan bd dé diéu trj khi

thé tich khéi u trung binh va trung vi l4n luot dat 153,5 va 126 mm?®.

[00317] Viéc diéu tri: Hiéu qua dugc dénh gid trong 4 nhom, mdinhém tir 7 dén 8 con

chudt:

0 Trong nhom 1, phuong tién dugc dinh lidu & 5 mL/kg, i.v., liéu duy nhat vao
ngay thu 1.
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0 Trong cdc nhom 2 va 3, eribulin dugc dinh lugng tuwong tmg ¢ 0,1 mg/kg (5
mL/kg) va 3,2 mg/kg (6,4 mL/kg), i.v., liu duy nhét vao ngay thi 1.

O Trong nhom 4, MORAb-109 duoc dinh lidu & 10 mg/kg (5 mL/kg), i.v., liéu duy
nhét vao ngay thir 1.
[00318] Cac khdi u dugc do va con chudt duge can hai 1An mot tudn trong sudt thoi
gian thi nghiém.

[00319] Phan tich théng ké: Phan tich théng ké dugc thuc hién cho mdi phép do bang

thir nghiém so sanh phi thong s6 Mann-Whitney. M3i nhém dugce diéu tri duoc so sanh
v6i nhom ddi ching.
7.2 Cac két qua

[00320] MORAb-109 (DAR2) dugc tiém véi liéu duy nhat 10 mg/kg qua dudng tinh
mach dugce dung nap tot ma khong bi giam khéi lugng co thé béi chudt mang khéi u
LC-F-25 (Hinh 21B). MORAb-109 (DAR2) ching minh sy chdm phat trién khéi u ¢ 10
mg/kg trong md hinh LC-F-25 NSCLC PDX (Hinh 21A).

[00321] Eribulin dugc cung cép vdi liéu duy nhét ¢ 0,1 mg/kg (lugng mol twong duong
cua phu tai trong MORAD-109 khi dugc dung ¢ lidu 10 mg/kg) bang dudng tinh mach
duge dung nap tdt béi chudt mang khdi u LC-F-25 nhung khong gy ra tc ché phat trién
khdi u dang k& v& mat théng ké (Hinh 21A va Hinh 21B).

[00322] Eribulin duoc ding véi lidu duy nhét ¢ 3,2 mg/kg (liéu ding MTD ciia chudt
hozc cao hon 32 14n so véi lugng mol cua eribulin trong MORAb-109 khi duge dung ¢
10 mg/kg) bang dudng tinh mach dugc dung nap tt boi chudt mang khdi u LC-F-25,
nhung gy ra viéc giam nhe va tam thoi khéi lugng co thé tir 3 dén 10 ngay sau khi dung
(Hinh 21B). O lidu nay, eribulin gy ra sy rc ché phat trién khéi u dang ké vé mit théng

ké, v4i su thoai lui mdt phén khdi u & 6 trong s6 8 con chudt (Hinh 21A).
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Vi du 8 Hiéu qua khang khdi u in vivo cia MORAb-109 trong mé hinh NSCLC
PDX & ngwoi (LXFA-737)

8.1 Cac phwong phap
[00323] Dong vat: Chudt cai NMRI nu/nu (Crl: NMRI-Foxnlnu), 4 dén 6 tuan tubi.

[00324] Chy ghép khc loai: LXFA-737 dugc thiét 1ap dudi dang khéi u dang phat

trién (P14N4) tir bénh ung thu bidu md tuyén phdi khong phai té bao nho nguyén phat
tir bénh nhan 13 ngudi. LXFA-737 ¢6 su bidu hién MSLN vira phai vé cudng d¢ tong
thé va phin trim dwong tinh cao hon, dya trén phan tich IHC, lién quan dén céc loai

khéi u khéc (ching han nhu, vi du, LC-F-25 (Vi du 7)).

[00325] Quy trinh thi nghiém: Cac ddng vét dugc gidm sat cho dén khi viéc cdy ghép

khéi u dat tidu chudn thé tich nghién ctru 12 50-250 mm? (vi du, 80-200 mm?) & s6 luong
du cac dong vat. Cac con chudt dugc phan thanh cac nhém, nhim vao cac thé tich khéi
u trung binh va trung vi ciia nhom ¢o thé so sanh dugc. Ngay ngiu nhién dugc chi dinh
la ngay 0.
[00326] Viéc diéu tri: Hidu qua dugc danh gid trong 4 nhom, md&i nhom tir 6 dén 7 con
chuot:
0 Trong nhom 1, phuong tién dugc dinh lidu & 5 mL/kg, i.v., lidu duy nhit vao
ngay tha 1.
0 Trong cidc nhom 2 va 3, eribulin dugc dinh lidu twong tng & 0,2 mg/kg va 3,2
mg/kg, i.v., lidu duy nhit vao ngdy thir nhét.
0 Trong nhém 4, MORAb-109 dugc dinh lidu & 10 mg/kg, i.v., lidu duy nhét vao
ngay tha 1.
[00327] Cac khdi u duge do va con chudt duoc can hai 1an mot tudn trong subt thoi
gian thi nghiém. Ngay dau tién dung lidu 13 ngay 1, mot ngay sau khi phan nhém ngau
nhién (ngay 0).
[00328] Phéan tich thong ké: Uc ché sy phat trién cla khéi u, Gia tri thu
nghiém/déi ching theo % (Tdi thidu T/C): Gia tri thir nghiém so v6i ddi chimg (T/C

theo %) dugc tinh toan tir ty 1€ cua céac gia tri thé tich khdi u con lai trung binh (RTV)
clia cac nhom thir nghiém so voi d6i chimg vao ngay X nhan véi 100. Thé tich khéi u

ting gap d6i va thoi gian ting glp bdn (Td, Tq) d6i v6i cac nhom kiém tra va d6i ching
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duge x4c dinh 1a khoang thoi gian (tinh theo ngay) cAn thiét dé nhom dat RTV trung
binh 1a 200% hodc 400%.

82 Cackétqua

[00329] MORADb-109 (DAR2) chimg minh hi¢u qua khang khdi u manh mé (T/C tdi
thiéu, 2,3% vao ngay thir 41) & 10 mg/kg trong md hinh LXFA-737 NSCLC PDX (Hinh
22A) va Tq cua n6 khong dat dugc trong sudt qua trinh nghién ctru. MORAD-109 dugc
cho & 1idu duy nhat ciing dugc dung nap tbt ma khong bi giam khéi lwong co thé béi

chudt mang khéi u LXFA-737. (Hinh 22B).

[00330] Eribulin duoc dung v6i lidu duy nhét 3,2 mg/kg (liéu dung MTD cua chudt
hodc cao hon 32 14n so véi lugng mol cua eribulin trong MORAD-109 khi dugc dung &
10 mg/kg) biang dwdng tinh mach dwgc dung nap t6t boi chudt mang khéi u LXFA-737,
cho thy hiéu qua khang khéi u (T/C téi thiéu, 4,2% vao ngay 27), va Tq cua nd la
80,1%. Tuy nhién, eribulin giy giam khéi lugng co thé nhe va tam thoi sau khi dung
(Hinh 22A va Hinh 22B). Liéu duy nhét 1 0,2 mg/kg, glp d6i lugng mol cua eribulin
trong MORAD-109 khi dugc dung & 10 mg/kg, cho thiy hiéu qua khang khéi u han ché
(T/C tbi thiéu, 51,1% vao ngay thu 44).

Vidu 9 Pap ing lidu cia MORAD-109 trong mo hinh manh ghép khac loai ung thw
da day (NCI-N87) & nguoi

9.1 Cac phwong phap

9.1.1 Hiéu qua in vivo

[00331] Dong vat: Chudt trui 1ong NCr cai (Taconic), 5 tudn tudi tai thoi diém méi
dén dugc lam quen trong 5-7 ngay trudce khi ciy. Cac con vat dugc nhét 3-5 chudt trén
mbi 10ng théng gid véi cac vién thire an tiét tring va chai nudc c6 sdn ma khéng chuén
bi trude. Cac con vat dugc gén thé tai va dugc can trude khi bét ddu nghién ctru.

[00332] Nudi chy té bao: Céc té bao NCI-N87 dugc bao quan lanh dugc rd déng va

nudi trong moi trudng chira cac chat bod sung can thiét. Cac t€ bao duge nudi cdy phu

trong mdi trudng hoan chinh trong 2 con duong trudce khi duge sit dung dé cly in vivo.

[00333] Céy ghép khbi u, quy trinh ghi danh, va viéc didu tri: Huyén phu té bao trong

PBS duoc tron véi Matrigel d4 lanh & ty 16 1:1 (thé tich:thé tich) dén ndng do cudi cing
1a 1,0x108 té bao/mL. 100 pL/chudt cua hdn hop duge tiém dudi da. Chudt duge giam
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sat strc khoe 1am sang bang cac phép do khéi lwong co thé va khéi u bang thudce cip k¥

thuat s6, 3 1an mbi tudn, bét d4u vao ngay thir 3 sau khi ciy ghép.

[00334] Viéc do va viéc diéu tri khdi u: Thé tich khéi u (TV) (mm?) dugc tinh todn st

dung cong thitc: W (mm) x L (mm) x D (mm) x n/6. Khi cac khéi u dat trung binh
khoang 100 mm?®, cc con vat dugc chon ngau nhién thanh 5 con mdi nhém. Viée diéu
tri duoc dua vao tinh mach véi thé tich 200 pL cua vat phém thir nghiém. Vao cudi

nghién ctru, khoi lugng co thé cudi cuing dugc do va duge ghi lai.

