(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0049225

A61K 47/68; CO7K 5/10; CO7K 5/06; (13) B

(51)202001
CO7K 5/08; A61P 35/00; CO7D 491/22

(21) 1-2021-06562 (22) 23/03/2020

(86) PCT/EP2020/057984 23/03/2020 (87) W02020/200880 08/10/2020

(30) 62/826393 29/03/2019 US; 62/964177 22/01/2020 US

(45) 25/07/2025 448 (43) 25/11/2022 416A

(73) MEDIMMUNE LIMITED (GB)
Milstein Building, Granta Park, Cambridge Cambridgeshire CB21 6GH, United
Kingdom

(72) HOWARD, Philip, Wilson (GB); DICKINSON, Niall (GB); CAILLEAU, Thais
(GB); MASTERSON, Luke (GB); GOUNDRY, William (GB).

(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) HOP CHAT VA THE TIEP HOP CHUA HQP CHAT NAY



(21) 1-2021-06562

(57) Sang ché dé cap dén thé tiép hop chira hop chét trc ché topoisomeraza cé cong
thirc (A*) véi gbe lién két dé ndi véi don vi phdi tir, trong d6 gde lién két duge gin theo
phwong thirc ¢6 thé phan cit dugc voi gde amino. Tt hon néu don vi phdi tir 13 khang
thé. Sang ché cling dé cap dén hop chét trc ché topoisomeraza cé cong thirc (A*) véi don
vi lién két dugc gin vao, va hop chét trung gian dé tdng hop hop chat nay, cling nhu dau

dan dugc giai phdng.
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Linh vrc ki thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén thé tiép hop hudng dich chira chit e ché topoisomeraza cu
thé va hop chét hiru dung trong quy trinh téng hop ching, cling nhu 1a diu dan duoc giai
phong.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Chét tic ché topoisomeraza

Chéat tic ché topoisomeraza 13 hop chit héa hoc ma phong bé tic dong cia
topoisomeraza (topoisomeraza I va II), 13 enzym kiém soét su thay déi ctia cdu traic ADN
bang cach xtc tic cho sy pha v& va tai két hop ciia khung phosphodieste ctia sgi ADN
trong chu trinh t€ bao binh thurong.

Hop chit sau day:

& dang raxemic dugc boc 10 trong EP 0296597 (Vi du 63). Né ciing dugc boc 10
(duéi dang hop chét 34 & dang raxemic) trong Sugimori, M., et al., J Med Chem, 1998,
41,2308-2318 (DOI: 10.1021/jm970765q), trong d6 hoat tinh sinh hoc ctia né dugc thao
ludn, cing vé6i d6 1a nhiu hop chét lién quan.

Nhiéu chét @c ché topoisomeraza khac nhau, nhu dan xuét irinotecan va exatecan
va doxorubicin, d& dugc bao gém trong thé tiép hop duoc chit khang thé. Vi du, Daiichi
Sankyo c6 DS-8201a trong cac thir nghiém 1am sang:
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trong d6 khang thé 1a Her2 (Takegawa, N., et al., Int J Cancer, 2017, 141, 1682-
1689 (DOI: 10.1002/ij¢.30870). ADC nay giai phéng ra din xuit exatecan:

I
GHO

b

Burke, P.J., et al., Bioconjugate Chem., 2009, 20, 1242-1250, bdc 10 thé tiép hop

cua:

&

“OH O

duogc lién két thong qua nhém amino véi cau tric sau day:
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bao gbm nhém PABC (para-aminobenzyloxycarbonyl).

Immunomedics c6 Sacituzumab Govitecan (IMMU-132) trong céic thr nghiém

1am sang (Cardillo, T.M., et al., Bioconjugate Chem, 2015, 26(5), 919-931, DOI:
10.1021/acs.bioconjchem.5b00223)

H
/}{ . L. N, -~ o -
VAR i s P ) ToT
by G {3
N
H»«;' C
N {/ G N
ol n—MAb

Bén chit k§ thuit ciia sdng ché

Sang ché dé cap dén thé tiép hop chua hop chét trc ché topoisomeraza sau day
(A*, don vi dugc chit):

v6i gbc lién két dé noi véi don vi phoi tir, trong d6 gdc lién két duge gin theo
phuong thirc ¢é thé phan cat dugc véi gde amino. Tot hon néw, don vi phoi tir khang thé.