[00335] Phaén tich thdng ké: Céc théng ké mo ta dugc thuc hién trén dit liu cua thé

tich khéi u va khoi lugng co thé. Céc thé tich khoi u ciia dong vat tir mdi nhém diéu tri
duoc so sanh voi nhém ddi ching bang cach sir dung ANOVA hai chi€u do 1dp lai sau
d6 1a bai kiém tra sau Bonferroni. Ngoai ra, viéc so sanh sy phat tricn khoi u ctia dong

vét trong mdi nhom duge thuc hién véi cling phan tich théng ké.
9.1.2 Dwoc dong lwe hoc (PK)

[00336] Phan tich PK dugc thyc hién st dung ca thir nghiém ADC nguyén ven va thir
nghiém tdng sb khang thé. Téng sb khang thé dung dé chi tbng sb cua tat ca cac loai,
bao gdm ca loai lién hgp va khong lién hop (nghia 13, DARO + DARL + DAR2 +... +
DARn), trong khi ADC nguyén ven dung dé chi tat ca cac loai lién hop (nghia 13, DAR1
+DAR2 +... + DARn). Thtt nghiém téng khang thé str dung mesothelin dwoc biotin hoa
dé bit va Fc khang ngudi duge danh dAu AlexaFluor647 dé phat hién. Thir nghiém ADC
nguyén ven stt dung 5E4 khang eribulin dugc biotin hoa dé bat va Fc khang ngudi duoc
danh d4u AlexaFluor647 dé phat hién. Phan tich mau duoc thuc hién trén may phén tich
Gyros. Phan tich dit liéu dugc thyc hién trong WatsonLIMS 7.4.1 va dugc vé trong
Microsoft Excel. Eribulin dugc dinh lugng sit dung LC-MS tir cac mau huyét tuong,
khéi u va tiy xuong.

9.1.3 LC-MS

[00337] 20-50 pL huyét ttong MORAb-109 (DAR2) tir nhitng con chudt riéng 1é hodc
50 pL huyét twong duge gdp bang nhau tir nhitng con chudt dd ding MORAD-109
(DARG) dugc sir dung dé phan tich. Dynabeads M-280 streptavidin (100 pL) duoc @ v6i
3 g cta thé lién hop biotin IgG-Fc PK & nguoi chon loc bét trong 1 gior & nhiét do trong
phong, sau d6 dugc ria véi dém HBS-EP. Cac mAu huyét twong dugc pha loang trong

dém HBS-EP sau d6 duoc trdn véi cac hat dugce tao phirc/dugce rira dé bat cac phirc
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MORADb-109, duge 0 trong 1 gid & nhiét 4o trong phong, sau d6 dugc rira hai 1an trong
dém HBS-EP. Céc hat dugc rira chira phirc dugc khir glycosyl hoa véi Rapid PNGaseF
(1 uL) trong dém PNGaza trong 1 gi¢ ¢ 37°C, sau do dugc rira mot lan trong dém HBS-
EP. Viéc rira giai MORADb-109 duogc bat/dugc glycosyl hoa dugc thuc hién véi 10%
axetonitril w/0,1% axit formic (30 pL). Cac mau duge phén tich nguyén ven hodc giam

khdi lugng bing phan tich Synapt G2/UPLC 16p M.

9.2  Cac két qua

[00338] Hiéu qua khang khéi u va sy thay ddi khéi luong co thé trong md hinh manh
ghép khéac loai NCI-N87 ung thu da day ¢ ngudi duge diéu tri bang liéu duy nhit
MORADb-109 (DAR2 hoic DAR6) ¢ 10 mg/kg duoc thé hién trén Hinh 23A va Hinh
23B, mdt cach tuwong Ung.

[00339] Phén tich PK cia MORAD-109 (DAR2), MORAb-109 (DARSG), va khang thé
khong dugc lién hgp duoc thé hién trén Bang 27. Téng khang thé cho khong lién hop
va MORAb-109 (DAR2) 14 tuong ty, trong khi MORADb-109 (DARS6) 1a thip hon, cho
thiy ring MORADb-109 (DAR2) dn dinh trong tun hoan.

[00340] Viéc phan tich DAR cia cac ADC tir cac mAu huyét twong chi ra rang ty 1&
giai phong phu tai 1a cao hon d6i véi cac loai DARG va gop phan vao cac mic huyét

twong cao hon cua eribulin (cac Bang 28 va 29).

Bang 27. Bién dang PK ciia MORADb-109 (DAR2 va DAR6) & chudt mang khéi u

139/248

NCI-N87

DAR2

Céc Don vi ADC |Téng |ERI  huyét | ERIkhdiu |ERI tay
thong Ab tuong xuong

sb

CLwt |mL/gidvkg [0,71 |N/A |N/A N/A N/A

Vass | mL/kg 121 |[N/A |N/A N/A N/A
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AUCo- | mgxgio/mL | 14,2 20,9 |44,0 17,8 9,9
inf (ngxgio/mL) | (ugxgio/mL) | (ngxgid/mL)
Tmax gio N/A (0,17 0,17 24 1
Chmax pg/mL N/A | 137 0,65 64 (ng/g) 121 (ng/g)
(ng/mL)
Tin gio 134 191 59 162 151
DARG6
CLtot mL/giov/kg | 0,73 |N/A | N/A N/A N/A
Vass mL/kg 100 |N/A [N/A N/A N/A
AUCo- | mgxgio/mL | 13,7 | 14,4 121 16,0 6,7
inf (ngxgido/mL) | (ngxgio/mL) | (ugxgid/mL)
Tmax gio N/A (0,17 |1 24 3
Crax ug/mL N/A | 148 2,6 (ng/mL) |96 (ng/g) 94 (ng/g)
Tin gio 103 129 33 98 76
Ab tran
CLtot mL/gio/kg 0,54
Vass mL/kg 126
AUCo- | mgxgid/mL 18,5
inf
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Crax }lg/ mL 183

Tin gio 164

Bang 28. DAR ciia MORADb-109 (DAR?2) trong huyét twong

Gio 1 2 3 DAR trung
binh

0.167 1,92 1,93 1,94 1,93

8 1,88 1,86 1,92 1,89

24 1,83 1,86 1,90 1,86

48 1,87 1,82 1,83 1,84

96 1,83 1,65 1,78 1,75

168 1,69 1,75 1,63 1,69

336 1,38 1,54 1,64 1,52

504 1,08 1,18 1,63 1,30

Bang 29. DAR ciia MORAD-109 (DARG6) trong huyét twong

Thoi gian (gio) Chudi L Chudi H DAR trung binh
0.167 1,52 1,23 5,52
8 1,46 1,13 5,18
24 1,26 0,81 4,15
48 1,25 0,71 3,91
96 1,27 0,44 3,42
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168 0,93 0,38 2,61
336 0,86 0,35 2,41
504 N.D. N.D. N.A.

Vi du 10 So sanh 345A12 HC15 LC4 véi ai lwe gin anetumab
10.1 Cac phwong phap

[00341]  Céc khang thé: 345A12 HC15 LC4 (khang thé khing mesothelin trong
MORADb-109) va anetumab. Céc trinh tu cho anetumab, khang thé khang mesothelin &

nguoi, duge néu trong Bang 30.

[00342] Ai luc gén: Cac phép do gin dugc thuc hién trong bd dém HBS-P + trén thiét
bi BIAcore T-100. Cac khang thé dugc pha lodng t6i 1 pg/mL trong HBS-P +. Céc mau
dugc ly tAim & 14000 x g trong 5 phut ¢ nhiét do trong phong va sau d6 dich ndi dugc
chuyén sang bng BIAcore 1,5 mL méi va dugc day nép. Mesothelin (50 pg) duoc pha
lodng thanh 100 nM trong bo dém 1xHBS-P +, sau d6 pha loang nbi tiép 5 1an & 100,
20, 4,0,8va 0,16 nM trong cac 6ng BIAcore va dugc day nap. Chip bét khang thé khang
nguoi dugce chudn bi theo quy trinh ciia nha san xudt sit dung chip CM5 v6i trinh hudng
din ¢b dinh. Cac mic khang thé bét cudi cing 12 8000-9000RU, trong HBS-P +. Chip
duoc chudn bi cho thtr nghiém v6i ndm chu ky tiém dém 300 gidy sau do 1a tai sinh 30

gidly, tht ca ddu & tbe do 30 pL/phit trén tit ca bon té bao dong.

[00343] Céc khang thé dugc bét trén cac té bao dong 2-4 bang cach tiém lién tiép céac
dung dich phdi tir riéng 1& trong 90 gidy ¢ 10 pL/phut. Viéc tiém phan tich dugc thuc
hién theo phuong thirc dong hoc mot vong bang cach tiém lién tiép cac dung dich chét
phén tich tu ndng do thip dén ndng do cao trong 240 gidy mdi 1an véi tde d6 30 pL/phut.
Su phét hién 12 2-1, 3-1, 4-1. Tham chiéu kép dugc thue hién béi chudi cac lan tiém bt
phéi tir gibng hét nhau, sau d6 1a 5 14n tiém chi dém trong 240 gidy mdi lan, phan ly
trong 1800 gidy va tai sinh nhu trén. Tht ca cac phdi tir duge phan tich dé gin véi
mesothelin trong ban sao. Phén tich dong hoc duoc thuc hién st dung phén mém
BIAEvaluations st dung mo hinh khép Langmuir 1:1. Cac hang s ty 18 bat, ty 1 gidm

va 4i luc dugc tinh trung binh tir cac lan chay ban sao.

10.2 Ciackét qua
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[00344] 345A12 HC15 LC4 thé hién 4i lyc cao hon 40 14n so v6i anetumab (Bang 31).
345A12HC15 LC4 gitt lai ai luc gén v6i mesothelin & khi 16ng xam, trong khi anetumab
khong gin véi mesothelin & khi 16ng xam. Khong khéang thé nao gin v6i mesothelin &

chuot.

Bang 30. Céc trinh ty anetumab

ChubilgG | NA/AA SEQ ID | Trinh tw

Chudi ning | Amino axit | 51 QVELVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYS
FTSYWIGWVRQAPGKGLEWMGIIDPGD
SRTRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWS
SLKASDTAMYYCARGQLYGGTYMDGW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK

SLSLSPGK
Axit 52 CAGGTTGAACTGGTTCAGTCTGGCGCC
nucleic GAAGTGAAGAAGCCTGGCGAGAGCCT

GAAGATCAGCTGCAAAGGCAGCGGCT
ACAGCTTCACCAGCTATTGGATCGGCT
GGGTTCGACAGGCCCCTGGCAAAGGA
CTGGAATGGATGGGAATCATCGACCC

CGGCGACAGCAGAACCAGATACAGCC

143



48490 144/248

ChubilgG | NA/AA SEQ ID | Trinh tw

CTAGCTTTCAGGGCCAAGTGACCATCA
GCGCCGACAAGAGCATCAGCACAGCC
TACCTGCAGTGGTCTAGCCTGAAAGCC
AGCGACACCGCCATGTACTATTGTGCC
AGAGGCCAGCTGTACGGCGGCACCTA
TATGGATGGATGGGGCCAGGGCACAC
TGGTCACAGTGTCTAGCGCCTCTACAA
AGGGCCCTAGCGTTTTCCCACTGGCTC
CTAGCAGCAAGAGCACATCTGGTGGA
ACAGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAG
GATTACTTTCCTGAGCCTGTGACCGTG
TCCTGGAATAGCGGAGCACTGACAAG
CGGCGTGCACACATTTCCAGCTGTGCT
GCAGAGCAGCGGCCTGTACTCTCTGTC
TAGCGTCGTGACAGTGCCTAGCAGCTC
TCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAA
CGTGAACCACAAGCCTAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAG
AGCTGCGACAAGACCCACACCTGTCCT
CCATGTCCTGCTCCAGAACTGCTCGGC
GGACCCTCCGTTTTCCTGTTTCCACCT
AAGCCTAAGGACACCCTGATGATCAG
CAGGACCCCTGAAGTGACCTGTGTGGT
GGTGGATGTGTCCCACGAGGACCCAG
AAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGAC
GGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGAC
CAAGCCTAGAGAGGAACAGTACAACA
GCACCTACAGAGTGGTGTCCGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAAC
GGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTC
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ChubilgG | NA/AA SEQ ID | Trinh tu

CAACAAGGCCCTGCCTGCTCCTATCGA
GAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCC
AGCCAAGAGAACCCCAGGTTTACACA
CTGCCTCCAAGCAGGGACGAGCTGAC
CAAGAATCAGGTGTCCCTGACCTGCCT
CGTGAAGGGCTTCTACCCTTCCGATAT
CGCCGTGGAATGGGAGAGCAATGGCC
AGCCTGAGAACAACTACAAGACAACC
CCTCCTGTGCTGGACAGCGACGGCTCA
TTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACAGTG
GACAAGTCCAGATGGCAGCAGGGCAA
CGTGTTCAGCTGTTCTGTGATGCACGA
GGCCCTGCACAACCACTACACCCAGA
AAAGCCTGTCTCTGAGCCCCGGCAAA

Chudinhe | Amino axit | 53 DIALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDIG
GYNSVSWYQQHPGKAPKLMIYGVNNR
PSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDE
ADYYCSSYDIESATPVFGGGTKLTVLGQ
PKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLIS
DFYPGAVTVAWKGDSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYS

CQVTHEGSTVEKTVAPTECS
Axit 54 GATATTGCTCTGACACAGCCTGCCAGC
nucleic GTGTCCGGATCTCCTGGCCAGAGCATC

ACAATCAGCTGTACCGGCACAAGCAG
CGACATCGGCGGCTACAATAGCGTGT
CCTGGTATCAGCAGCACCCCGGAAAG
GCCCCTAAGCTGATGATCTACGGCGTG
AACAACAGACCCAGCGGCGTGTCCAA
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ChubiIgG | NA/AA SEQ ID | Trinh tw

TAGATTCAGCGGCAGCAAGAGCGGCA
ATACCGCCTCTCTGACAATTAGCGGAC
TGCAGGCCGAGGACGAGGCCGATTAC
TACTGCAGCAGCTACGACATCGAGAG
CGCCACACCTGTGTTTGGCGGCGGAAC
AAAACTGACAGTGCTGGGCCAACCTA
AGGCCGCTCCTAGCGTTACACTGTTCC
CACCTAGCAGCGAGGAACTGCAGGCT
AACAAGGCCACACTCGTGTGCCTGATC
AGCGATTTTTACCCTGGCGCCGTGACA
GTGGCCTGGAAAGGCGATAGTTCTCCT
GTGAAGGCCGGCGTGGAAACCACCAC
ACCTAGCAAGCAGAGCAACAACAAAT
ACGCCGCCAGCTCCTACCTGAGCCTGA
CACCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGA
TCCTACAGCTGCCAAGTGACCCACGA
GGGCAGCACCGTGGAAAAAACAGTGG
CCCCTACCGAGTGCAGC

Bang 31. Viéc gin ciia 345A12 HC15 LC4 va anetumab véi mesothelin & ngwoi, khi

16ng xam, va chuot
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ka(Msec) Ka(sec™) Kp(M)
Nguoi 345A12 HCI5 | 1,46 = 0,05 x|2,85 + 0,14 x|1,95+0,16x 10"
LC4 106 10
anetumab 1,68 + 0,64 x|1,12 + 1,00 x |7,26+2,29x 107
10° 103
Khi long | 345A12 HC15| 1,05 = 1,15 x|7,51 + 5,76 x|8,86+5,16x 108
Xam LC4 10* 10
anetumab khong gan khong gén khong gin
Chudt 345A12 HCI15 | khong gin khong gan khong gin
LCA4
anetumab khong gn khong gén khong gin

Vi du 11 Viéce so sing MORAb-109 voi BAY 94-9343 - hiéu lwc in vitro
11.1 Cac phwong phap

[00345] Céic ADC: MORAD-109 (DAR2 va DARG) va anetumab ravtansin (BAY 94-
9343) dugc danh gid. Anetumab ravtansin, con dugc goi 1a BAY 94-9343, la mot ADC
bao gdm anetumab dugc lién hop véi chét (rc ché maytansinoid tubulin DM4 théng qua
cau nbi chira disulfit (cdu nbi SPDB c6 thé khir [N-sucxinimidyl 4- (2-pyridyldithio)
butanoat]). BAY 94-9343 dugc tao ra nhu dugc md ta trong Vi du 15.

[00346] Kha nidng gdy doc té bao: Té bao duge nudi cdy phu va duge gieo & 5000 té

bao/giéng trong mdi trudng sinh trudng hoan chinh trong cac dia nudi chy mo 96 giéng,
va duge 1 ¢ 37°C, CO2 5% qua dém (16 gio). Cac chét phan tmg thir nghiém dugc pha
loding 1an lugt theo ty 1€ 1:3 trong cac dia pha lodng giéng su 2 mL, bét dau ¢ 200 nM
(téng cong 10 1an pha lodng). Cac mau dugc pha lodng (100 pL) duge thém vao cic dia
té bao (nff)ng d6 bét dau ctia cac mau thit & 100 nM). Céc dia duge 0 & 37°C, CO2 5%
trong 5 ngay nita. Moi trudng sau d6 dugc loai bd, va cac dia dugc rira mot 1an véi 200
uL DPBS, nhudm bing 50 pL dung dich tim két tinh 0,2% & nhiét do trong phong trong

15 phat, va sau d6 dugc rua ky bang nudc méay. Cac dia dugc lam kho trong khong khi,
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va tim két tinh dugc hoa tan voi 200 pL dung dich SDS 1%. Cac dia duoc doc ¢ 570

nm. Dit lidu dugc phan tich cho viéc xac dinh ICso st dung GraphPad Prism 6.
11.2 Cac két qua

[00347] MORAb-109 (DAR2 va DARG) cho thiy kha nang gdy doc té bao dac hiéu
trén cac dong té bao duong tinh MSLN (Bang 32). Nguoc lai, BAY 94-9343 chung
minh khé nang tiéu diét trén ca cac dong té bao dwong tinh MSLN va 4m tinh MSLN.

Bang 32. Viéc so sanh hoat tinh in vitro trén cac dong té bao MSLN* va MSLN-

Hiéu luc dua trén té bao in vitro, IC50, nM
OVCAR3- | NCI- NCI- BxPC3 | A431 SKOV
Al H1568 | H292 3
/MSL
N
MORAbL109 DA | 0,01 2,17 >300 88,24 109,30 213,80
R2
MORADb109 DA | 0,02 1,09 4,80 2,66 20,12 21,77
R6
Eribulin 0,02 0,14 0,11 0,13 0,18 0,14
BAY 94-9343 0,41 0,15 3,07 2,53 5,31 0,81
DM4 0,10 0,57 0,24 0,57 0,71 0,28
anetumab >100 >100 >300 >300 >300 >300
% Tiéu diét tbi da
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MORAD109 DA | 98,39 73,49 | 58,22 90,62 84,97 58,41
R2

MORADb109 DA | 98,47 77,89 | 75,34 94,63 90,76 72,79
R6

Eribulin 99,31 74,39 | 85,37 97,28 93,04 72,82
BAY 94-9343 100,00 75,10 | 84,15 97,33 96,82 74,99
DM4 100,00 77,49 |92,40 97,98 92,52 81,89
anetumab 19,80 5,50 15,15 25,73 18,58 31,55
Sy bidu  hién | 220,0 4474,0 | 108,6 15,59 5,6 20
MSLN (MFT) 0

Vi du 12 Viéc so sainh MORADb-109 v6i BAY 94-9343 - Tinh dac hi¢u
12.1 Cac phwong phap