Sang ché cling d& cap dén A* véi don vi lién két duogc gan vao, va cac hop chét trung
gian dé tong hop ching, cling nhu 1a ddu dan duge giai phong.
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Theo khia canh thir nhat, sang ché dé cap dén hop chit cé cong thic I:

va mubi va solvat clia nd, trong d6 R 13 gbc lién két dé ndi véi don vi phdi ti,

duge chon tir
(ia):
0
H,{Q /H\X/GL a

b

trong do:

Qla:

C(;C{ X
N/Q\ﬁ‘ NH
H |

@]

gbc tripeptit hodc gbc tetrapeptit;

, trong d6 Q* 12 nhém sao cho Q 14 gbc axit amin, gbe dipeptit,

X la:

o) o o 0
O \\S// G
&=0) o} N N—" N
. b1 b2 H H H
c1

c2

b

trong d6a=1tir 0 dén 5, bl = tr 0 dén 16, b2 = tir 0 dén 16, c1 = 0 hodc 1, c2 = 0
hodc 1, d=tir 0 dén 5, trong do it nhét néu b1 hodc b2 =0 (tac 1a chi mot trong s6 bl va

4
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b2 c6 thé khéng bing 0) va it nhit néu cl hodc c¢2 = 0 (tirc 1a chi mot trong sb ¢l va c2 ¢
thé khong bang 0);

G" 12 gbc lién két & ndi v6i don vi phéi tir;
(ib):
L1 L2
N
:‘&/O S/S — b
[ NO|
0 N e

trong dé RM va RV doc lap duge chon tr H va metyl, hodc cung véi
nguyén tr carbon ma ching lién két v6i tao thanh nhém xyclopropylen hoic

xyclobutylen ; va
e bang 0 hoac 1.

Theo khia canh thir hai, sing ché d& c4p dén phuong phép diéu ché hop chét theo
khfa canh thir nhét ctia sang ché, bao gdm it nht néu mét trong sb cac bude phuong phép
néu dudi day.

Theo khia canh thtr ba, sang ché dé cap dén thé tiép hop c6 cong thuc IV:

L - (DY), (IV)

hodc mudi hoic solvat duge dung cta no, trong d6 L 1a don vi phéi tir (tic 13, chit

huéng dich), D" 1a don vi gbc lién két duge chét ¢6 cong thire I1I:

R"™ 13 géc lién két duge nbdi véi don vi phéi t duoc chon tir

(ia’):
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trong d6 Q va X nhu dugc x4c dinh trong khia canh thir nhat va G 1a gbc lién két

dugce ndi véi don vi phoi tir; va

(ib’):

L1 L2
R R
NH
&/O\>< A b
| °
0O
trong do RM va R™ nhu dugce x4c dinh trong khia canh thir nhét; va

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

Theo d6, thé tiép hop chira don vi phéi tir lién két cong héa tri v6i it nhit néu mot
don vi duge chit (A*) bang don vi gbc lién két (tirc 1a don vi phdi tir véi mot hode nhiéu
don vi dugc chét-gbe lién két duoc gin vao). Pon vi phdi tir, duge mo ta diy dd hon dudi
day, 13 chét huéng dich ma lién két v6i gbe dich. Pon vi phéi tir ¢ thé, vi du, lién két
d4c hiéu vdi thanh phdn t& bao (chat lién két t& bao) hodc véi phan tir dich khic duge
quan tdm. Theo 46, sang ché cling mé ta phuong phap didu tri, vi du, cac bénh ung thu
khac nhau va bénh ty mién. Cac phuong phép nay bao gdm bude st dung thé tiép hop
trong d6 don vi phéi tir 1a chit hudng dich lién két dic hiéu véi phan tir dich. Pon vi phdi
tr ¢6 thé 13, vi du, protein, polypeptit hodc peptit, nhu khang thé, manh gin két khang
nguyén ctia khang thé, hoic chét lién két khac, nhu protein dung hop Fe.

Tai lugng dugce chét duoc thé hién béng P, sb lugng cua don vi dugce chét trong
mdi don vi phdi tir (vi du, khing thé). Tai lugng duoc chit c6 thé nim trong khoang tir 1
&én 20 don vi duoc chét (D) trong mdi don vi phéi tir (vi du, Ab hodc mAb). Ddi véi ché
phim, p thé hién tai luong dugc chét trung binh cta thé tiép hop trong ché phdm, va p
nim trong khoang tir 1 dén 20.

Sang ché ciing mo ta sit dung thé tiép hop ctia khia canh tht ba cia sang ché dé
san xut thudc dé didu tri bénh ting sinh. Sang ché cling & cap dén thé tiép hop cua khia
canh tht ba cta sang ché dé sir dung trong diéu tri bénh ting sinh.
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Ngudi c¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc ny c6 thé d& dang xac dinh hop chét
ung vién co diéu tri tinh trang bénh tdng sinh dbi vé6i loai té bao cu thé bt ky hay khong.
Vi du, thir nghiém c6 thé duge st dung thuén tién dé danh gia hoat tinh dugc mang lai

boi hop chét cu thé duoc mé ta trong cac vi du dudi ddy.