[00348] Kha ndng giy doc té bao: Té bao dugc nudi cdy phu va dugce gieo & 5000 té

bao/giéng trong mdi trudng sinh trudng hoan chinh trong cac dia nudi ciy mo 96 giéng,
va dugce 1 ¢ 37°C, CO, 5% qua dém (16 gio). Cac chét phan tng thir nghiém dugc pha
lodng 14n lugt theo ty 1& 1:3 trong céac dia pha lodng giéng sau 2 mL, bét dau ¢ 200 nM
(tdng cong 10 1an pha lodng). Cac miu dugc pha loang (100 pL) duge thém vao cac dia
té bao (ndng dd bt diu cua cac miu thir & 100 nM). Céc dia duge i & 37°C, CO2 5%
trong 5 ngay nita. Moi trudng sau do dugc loai bo, va cac dia dugce rira mot 14n véi 200
uL DPBS, nhu¢m bang 50 puL dung dich tim két tinh 0,2% & nhiét do trong phong trong
15 phut, va sau d6 dugc rira k§ bang nuéc may. Cac dia duoc lam kho trong khong khi,
va tim két tinh dugc hoa tan véi 200 pL dung dich SDS 1%. Cac dia duoc doc & 570

nm. Dt liéu duge phan tich cho viéc xac dinh ICso st dung GraphPad Prism 6.
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12.2 Cac két qua

[00349] Cac thir nghiém kha ndng gy doc té bao voi khang thé khong lién hop ching
minh kh ning tiéu diét dic hidu cia cac té bao biu hién mesothelin boi MORAb-109
(DAR2) (Hinh 25A), nhung khong phai BAY 94-9343 (Hinh 25B). Khong bi rang budc
boi Iy thuyét, su thiéu canh tranh boi khang thé khong lién hop dugc quan sat d6i voi
BAY 94-9343 cho théy su giai phong phu tai, co thé dAn dén viéc tiéu diét ngay ca khi
viéc gn khang thé bi chin béi déi thi canh tranh khong lién hop. Sy gidi phong phu tai
nay 1a théng nhit véi cac mirc twong di cao ciia kha ning gy doc té bao dugc quan sat
thiy dbi véi BAY 94-9343 trén cac dong té bao am tinh mesothelin (Bang 32). Viéc giai
phong phu tai cling dugc quan sat truc tiép trong Hinh 27 (so sanh do 6n dinh huyét

tuong).
Vi du 13 Viéc so sinh MORAD-109 véi BAY 94-9343 - Hoat tinh ADCC
13.1 Cac phwong phap

[00350] Cac té bao CHO biéu hién MSLN dugc rd dong va duge gieo 1000 té
bao/giéng (25 pL) trong cic dia nudi cdy mo 96 giéng trong RPMI-4% Ultralow IgG
FBS hoan chinh. Cc chit phan tmg thit nghiém (khang thé 345A12, MORADb-109
(DAR2) va BAY 94-9343) duoc pha loang ndi tiép 1:2,5 bt dau tir 20 pg/mL trong
RPMI-4% IgG FBS cuc thap hoan chinh, sau d6 dugc chuyén (25 pL) sang dia té bao
va dugc 1 ¢ 37 C, CO2 5% trong 60 phut. 6000 té bao Jurkat-Effector (Promega) duoc
3 dong va dugc thém (25 pL) vao dia té bao, va dia duoc 1 & 37°C, CO; 5% trong 18-
22 gio.

[00351] Chét phan ting tht nghiém luciferaza dugc rd dong trong bong t6i. 75 pL chét
phan g thir nghiém luciferaza dugc thém vao mdi giéng, cic dia dugc lic trong 30

gidy trén may lc dia. Cac dia duogc doc trén méay do sang sau khi 0 5 phut.
13.2 Cackét qua

[00352] MORAD-109 (DAR2) va 345A12 HC15 LC4 c6 hoat tinh ADCC tuong tu
(Hinh 26A va Bang 33), trong khi BAY 94-9343 ¢6 hoat tinh ADCC yéu hon so véi
anetumab (Hinh 26B va Bang 34).

Bang 33. Hoat tinh ADCC - MORAD-109 va 345A12 HC15 LC4
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345A12 MORAD-109

100% 96,9%

Bang 34. Hoat tinh ADCC - BAY 94-9343 va anetumab

anetumab BAY 94-9343

100% 65,06%

Vi du 14 Do 6n dinh cia MORAD-109 va BAY 94-9343 trong nén
14.1 Cac phwong phap

[00353] Céc ADC khang MSLN duoc chuin bi ¢ 0,1 mg/mL trong huyét twong &
nguoi hodc chudt, cac mau dugc U & 37°C trong 0, 24, 48, 72, 96 va 240 gio, sau do
dugc chuyén dén -80°C dé bao quan khi cac mdc thoi gian duoc dat. T4t ca cac mau
duoc rd dong dén nhiét dd moi trudng xung quanh va dugc pha lodng 1:100 dé thir
nghiém. Thir nghiém d6 én dinh nhay DAR dugc phét trién dudi dinh dang kep timg
bude trén Gyrolab. Thit nghiém st dung mesothelin dugc biotin hoa dé bt sau khi chin
va gin mau, va Alexa Fluor 647 khang eribulin SE4 Fab hodc Alexa Fluor 647 khang
DM4 (Levena Biopharma) dé phat hién. Puong cong tiéu chudn va cac dbi chung chat
luong duge thuc hién voi MORADb-109 va BAY 94-9343.

14.2 Cackét qua

[00354] MORAD-109 (DAR2) la 4n dinh hon BAY 94-9343 & ca huyét twong nguoi
va chudt (Hinh 27).

Vi du 15 Hiéu qua khang khéi u cia MORAD-109 va BAY 94-9343 trong mo hinh
manh ghép khac loai ung thw da day (NCI-N87) & nguoi

15.1 Cac phuwong phap

15.1.1 Viéc tao ra BAY 94-9343

[00355] BAY 94-9343 1a ADC bao gbdm anetumab dugc lién hop véi chit @c ché
maytansinoid tubulin DM4 théng qua cAu ndi chira disulfit (cAu ndi SPDB c6 thé khir
[N-sucxinimidyl 4- (2-pyridyldithio) butanoat]). Céc trinh ty tir anetumab dugc 14y tir
co s& dit liéu Beacon (Hanson-Wade). Céc trinh ty khang thé (Bang 30) dugc tao ra tir
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cac oligonucleotit chéng 1én nhau, duoc khuéch dai PCR, duoc nhin ban thanh céc
plasmit biéu hién va duoc xac nhan trinh ty. Cac ving 4n dinh duoc tao ra trong cac té
bao 293F va céc té bao dugc phat trién cho dén khi kha ning sdng sét <30%. Anetumab
duoc tinh sach tir moi truong dugc tao diéu kién st dung phép sic ky 4i luc protein A.
BAY 94-9343 dugc tao ra bang cach lién hgp phan tng lysin véi SPDB-DM4 (Levena
BioPharma) dé dat dugc DAR 14 3,7. Phu tai khong lién hop dugc loai bo béng phuong
phap sic ky khur mubi.

15.1.2 Hiéu qu4 in vivo

[00356] Dong vat: Chudt trui 16ng NCr cai (Taconic), 5 tudn tudi tai thoi diém méi
dén duoc 1am quen trong 5-7 ngay trudc khi cdy. Cac con vat duge nhét 3-5 chuot trén
mdi 10ng thong gié voi cac vién thire an tiét tring va chai nude co sin ma khong chuén
bi trude. Cac con vat dugc gén thé tai va duoc can trude khi bt ddu nghién ctru.

[00357] Nudi cAy té bao: Céc té bao NCI-N87 duoc bao quéan lanh duoc rd dong va

nudi trong mdi trudng chira céc chat bo sung can thiét. Céc te bao dugc nudi cdy phu

trong moi trudng hoan chinh trong 2 con duong trude khi dugce s dung dé céy in vivo.

[00358] Céy ghép khéi u, quy trinh ghi danh, va viéc diéu tri: Huyén phu té bao trong
PBS duoc tron véi Matrigel da lanh & ty 1€ 1:1 (thé tich:thé tich) dén ndng do cudi cing
14 1,0x108 t& bao/mL. 100 pL/chudt cia hdn hop dugce tiém dudi da. Chudt duge gidam
sat stc khoe 1am sang bang céc phép do khdi luong co thé va khdi u bang thudc cip k§

thuat sd, 3 1An mdi tudn, bat dau vao ngay thir 3 sau khi ciy ghép.

[00359] Viéc do va viéc didu tri khéi u: Thé tich khéi u (TV) (mm?) dugc tinh toan st
dung cong thitc: W (mm) x L (mm) x D (mm) x /6. Khi cac khéi u dat trung binh

khoang 100 mm?, cac con vét dugc chon ngiu nhién thanh 5 con mdi nhom. Viée didu
tri dugc dua vao tinh mach véi thé tich 200 uL cua vat phém thir nghiém. Vao cudi

nghién ctru, khoi lugng co thé cudi cung dugc do va dugce ghi lai.

[00360] Phan tich théng ké: Céc théng ké md ta dugc thuc hién trén dit ligu cta thé

tich khéi u va khéi lugng co thé. Cac thé tich khéi u cia dong vat tir mdi nhém diéu tri
dwoc so sanh v6i nhém dbi ching biang cach st dung ANOVA hai chiéu do lap lai sau
d6 1a bai kiém tra sau Bonferroni. Ngoai ra, viéc so sanh su phat trién khéi u ctia dong

vat trong mdi nhém dugce thuc hién véi cing phan tich thdng ke.
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15.2 Cac két qua

[00361] MORADb-109 (DAR2) va BAY 94-9343 déu ching minh hiéu qua tuong tu &
chuot mang khéi u NCI-N87 (Hinh 28A). Khong c6 viéc giam khdi lugng co thé nao
dugc quan sat thiy & nhém nao (Hinh 28B).