Nakada, et al, Bioorg Med Chem Lett, 26 (2016), 1542-1545 (DOI:
10.1016/j.bmcl1.2016.02.020) d& cap d&én mét sb thé tiép hop dugc chét khang thé:

va két ludn ring su gdy doc té€ bao giam di cua thé tiép hop duoc chit khéang thé
(1) va (2) c6 thé 1a do su can trd khong gian cia gbe thube dugc giai phéng tai vi tr duge
tac dong boi enzym 1am thodi bién & té bao khéi u. Tai liéu nay hudéng dan tAm quan
trong ca su gidn cach nhém peptit tir gbe thude duoc giai phéng cdng kénh. Nguoce lai,
trong sang ché, nhém peptit dugc lién két truc tiép véi gbe thude duge giai phéng cdng
kénh.

Theo khia canh thir nim, sang ché dé cap dén hop chét A:

dudi dang chét dong phan dbi anh don 1é hodc & dang duoc 1am gidu chét dong
phén db6i anh.

Theo khia canh thir sau, sang ché dé cap dén hop chét ¢6 cong thic VI:

~J
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Vi

trong d6 Q nhu dugce xéac dinh trong khia canh thir nhét.
Mb ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1 thé hién db thi ctia su phét trién khéi u trung binh trong dé:

Tadugc | e
long
ConjA* | ¢

M0 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Thudt ngit “Cs arylen” dugc s dung trong ban mo ta dé chi gbc héa tri hai thu

duoc bang cach loai bé hai nguyén tir hydro tir nguyén tir vong thom ctia hop chat thom.

Trong ngir canh ndy, cac tién t§ (vi du Cs.) chi s6 luong clia nguyén tir vong, hodc
khoang gia tri cia sd luong ciia nguyén tir vong, du 13 nguyén tir carbon hay nguyén tir

khac loai.

Nguyén tir vong c6 thé déu 12 nguyén tir carbon, nhu trong “nhém carboarylen”,
trong trudng hop d6 nhém nay 1a phenylen (Cg).

Theo cach khéc, nguyén tir vong c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu nguyén tir khac
loai, nhu trong “nhém heteroarylen”. Vi du vé nhém heteroarylen bao gdm, nhung khéng

chi gi6i han &, cac nhém cé ngudn gdc tir:
N;j: pyrol (azol) (Cs), pyridin (azin) (Ce);
O;: furan (oxol) (Cs);
S1: thiophen (thiol) (Cs);
N;Os: oxazol (Cs), isoxazol (Cs), isoxazin (Cg);

8
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N,O;: oxadiazol (furazan) (Cs);
N30, : oxatriazol (Cs);
N;S;: thiazol (Cs), isothiazol (Cs);

N,: imidazol (1,3-diazol) (Cs), pyrazol (1,2-diazol) (Cs), pyridazin (1,2-diazin)
(Cs), pyrimidin (1,3-diazin) (Ce) (vi du, xytosin, tymin, uraxin), pyrazin (1,4-diazin) (Cy);

va
N;: triazol (Cs), triazin (Cg).

Thuét ngit “C,4 alkyl” duoc st dung trong ban md ta dé chi gbc héa tri mot thu
duoc bang cach loai bé nguyén tir hydro tir nguyén tir carbon cia hop chit hydrocarbon
c6 tir 1 dén 4 nguyén tir carbon, c¢6 thé 1a béo hoic vong béo, va c6 thé 1a no hodc chua
no (vi du chua no mét phén, chua no hoan toan). Thuat ngt “C,_, alkyl” duogc st dung
trong bdn mo ta dé chi géc hoa tri mdt thu dugc bﬁng cach loai bd nguyén t hydro tir
nguyén tir carbon ciia hgp chét hydrocarbon c6 tir 1 d&n n nguyén tir carbon, c6 thé 13 béo
hodc vong béo, va ¢ thé 13 no hoic chua no (vi du chua no mot phén, chua no hoan
toan). Do d6, thuét ngir “alkyl” bao gdm cac 16p phu alkenyl, alkynyl, xycloalkyl, v.v.,
dugce thao luan dudi day.

Vi du vé nhém alkyl no bao gdém, nhung khéng chi gi6i han &, metyl (C,), etyl
(C2), propyl (Cs) va butyl (Cy).

Vi du vé nhém alkyl mach thing no bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, metyl
(Cy), etyl (Cy), n-propyl (Cs) va n-butyl (Ca).

Vi du vé& nhém alkyl mach nhénh no bao gdm iso-propyl (C;), iso-butyl (Cy), sec-
butyl (C,) va tert-butyl (C,).

Thuit ngit “C,_4 alkenyl” dugc st dung trong ban md ta dé chi nhém alkyl c6 mét
hodc nhiéu lién két d6i carbon-carbon.

Vi du vé nhém alkenyl chua no bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, etenyl
(vinyl, -CH=CH,), 1-propenyl (-CH=CH-CHj), 2-propenyl (alyl, -CH-CH=CH,),
isopropenyl (1-metylvinyl, -C(CH3)=CH,) va butenyl (C,).

Thuét ngit “C,.4 alkynyl” dugc st dung trong ban mé ta dé chi nhém alkyl c6 mot

hodc nhiéu lién két ba carbon-carbon.
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Vi du v& nhém alkynyl chua no bao gém, nhung khong chi giéi han &, etynyl (-
C=CH) va 2-propynyl (propargyl, -CH,-C=CH).

Thuit ngit “C;4 xycloalkyl” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi nhém alkyl ciing
13 nhém xyclyl; tirc 13, gbc héa tri mot thu duge bang cach loai bd nguyén tir hydro tir
nguyén tir vong cia vong béo cia hop chét hydrocarbon mach vong (carboxyclic), ma

gbc c6 tir 3 dén 7 nguyén i carbon, bao gdm tir 3 dén 7 nguyén tir vong.

Vi du vé& nhém xycloalkyl bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac nhém cd
ngudn gbe tir:

hop chit hydrocarbon don vong no:
xyclopropan (C;) va xyclobutan (Cy); va
hop chit hydrocarbon don vong chua no:

xyclopropen (C;) va xyclobuten (Cy).

C(;Ci X
N/Q\“}L‘: NH
H

o . nhain bén trén SO va M

Nhin két ndi: Trong cong thirc
hién nhom ma céac nguyén t& dugce lién két vao. Vi du, nhém NH duogc thé hién 1a duoc
lién két vao carbonyl (ma khong phai 12 mot phin cia gbc duge minh hoa), va carbonyl
duge thé hién 13 duge lién két vao nhém NH (ma khong phai 13 mot phan ciia gbe duge

minh hoa).
Muéi

C4 thé thuén tién hodc mong muodn 1 diéu che, tinh ché, va/hodc xur Iy mudi twong
rng cua hop chat hoat tinh, vi du, muoi dugc dung. Vi du vé mudi duge dung duoc thio

luan trong Berge, et al., J. Pharm. Sci., 66, 1-19 (1977).

Vi du, néu hop chét 12 hop chét anion, hodc c¢6 nhém chirc ¢6 thé 14 anion (vi du -
COOH c6 thé 14 -CO0"), thi mudi c6 thé dugc tao thanh véi cation thich hgp. Vi du vé
cation v0 co thich hop bao gém, nhung khoéng chi gidi han &, ion kim loai kiém nhu Na*
va K, cation kiém thd nhu Ca** va Mg*, va c4c cation khac nhu AI”. Vi du vé cation
hitu co thich hop bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, ion amoni (t&rc 12 NH,") va ion
amoni dugc thé (vi du NH;RY, NH,R,", NHR;", NR4"). Vi du vé mét s§ ion amoni dugc

thé thich hop 13 cac nhém c6 ngudn gdc tir: etylamin, dietylamin, dixyclohexylamin,
10
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trietylamin, butylamin, etylendiamin, etanolamin, dietanolamin, piperazin, benzylamin,
phenylbenzylamin, cholin, meglumin, va tromethamin, cling nhu 14 axit amin, nhu lysin

va arginin. Vi du vé ion amoni bac bén thong thuong 13 N(CHs),".

Néu hop chit 13 hop chit cation, hodc ¢6 nhém chirc c6 thé 13 cation (vi du -NH,
c6 thé 1a -NH;"), thi mubi c6 thé duoc tao thanh véi anion thich hop. Vi du vé anion vé
co thich hop bao gdm, nhung khéng chi gidi han &, anion vo co ¢6 ngudn gbe tir cac axit
vO co sau ddy: axit clohydric, axit hydrobromic, axit hydroiodic, axit sulfuric, axit

sulfuro, axit nitric, axit nitro, axit phosphoric, va axit phosphoro.