Vi du 16 Hiéu qua khang khéi u cia MORAD-109 va BAY 94-9343 trong mo hinh
manh ghép khac loai u trung biéu mé (HAY) & nguoi

16.1 Cac phwong phap

[00362] Dong vét: Chudt NOD.CB17-SCID cai (Jackson Laboratory), 5 tuén tudi tai
thoi diém méi dén duoc 1am quen trong 5-7 ngdy trude khi cdy. Cac con vat duge nhdt
3-5 chudt trén mdi 10ng thong gi6 véi cac vién thirc an tiét tring va chai nude ¢6 san ma
khong chuén bi truéc. Céc con vét dugc gén thé tai va duge can trude khi bét dAu nghién
cuu.

[00363] Nudi chy té bao: Céc té bao HAY duogc bao quan lanh dugc rd dong va nuoi

trong mdi trudng chira cac chat bo sung can thiét. Céc t& bao dugc nubi cay phu trong

moi trudong hoan chinh trong 2 con dudng trude khi dugc st dung dé cdy in vivo.

[00364] Chy ghép khéi u. quy trinh ghi danh, va viéc diéu tri: Huyén phu té bao trong

PBS duogc tron véi Matrigel da lanh & ty 1€ 1:1 (thé tich:thé tich) dén ndng do cudi cing
1a 5,0x107 t& bao/mL. 100 uL/chudt cua hdn hop duge tiém dudi da. Chudt duge gidm
sat stc khoe 1am sang bang cac phép do khdi lugng co thé va khéi u bang thuéce cip k¥

thuat s6, 3 1An mdi tuln, bit ddu vao ngay tht 3 sau khi ciy ghép.

[00365] Viéc do va viée diéu tri khdi u: Thé tich khdi u (TV) (mm?) dugc tinh toan st
dung cdng thitc: W (mm) x L (mm) x D (mm) x 7/6. Khi cac khéi u dat trung binh

khoang 100 mm?, céc con vét dugc chon ngiu nhién thanh 5 con mdi nhém. Viée didu
tri duoc dua vao tinh mach véi thé tich 200 ulL cua vat phém thr nghiém. Vao cudi

nghién ctru, khoi lugng co thé cudi cung duge do va duge ghi lai.

[00366] Phan tich théng ké: Cac théng ké mé ta dugc thue hién trén dit liéu clia thé

tich khoi u va khoi lugng co thé. Céc thé tich khoi u clia dong vat tir mdi nhém diéu tri
dugc so sanh véi nhom do6i ching bang cach st dung ANOVA hai chiéu do lap lai sau
d6 12 bai kiém tra sau Bonferroni. Ngoai ra, viéc so sanh sy phat trién khéi u ciia dong

véat trong mdi nhom dugce thuc hién véi cing phén tich théng ké.
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16.2 Cac két qua

[00367] MORADb-109 (DAR2) va BAY 94-9343 déu ching minh hiéu qua tuong tu &
chudt mang khdi u HAY (Hinh 29A). Khong c6 viéc giam khdi luong co thé nao dugc
quan sat thiy & nhom nao (Hinh 29B).

Vi du 17 Hiéu qua khang khéi u cia MORAD-109 va BAY 94-9343 trong mé hinh
u trung biéu mé PDX & nguoi (Meso7212)

17.1 Cac phwong phap

[00368] Dong vat: Chudt cai NMRI nu/nu (Janvier Labs), tir 5 dén 6 tuln tudi tai thoi
diém méi dén, duoc thich nghi it nhit 4 ngay trudce khi cdy. Cac con vat dugc nhét 3-5
chuot trén mdi 16ng thong gié véi cac vién thic an tiét tring va chai nude co san ma
khong chuén bj trugc. Cac con vat duge danh d4u tai va dugc can trudc khi bat dau
nghién ctu

[00369] Chy ghép khéc loai: Vao ngay 0, cac khéi u Meso 7212 duoc loai bo khoi

nim con chudt hién ting trong diéu kién vo truing. Mo khéi u dugc cit thanh cic manh
2 x 2 mm va dugc dit trong dia Petri v6 trung dugc phi nudc mubi 0,9%. Song song
d6, cac dong vat thy dugc didu tri tiém dudi da giam dau bang Metacam® (2 mg/kg) va
sau d6 dugc gdy mé bang lidu tiém tinh mach duy nhét (0,15 mL/chudt) v6i Etomidat-
Lipuro® (12 mg/kg). Vét rach doc ndng trén da 5-8 mm & suon trai dugc thuc hién. Pau
ctia kéo phau thuat dugc dua vao vét rach truc tiép qua suon va dugc su dung dé tao
thanh tdi trong khoang dudi da. Mot méanh khdi u trén méi chudt dugc cdy vao tai sit
dung nhip phiu thuat. Cubi cing, vét md dugc dong lai bang kep kim loai va con vat

duogc ddt trong 16ng sach.

[00370] Quy trinh thi nghiém: Sau viéc ciy ghép khéc loai, viéc ghép va viéc lay lan

ctia khéi u & chudt dugc kiém soat it nhat hai 1dn mbi tun bang cach so nén. Khi s& thiy
khéi u, cac phép do duong kinh khéi u dugc thuc hién bing thudc cip k§ thuét s6
(Mitutoyo).

[00371] Trudce khi bt dau diéu tri, dong vat dugc phan chia ngiu nhién vao cac nhom
thi nghiém theo thé tich khéi u cta chung (ti€u chi bao g?)m vé thé tich khéi u, 0,1-0,3
cm?). Tir ngay diéu tri dau tién tré di, cac thé tich khéi u va cac khéi lugng co thé duge

ghi lai hai 1an mdi tuan. Sy an toan cua dong vat duoc kiém soét hai lan mdi ngay.
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[00372] Viéc didu tri: TAt ca céc tac nhan duogc dung qua dudng tinh mach dudi dang
lidu duy nhét vao ngay nglu nhién. Pong vét trong nhom d6i chung duge diéu tri bang

DPBS theo cach tuong tu.

[00373] Phén tich théng ké: Cac thong ké mo ta dugc thyc hién trén dit liéu cia thé

tich khdi u va khéi luong co thé. Céc thé tich khéi u cua dong vat tu mdi nhom diéu tri
duoc so sanh v6i nhom dbi chiing bang cach st dung ANOVA hai chiéu do lap lai sau
d6 1a bai kiém tra sau Bonferroni. Ngoai ra, viéc so sanh su phat trién khéi u cta dong
vat trong mdi nhom ciing duoc thue hién véi cung phan tich théng ké.

17.2 Céc két qua

[00374] MORAD-109 (DAR2) va BAY 94-9343 déu chimg minh sy thoai hoa cta
khdi u & chudt mang khbi u Meso7212 (Hinh 30A). Khong c6 viéc giam khéi luong co
thé nao duoc quan st thiy & nhém nao (Hinh 30B).

Vi du 18 Hiéu qua khang khéi u cia MORAb-109 va BAY 94-9343 trong mo hinh
NSCLC PDX & ngwoi (LXFA-586)

18.1 Cac phwong phap

[00375] Dong vat: Chudt cai NMRI nu/nu, 4 dén 6 tun tudi.

[00376]  Chy ghép khéc loai: LXFA-586 dugc thiét lap khdi u dang phat trién
(T2N1MO) tir bénh nhan 1a ngudi bi ung thu biéu md tuyén phdi khong phai té bao nho

nguyén phat.

[00377] Quy trinh thi nghiém: Cac dong vat dugc gidm sat cho dén khi viéc cdy ghép

khéi u dat tiéu chuén thé tich nghién ctru 12 50-250 mm? (vi du, 80—200 mm®) & sb luong
du cac dong vat. Cac con chudt dugc phan thanh cac nhém nhim vao céc thé tich khdi
u trung binh va trung vi ciia nhém cé thé so sanh duogc. Qu4 trinh phin cong cho céc
nhém (ghi danh, ngiu nhién phan tang) cling co thé duogc goi 1a ngiu nhién héa. Ngay

ngau nhién duoc chi dinh 12 ngay 0 cia thi nghiém.

[00378] Viéc didu tri: Hiéu qua duoc danh gid trong 4 nhém, m3i nhém tir 6 dén 7 con

chudt:

0 Trong nhom 1, phuong tién dugc dinh lidu ¢ 5 mL/kg, i.v., liéu duy nhét vao
ngay thtr 1.
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0 Trong nhém 2, BAY 94-9343 (DAR ~ 4) dugc dinh liéu & 25 mg/kg, i.v., lidu
duy nhét vao ngay 1.

O Trong nhom 3, MORAbD-109 (DAR2) dugc dinh lidu & 25 mg/kg, i.v., liéu duy

nhét vao ngay 1.

[0 Trong nhom 4, eribulin dugc dinh lidu & 3,2 mg/kg, i.v., lidu duy nhat vao ngay
1.

[00379] Cac khdi u duge do va con chudt dugce can hai 1an mot tudn trong subt thoi
gian thi nghiém. Ngay dAu tién dung lidu 12 ngay 1, mot ngdy sau khi phan nhém ngau

nhién (ngay 0).
18.2 Cac két qua

[00380] MORAb-109 (DAR2) ching minh hiéu qua khang khoi u manh m& (T/C tbi
thiéu, 1,8% vao ngay thir 41) & 25 mg/kg trong md hinh LXFA-586 NSCLC PDX (Hinh
31A) va Tq cuia n6 khong dat dugc trong sudt qua trinh nghién ctru. MORAD-109 dugc
cho & lidu duy nhét ciing dugc dung nap tdt ma khong bi giam khéi luong co thé béi

chudt mang khéi u LXFA-586. (Hinh 31B).

[00381] BAY 94-9343 (DAR ~ 4) chiung minh hi¢u qua khang khdi u manh mé& tuong
tu véi MORAD-109 & 25 mg/kg trong md hinh LXFA-586 NSCLC PDX (Hinh 31A) va
Tq ctia n6 khong dat duogc trong sudt qua trinh nghién ctru. Tuy nhién, lugng mol cta
phu tai DM4 trong BAY 94-9343 gin gip doi lugng phu tai eribulin trong MORAD-
109.

[00382] Eribulin duoc dung v6i liéu duy nhat 3,2 mg/kg (liéu ding MTD ctia chudt
hodc cao hon 32 14n so véi lugng mol cua eribulin trong MORAb-109 khi dugc dung &
10 mg/kg) bang dudng tinh mach dugc dung nap t6t boi chudt mang khéi u LXFA-586,
va cho thiy hiéu qua khéng khéi u (T/C tbi thiéu, 14,8% vao ngay 21). Tuy nhién,
eribulin gay giam khéi lugng co thé nhe va tam thoi sau khi ding (Hinh 31A va Hinh
31B).
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Vi du 19 Hiéu qua khang khéi u cia MORAD-109 va BAY 94-9343 trong mo hinh
NSCLC PDX & ngwoi (LXFL-529)

19.1 Cac phwong phap
[00383] Déng vat: Chudt cai NMRI nu/nu, 4 dén 6 tuin tudi.

[00384] Chy ghép khac loai: LXFL-529 dugc thiét 14p khoi u dang phat trién
(T3N1MO) tir bénh nhan 12 ngudi bj ung thu biéu md tuyén phdi khong phai té bao nhé

nguyén phat.

[00385] Quy trinh thi nghiém: Cac dong vat dugc giam sat cho dén khi viéc cdy ghép

khéi u dat tiéu chuin thé tich nghién ctru 12 50-250 mm? (vi dy, 80-200 mm?) & s6 luong
du cac dong vat. Cac con chudt dugce phan thanh cac nhom nhim vao céc thé tich khoi
u trung binh va trung vi ciia nhom cé thé so sanh dugc. Qua trinh phin cong cho cac
nhém (ghi danh, ngau nhién phan tng) cling c6 thé dugc goi la ngau nhién hoa. Ngay
ngau nhién dugc chi dinh 1a ngay 0 cla thi nghiém.
[00386] Viéc diéu tri: Hiéu qua duge danh gia trong 6 nhom, mdi nhém tir 6 dén 7 con
chudt:
0 Trong nhom 1, phuong tién dugc dinh lidu & 5 mL/kg, i.v., liéu duy nhét vao
ngay thu 1.
0 Trong nhém 2, BAY 94-9343 (DAR ~ 4) dugc dinh lidu & 12,5 mg/kg, i.v., liéu
duy nhit vao ngay 1.
0 Trong nhom 3, eribulin dugc dinh liéu ¢ 3,2 mg/kg, i.v., lidu duy nhét vao ngay
1.
0 Trong nhém 4, MORAD-109 (DAR2) dugc dinh lidu & 25 mg/kg, i.v., lidu duy
nhét vao ngay 1.
0 Trong nhém 5, MORAb-109 (DAR2) dugc dinh lidu & 12,5 mg/kg, i.v., lidu duy
nhét vao ngay 1.
0 Trong nhém 6, MORADb-109 (DAR2) dugc dinh lidu & 12,5 mg/kg, i.v., cac lidu

vao cac ngay 1, §, va 16.
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[00387] Cac khdi u dugce do va con chudt duge cén hai 1An mot tudn trong subt thoi
gian thi nghiém. Ngay dAu tién dung lidu 12 ngay 1, mdt ngdy sau khi phan nhém ngau

nhién (ngay 0).
19.2 Cackét qua

[00388] MORADb-109 (DAR2) chimng minh hi¢u qua khang khéi u manh mé& & 12,5 va
25 mg/kg trong md hinh LXFL-529 NSCLC PDX (Hinh 32A). MORAb-109 dugc cho
& 1idu duy nhét ciing dugc dung nap t6t ma khong bi giam khéi lugng co thé boi chudt
mang khéi u LXFL-529. (Hinh 32B).

[00389] Tuy nhién, BAY 94-9343 (DAR ~ 4) & muc 12,5 mg/kg (lwong mol tuong
dwong cua phu tai DM4 duéi dang lugng cua phu tai eribulin trong MORAb-109 6 25
mg/kg) khong chirng minh dugc hiéu qua khang khéi u (Hinh 32A).

[00390] Eribulin dugc dung véi lidu duy nhét 3,2 mg/kg (liéu dung MTD & chudt)
bang dudng tinh mach duge dung nap t6t boi chudt mang khdi u LXFL-529 va cho thy
hiéu qua chdng khéi u. Tuy nhién, eribulin gdy giam khéi lugng co thé nhe va tam thoi

sau khi dung (Hinh 32A va Hinh 32B).
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé hoic manh gin khang nguyén dugc phén lap, trong d6 khang thé
hoic manh gin khang nguyén c6 kha ning gin v&i mesothelin va bao gdm cé4c viing
xé4c dinh bb sung chudi ning bao gbm céc trinh ty axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 1
(HCDR1), SEQ ID NO: 2 (HCDR2), va SEQ ID NO: 3 (HCDR3); va cac ving xac
dinh bd sung chudi nhe bao gém céc trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 4 (LCDR1),
SEQ ID NO: 5 (LCDR2), va SEQ ID NO: 6 (LCDR3), nhu dugc xac dinh boi hé
thdng danh s6 Kabat; hodc cac ving xac dinh bd sung chudi ning bao gdm cAc trinh tu
axit amin c6 SEQ ID NO: 7 (HCDR1), SEQ ID NO: 8 (HCDR2), va SEQ ID NO: 9
(HCDR3); va cac vung xac dinh bd sung chudi nhe bao gdm céc trinh tu axit amin c6
SEQ ID NO: 10 (LCDR1), SEQ ID NO: 11 (LCDR2), va SEQ ID NO: 12 (LCDR3),
nhu dwoc x4c dinh béi hé théng danh s6 IMGT.

2. Khang thé hoic manh gin khang nguyén theo diém 1, trong d6 khéng thé hoic
manh gin khang nguyén bao gdm ving bién dbi chudi ning bao gbm trinh tu axit amin
¢ SEQ ID NO: 13, va vung bién d6i chudi nhe bao g@)m trinh tu axit amin c6 SEQ ID
NO: 14.

3. Khang thé hoic manh gdn khang nguyén theo diém 1, trong d6 khang thé hodc
manh gin khang nguyén bao gbém chudi ning bao gdm trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID

NO: 17, va chudi nhe bao gém trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 18.

4. Khéang thé hoic manh gin khang nguyén theo diém 1, trong d6 khang thé hogc

manh gin khang nguyén dugc lién hop véi tac nhén tri lidu.

5. Khang thé hoic manh gian khang nguyén theo diém 4, trong d6 tac nhan tri liéu

14 eribulin.

6. Duogc phdm bao gdm khang thé hodc manh gin khing nguyén theo diém 1, va

chit mang dugc dung.
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<141>2020-11-06

<150> 62/932,373

<151>2019-11-07

<160> 54

<170> PatentIn phién ban 3.5
<210>1

<211>5

<212>PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<221> ngui’m
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<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhan tao: Peptit tbng hop"

<400> 1
Ser Tyr Ala Met Ser

1 5

<210>2
<211>16
<212>PRT

<213> Trinh tuy Nhan tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu §="MBo ta trinh tw nhan tao: Peptit tong hop"

<400> 2

Val Ile Asp Ile Ser Gly Asn Arg Phe Tyr Ala Asp Trp Val Lys Gly

1 5 10 15
<210>3

<211>11

<212>PRT

<213> Trinh tu Nhan tao



48490

<220>
<221> nguén

<223> /luu ="M t4 trinh ty nhén tao: Peptit tong hop"

<400> 3
Val Asp Ser Arg Ala Trp Gly Pro Phe Asn Leu

1 5 10

<210>4
<211>11
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu §="M3 t trinh tu nhan tao: Peptit tong hop"

<400> 4
Gln Ala Ser Gln Ser Ile Phe Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210>5
<211>7

<212>PRT

196/248
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<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngué)n

<223> /luu §="MO ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop"

<400> 5
Asp Ala Ser Asp Leu Ala Ser

1 5

<210> 6
<211>12
<212>PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /lwu ="M t4 trinh ty nhén tao: Peptit téng hop"
<400> 6

Gln Gln Gly Tyr Thr Arg Ser Asp Val Asp Asn Ala

1 5 10

<210>7

197/248
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<211>38
<212>PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhan tao: Peptit tong hop"

<400> 7
Gly Ile Asp Leu Ser Ser Tyr Ala

1 5

<210>3
<211>7
<212>PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> nguf‘m

<223> /luu y="MB0 ta trinh ty nhan tao: Peptit tong hop"

<400> 8
Ile Asp Ile Ser Gly Asn Arg

1 5

198/248
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<210>9
<211>13
<212>PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu §="MS5 ta trinh ty nhén tao: Peptit téng hop"

<400> 9
Ala Arg Val Asp Ser Arg Ala Trp Gly Pro Phe Asn Leu

1 5 10

<210>10
<211>6
<212>PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="MO0 ta trinh ty nhén tao: Peptit tong hop"

<400> 10

Gln Ser Ile Phe Ser Tyr

199/248
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200/248

<210>11
<211>3
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M® ta trinh ty nhén tao: Peptit tbng hop"

<400> 11
Asp Ala Ser

1

<210>12
<211>12
<212>PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> nguf”)n

<223> /luu $="M ta trinh ty nhan tao: Peptit tbng hop"
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<400> 12
Gln Gln Gly Tyr Thr Arg Ser Asp Val Asp Asn Ala

1 5 10

<210>13
<211>119
<212>PRT

<213> Trinh tir Nhén tao

<220>
<221> nguén

<223> /lyu §="MB0 ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tong hop"

<400> 13
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Asp Leu Ser Ser Tyr

20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35 40 45

201/248
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Gly Val Ile Asp Ile Ser Gly Asn Arg Phe Tyr Ala Asp Trp Val Lys

50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

65 70 75 80

Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

85 90 95

Arg Val Asp Ser Arg Ala Trp Gly Pro Phe Asn Leu Trp Gly Gln Gly

100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 14
<211>110
<212>PRT

<213> Trinh ty Nhén tao
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<220>
<221> nguén

<223> /lau y="MS5 ta trinh ty nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 14
Asp Tyr Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Phe Ser Tyr

20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asp Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Cys

65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Tyr Thr Arg Ser Asp

10

203/248



48490

85 90 95

Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 15
<211>330
<212>PRT
<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu y="M t trinh ty nhén tao: Polypeptit tbng hop"

<400> 15
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

11
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35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser

50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr

65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys

100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro

115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys

130 135 140

12
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Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp

145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu

165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu

180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn

195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly

210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu

225 230 235 240

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr

13
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207/248

245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn

260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe

275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

305 310 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325 330

<210> 16
<211>107

<212>PRT

14
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208/248

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhén tao: Polypeptit tong hop”
<400> 16

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1 5 10 15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

20 25 30

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln

35 40 45

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser

50 55 60

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

65 70 75 80

15
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Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

85 90 95

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

100 105
<210>17
<211>449
<212>PRT
<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="MB0 ta trinh ty nhan tao: Polypeptit tong hop"
<400> 17

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Asp Leu Ser Ser Tyr

20 25 30

16
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Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35 40 45

Gly Val Ile Asp Ile Ser Gly Asn Arg Phe Tyr Ala Asp Trp Val Lys

50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

65 70 75 80

Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

85 90 95

Arg Val Asp Ser Arg Ala Trp Gly Pro Phe Asn Leu Trp Gly Gln Gly

100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe

115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu

17
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130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp

145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu

165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser

180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro

195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys

210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro

225 230 235 240

18

211/248



48490

212/248

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser

245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp

260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn

275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val

290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu

305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys

325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr

19
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340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr

355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu

370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu

385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys

405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

435 440 445

20
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Lys

<210>18
<211>217
<212>PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu y="MB t trinh tw nhan tao: Polypeptit téng hop"
<400> 18

Asp Tyr Gln Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Phe Ser Tyr

20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

35 40 45

21



48490

Tyr Asp Ala Ser Asp Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Cys

65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Tyr Thr Arg Ser Asp

85 90 95

Val Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr

100 105 110

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu

115 120 125

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro

130 135 140

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly

22
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145 150 155 160

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr

165 170 175

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His

180 185 190

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val

195 200 205

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215

<210> 19
<211>15
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>

<221> ngudn

23
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<223> /luu y="MB0 ta trinh ty nhén tao: Oligonucleotit téng hop"

<400> 19

tcctacgceca tgtee 15

<210>20
<211>48
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> nguén

<223> /lyu y="MB9 ta trinh ty nhan tao: Oligonucleotit téng hop"

<400> 20

gtgatcgaca tetccggeaa ccggttctac geegactggg tgaagggee 48

<210> 21
<211>33
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<221> ngudn

24
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<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhan tao: Oligonucleotit téng hop"

<400> 21

gtggactcta gagectgggg ceccttcaac ctg 33

<210>22
<211>33
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luyu §="MB0 ta trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tbng hop"

<400> 22

caggectecc agtccatett ctectacctg gee 33

<210>23
<211>21
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<221> nguc“m

25
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<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhén tao: Oligonucleotit tbng hop"

<400> 23

gacgcctetg atctggecte ¢ 21

<210>24
<211>36
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /lyu y="MO ta trinh ty nhén tao: Oligonucleotit téng hop"

<400> 24

cagcagggct acaccagatc cgacgtggac aacgee 36

<210>25
<211>24
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<221> nguén

26
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<223> /luu y="MB0 ta trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tbng hop"

<400> 25

ggaatcgacc tgtcetecta cgee 24

<210> 26
<211>21
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /lyu y="MB0 ta trinh ty nhén tao: Oligonucleotit tbng hop"

<400> 26

atcgacatct ccggeaaccg g 21

<210>27
<211>39
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<221> nguén

27
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<223> /luu ="M t4 trinh ty nhén tao: Oligonucleotit t6ng hop"

<400> 27

gccagagtgg actctagage ctggggeece ttcaacctg 39

<210> 28
<211>18
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /lyu ="M ta trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tbng hop"

<400> 28

cagtccatct tctcctac 18

<210>29
<211>9
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<221> nguén

28
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<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhan tao: Oligonucleotit tbng hop"

<400> 29

gacgcctet 9

<210> 30
<211>36
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M0 ta trinh tw nhén tao: Oligonucleotit téng hop"

<400> 30

cagcagggct acaccagatc cgacgtggac aacgee 36

<210>31
<211> 357
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>

<221> nguén

29
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<223> /luu §="M ta trinh ty nhén tao: Polynucleotit téng hop"

<400> 31

caggtgecage tggtggaate tggtggegga gtggtgcage ctggeagate cctgagactg 60

tcttgtgceg cetecggaat cgacctgtee tectacgeea tgtcctgggt gegacagget 120

cctggcaagg gectggaatg gateggegty atcgacatct ccggcaaccg gttctacgec 180

gactgggtga agggeeggtt caccatctee agagacaact ccaagaacac cctgtacctc 240

cagatgtcct ceetgeggge cgaggatace gcogtgtact actgegecag agtggactet 300

agagectggg geeccttcaa cotgtgggge cagggaacac tcgtgaccgt gtectet 357

<210>32

<211>330

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu §="MB0 ta trinh tw nhén tao: Polynucleotit tong hop"

<400> 32

30

223/248
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gattaccaga tgacccagtc cccctccage ctgtecgett ctgtgggega cagagtgace 60
atcacctgtc aggectecea gtccatctte tectacetgg cetggtatea geagaageee 120
ggcaaggccc ccaagetget gatctacgac gectctgate tggeeteegg cgtgeeetet 180
agattctccg getctggcete tggeacegac tttacectga ccatcagctc cctccagtge 240
gaggatgceg ccacctacta ctgecageag ggctacacca gatccgacgt ggacaacgee 300
titggcggag geaccaaggt ggaaatcaaa 330

<210> 33

<211>993

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<221> ngu(‘Sn

<223> /luu y="MB® ta trinh tw nhan tao: Polynucleotit tbng hop"

<400> 33

gcatccacca agggeccate ggtcttcece ctggcaccct cctccaagag cacctetggg 60

ggcacagegg ccctgggetg cctggtcaag gactacttcc ccgaaccggt gacggtgtcg 120

31
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tggaactcag gegeectgac cageggegtg cacacctice cggctgtect acagtectca 180
ggactctact ccctcageag cgtggtgacc gtgeecteea geagettggg cacccagace 240
tacatctgca acgtgaatca caagcccage aacaccaagg tggacaagaa agttgagccc 300
aaatcttgtg acaaaactca cacatgecca cegtgeecag cacctgaact cetgggggga 360
ccgtcagtct tectettcce cccaaaacce aaggacacee tcatgatcte ccggaccect 420
gaggtcacat gegtggtggt ggacgtgage cacgaagace ctgaggtcaa gttcaactgg 480
tacgtggacg gegtggaggt geataatgec aagacaaage cgegggagea gcagtacaac 540
agcacgtacc gtgtggtcag cgtectcacc gtcctgeacc aggactggcet gaatggcaag 600
gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagee cteccagece ceatcgagaa aaccatctcc 660
aaagccaaag ggcageeccg agaaccacag gtgtacacce tgeecccate ccgggatgag 720
ctgaccaaga accaggtcag cctgacctge ctggicaaag gettetatee cagegacate 780
gcegtggagt gggagageaa tgggeageeg gagaacaact acaagaccac geetceegtg 840

ctggactceg acggetectt cttcttatat tcaaagetea cegtggacaa gagcaggtgg 900

32
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cagcagggga acgtcttcte atgetcegtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacg 960
cagaagagcc tcteectgte tecegggaaa tga 993

<210> 34

<211>324

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu §="MS5 ta trinh tu nhan tao: Polynucleotit tbng hop"

<400> 34

cgaactgtgg ctgcaccatc tgtcttcatc ttcccgecat ctgatgagea gttgaaatct 60

ggaactgect ctgttgtgtg cctgetgaat aacttctatc ccagagaggc caaagtacag 120

tggaaggtgg ataacgecct ccaatcgggt aactcecagg agagtgieac agageaggac 180

agcaaggaca gcacctacag cctcageage accctgacge tgagcaaage agactacgag 240

aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcacc catcagggcc tgagctcgec cgtcacaaag 300

33

226/248
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agcttcaaca ggggagagtg ttga 324

<210> 35

<211> 1350

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<221> nguén

<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

<400> 35

caggtgcage tggtggaate tggtggegga gtggtgeage ctggeagate cctgagactg

tcttgtgeeg cetecggaat cgacctgtee tectacgeca tgteetgggt gcgacaggcet

cctggcaagg gectggaatg gatcggegtg atcgacatct ccggeaaceg gttctacgec

gactgggtga agggceceggtt caccatctce agagacaact ccaagaacac cctgtacctc

cagatgtcct cectgeggge cgaggatace gecgtgtact actgegeeag agtggactct

agagcctggg gecccttcaa cctgtgggge cagggaacac tcgtgaccgt gtectetgea

tccaccaagg geecateggt cttcccectg geaccectect ccaagageac ctetggggge

34

60

120

180

240

300

360

420
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acageggcecc tgggetgect ggtcaaggac tacttccecg aaccggtgac ggtgtegtgg 480
aactcaggcg ccctgaccag cggegtgeac accttecegg ctgtectaca gtectcagga 540
ctetacteec tcagecagegt ggtgacegtg cectccagea gettgggeac ccagacctac 600
atctgcaacg tgaatcacaa geccagceaac accaaggtgg acaagaaagt tgageccaaa 660
tcttgtgaca aaactcacac atgeccaccg tgeecageac ctgaactect ggggggacceg 720
tcagtcttcc tcttcccc;:c aaaacccaag gacaccctca tgatctcecg gaccectgag 780
gtcacatgeg tggtggtgga cgtgagecac gaagaccectg aggtcaagtt caactggtac 840
gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag acaaageege gggaggagea gtacaacage 900
acgtaccgtg tggtcagegt cctcaccgte ctgeaccagg actggetgaa tggeaaggag 960
tacaagtgca aggtctccaa caaagecctc ccageccceca tcgagaaaac catctccaaa 1020
gccaaaggge agecccgaga accacaggtg tacacectge ceccatcecg ggatgagetg 1080
accaagaacc aggtcagcct gacctgectg gtcaaaggcet tctatcceag cgacatcgcc 1140

gtggagtggg agageaatgg geageeggag aacaactaca agaccacgee tecegtgetg 1200

35
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gactccgacg getccttett cttatattca aagctcaceg tggacaagag caggtggeag 1260
caggggaacg tcttctcatg ctecgtgatg catgaggete tgeacaacca ctacacgeag 1320
aagagcctct cectgtetee cgggaaatga 1350

<210> 36

<211> 654

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhén tao: Polynucleotit tbng hop"

<400> 36

gattaccaga tgacccagtc cccctecage ctgteegett ctgtgggega cagagtgacc 60

atcacctgtc aggcctccca gtecatctte tcctacctgg cetggtatca gecagaageee 120

ggcaaggcece ccaagetgcet gatctacgac geetctgate tggecteegg cgtgeeetct 180

agattctceg getetggete tggeaccgac tttacectga ceatcagete cctecagtge 240
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gaggatgecg ccacctacta ctgecageag ggetacacca gatccgacgt ggacaacgee 300
tttggcggag geaccaaggt ggaaatcaaa cgaactgtgg ctgeaccate tgtettcate 360
ttcccgecat ctgatgagea gttgaaatct ggaactgect ctgttgtgtg cetgetgaat 420
aacttctatc ccagagagge caaagtacag tggaaggtgg ataacgccct ccaatcgggt 480
aactcccagg agagtgtcac agagcaggac agcaaggaca geacctacag cctcageage 540
accctgacge tgagcaaage agactacgag aaacacaaag tctacgectg cgaagtcace 600
catcagggcc tgagetcgee cgtcacaaag agettcaaca ggggagagtg ttga 654
<210> 37

<211>20

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="MB0 ta trinh tu nhan tao: Mdi tong hop”

<400> 37

tyctectggt cretsygete 20

37



48490

<210> 38
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M t4 trinh tw nhan tao: Mbi tong hop”

<400> 38

ttggtgttgg tggetgggt 20

<210> 39
<211>20
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M ta trinh ty nhan tao: Mbi tong hop”

<400> 39

gggcccccac tcagetgetg 20

38
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<210> 40
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> nguc‘Sn

<223> /luu $="M? t& trinh tw nhan tao: Mdi tong hop”

<400> 40

gttbtactgk tmtygatgcc 20

<210> 41
<211>20
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /lyu y="MB0 ta trinh tu nhéan tao: Méi téng hop”

<400> 41

tyctcetggt cretsygcete 20

39
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<210>42
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> ngu<‘3n

<223> /luu §="M0 ta trinh tu nhan tao: Mbi téng hop”

<400> 42

ttggtgttgg tggctgggte 20

<210> 43
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ti Nhéan tao

<220>
<221> nguf‘m

<223> /luu y="M? ta trinh ty nhan tao: Mdi téng hop”

<400> 43

actcagctge tggggcetect 20

40
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<210> 44
<211>20
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M5 ta trinh ty nhan tao: Mbi tong hop”

<400> 44

gttbtactgk tmtygatgce 20

<210> 45
<211>20
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<221> nguén

<223> /lwu §="MS5 ta trinh tu nhan tao: Méi tong hop”

<400> 45

ttggtgttgg tggetggste 20

41
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<210> 46
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> nguf?)n

<223> /luu y="M5 ta trinh tyr nhan tao: Mdi tng hop”

<400> 46

gttbtactgk tmtygatgec 20

<210> 47
<211> 41
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="Mb ta trinh ty nhan tao: Mdi téng hop”

<400> 47

gccaccggeg tgeactecca gtegytggag gagtecggeg g

42

41
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<210> 48
211> 41
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<221> nguén

<223> /luu ¥="MB? t& trinh tw nhan tao: Mbi tong hop”

<400> 48

gggcccttgg tggatgetga rgagacrgtg acsagggtsc ¢ 41

<210> 49
<211>42
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M t trinh ty nhan tao: Mdi téng hop”

<400> 49

gccaccggeg tgeacteege ctatgatatg acccagactc ca 42

43
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<210> 50
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M t trinh tw nhan tao: Mbi téng hop”

<400> 50

agccacagtt cgtttgacsa ccacctcggt ccc

<210> 51
<211> 450
<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhéan tao

<220>

<221> ngudn

33

<223> /luu y="M5 té trinh ty nhan tao: Polypeptit tong hop"

<400> 51

Gln Val Glu Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu

44
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Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr

20 25 30

Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45

Gly Ile Ile Asp Pro Gly Asp Ser Arg Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Phe

50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Leu GlIn Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Gly Gln Leu Tyr Gly Gly Thr Tyr Met Asp Gly Trp Gly Gln

100 105 110

45
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Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala

130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser

145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro

180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys

195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

46
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210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly

225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile

245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu

260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His

275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg

290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys

305 310 315 320

47
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Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu

325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr

340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu

355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp

370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

385 390 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp

405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

48
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420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

435 440 445

Gly Lys

450

<210> 52
<211> 1350
<212> ADN

<213> Trinh ti Nhéan tao
<220>
<221> nguén

<223> /luu y="MB0 ta trinh ty nhén tao: Polynucleotit téng hop"

<400> 52

caggttgaac tggttcagtc tggcgecgaa gtgaagaage ctggegagag cctgaagatc 60

agctgcaaag geageggceta cagettcace agctattgga teggetgggt tcgacaggee 120

cctggcaaag gactggaatg gatgggaatc atcgaccccg gegacageag aaccagatac 180
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agccctaget ttcagggceca agtgaccate agegecgaca agageatcag cacagcctac 240

ctgcagtggt ctagcctgaa agecagegac accgecatgt actattgtge cagaggecag 300

ctgtacggeg geacctatat ggatggatgg ggccagggea cactggteac agtgtctage 360

gcctctacaa agggecctag cgttttccca ctggetecta geageaagag cacatetggt 420

ggaacageeg ctetgggetg cetggteaag gattacttte ctgagectgt gaccgtgtee 480

tggaatagcg gagcactgac aageggegtg cacacattte cagetgtget gcagageage 540

ggcctgtact ctetgtetag cgtegtgaca gtgectagea getctetggg cacccagace 600

tacatctgca acgtgaacca caagcctage aacaccaagg tggacaagaa ggtggaacce 660

aagagctgeg acaagaccca cacctgtect ceatgteetg ctccagaact geteggegga 720

cectecgttt tectgtttce acctaagect aaggacaccc tgatgatcag caggaccect 780

gaagtgacct gtgtggtggt ggatgtgtcee cacgaggace cagaagtgaa gttcaattgg 840

tacgtggacg gegtggaagt geacaacgee aagaccaage ctagagagga acagtacaac 900

agcacctaca gagtggtgtc cgtgetgacc gtgetgeace aggattgget gaacggceaaa 960

50
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gagtacaagt gcaaggtgtc caacaaggcc ctgeetgcete ctatcgagaa aaccatcage 1020
aaggccaagg gccagecaag agaaccccag gtttacacac tgectccaag cagggacgag 1080
ctgaccaaga atcaggtgtc cctgacctge ctegtgaagg gettctacce ticcgatate 1140
gcegtggaat gggagageaa tggecagect gagaacaact acaagacaac cectectgtg 1200
ctggacagcg acggctcatt cttcctgtac agcaagcetga cagtggacaa gtccagatgg 1260
cagcagggca acgtgttcag ctgttctgtg atgcacgagg cectgeacaa ccactacacc 1320
cagaaaagcc tgtctetgag ccecggeaaa 1350

<210> 53

<211>217

<212>PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /lyu y="MBD ta trinh ty nhén tao: Polypeptit téng hop"

<400> 53
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Asp Ile Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

1 5 10 15

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Ile Gly Gly Tyr

20 25 30

Asn Ser Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

35 40 45

Met Ile Tyr Gly Val Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe

50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu

65 70 75 80

" Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Asp Ile Glu

85 90 95

Ser Ala Thr Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly

100 105 110
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Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu

115 120 125

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe

130 135 140

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Gly Asp Ser Ser Pro Val

145 150 155 160

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys

165 170 175

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser

180 185 190

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu

195 200 205
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Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser

210 215

<210> 54

<211> 651

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="MB5 ta trinh ty nhén tao: Polynucleotit téng hop"

<400> 54

gatattgctc tgacacagcc tgecagegtg tecggatete ctggecagag catcacaate 60

agctgtaccg geacaageag cgacatcgge ggctacaata gegtgtectg gtatcageag 120

caccccggaa aggeccctaa getgatgate tacggegtga acaacagace cageggegtg 180

tccaatagat tcagcggeag caagageggce aataccgect ctetgacaat tageggactg 240

caggccgagg acgaggecga ttactactge agcagetacg acatcgagag cgccacacct 300

gtgtttggcg geggaacaaa actgacagtg ctgggecaac ctaaggeege tectagegtt 360
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acactgttcc cacctageag cgaggaactg caggctaaca aggecacact cgtgtgeetg 420

atcagcgatt tttaccetgg cgecgtgaca gtggectgga aaggegatag ttetectgtg 480

aaggceggeg tggaaaccac cacacctage aageagagea acaacaaata cgeegecage 540

tcctacctga gectgacace tgageagtgg aagteccaca gatectacag ctgecaagtg 600

acccacgagg geagcaccgt ggaaaaaaca gtggcceccta ccgagtgeag ¢ 651
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