Vi du vé anion hitu co thich hgp bao gdm, nhung khong chi gii han &, anion hitu
co ¢6 ngudn gde tir cac axit hitu co sau ddy: axit 2-axetyoxybenzoic, axit axetic, axit
ascorbic, axit aspartic, axit benzoic, axit camphorsulfonic, axit cinnamic, axit xitric, axit
edetic, axit etandisulfonic, axit etansulfonic, axit fumaric, axit glucheptonic, axit
gluconic, axit glutamic, axit glycolic, axit hydroxymaleic, axit hydroxynaphtalen
carboxylic, axit isethionic, axit lactic, axit lactobionic, axit lauric, axit maleic, axit malic,
axit metansulfonic, axit mucic, axit oleic, axit oxalic, axit palmitic, axit pamoic, axit
pantothenic, axit phenylaxetic, axit phenylsulfonic, axit propionic, axit pyruvic, axit
salixylic, axit stearic, axit sucxinic, axit sulfanilic, axit tartaric, axit toluensulfonic, axit
trifloaxetic va axit valeric. Vi du vé& anion hitu co dang polyme thich hop bao gdm,
nhung khong chi gi6i han &, anion hiru co dang polyme c6 ngudn gdc tir cic axit dang

polyme sau day: axit tannic, carboxymetyl xenluloza.
Solvat

C6 thé thuan tién hodc mong mudn 12 didu ché, tinh ché, va/hodc xu 1y solvat
tuong tng cua hop chét hoat tinh. Thuét nglt “solvat” dugc sir dung trong ban mo ta nay
theo nghia thong thudng dé dé cap dén phirc hop cia chit tan (vi du hop chét hoat tinh,
mudi ctia hop chat hoat tinh) va dung méi. Néu dung méi 1a nuée, solvat c6 thé duge dé
cap dén mot cach thun tién dudi dang hydrat, vi du, mono-hydrat, di-hydrat, tri-hydrat,

V.V..
Chat ddng phan
Céc hop chat nhit dinh theo sang ché ¢c6 thé ton tai & mot hodc nhiéu dang hinh
hoc, quang hoc, dong phan ddi anh, déng phan khong ddi quang, epime, atropic, dong

phan 14p thé, hd bién, ciu dang, hodc anome cu thé, bao gdm nhung khong chi gi¢i han &,
11
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dang cis va trans; dang E va Z; dang c, t, va r; dang endo va exo; dang R, S, va meso;
dang D va L; dang d va I; dang (+) va (-); dang keto, enol, va enolat; dang syn va anti;
dang 16m va 161; dang a va B; dang truc va xich dao; dang thuyén, ghé, X04n, bao, va nira
ghé; va t6 hop ciia chiing, sau day duge d& cap chung 12 “chét ddng phan” (hoic “dang

ddng phan”).

Thuét ngir “bét d6i xtimg” duoc sir dung trong ban md ta @& chi cac phan tir ¢6 tinh
chit khong chdng khit 1én nhau ctia dbi tic anh qua grong, mic du thuat ngir “dbi ximg”
duoc st dung trong ban mo ta dé chi cac phan tir ¢6 thé chdng khit 1én nhau trén anh qua

guong cta ching.

Thuét ngit “chit dong phan 1ap thé” duoc st dung trong bin mod ta @& chi hop
chat c§ chu tao héa hoc twong ddng, nhung khac & su sap xép clia cac nguyén tir hodc cac

nhom trong khong gian.

Thuét ngit “chit ddng phan khong ddi quang” duge st dung trong ban mo ta dé
chi ddng phén 14p thé c6 hai hodc hon hai tAm bat dbi xtg va phan i ctia chiing khong
phai 13 énh qua guong ctia nhau. Céc ddng phan khong dbi quang c6 tinh chét vat Iy khac
nhau, vi du diém néng chay, diém séi, tinh chit phd, va kha ning phan tmg. Hon hop cia
céc ddng phan khong dbi quang cé thé tach ra trong quy trinh phan tich d6 phan giai cao
nhu dién di va séc ky.

Thuat ngir “chit ddng phn d6i anh” duoc st dung trong ban mo ta dé chi hai chit
ddng phan l4p thé ctia hop chit ma 13 anh qua guong khong chdng khi 1én nhau ctia nhau.

Céc dinh nghia va quy udc héa hoc 1ap thé sir dung trong ban mb ta nay thuong 13
theo S. P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill
Book Company, New York; va Eliel, E. and Wilen, S., “Stereochemistry of Organic
Compounds”, John Wiley & Sons, Inc., New York, 1994. Hop chit theo sang ché c6 thé
chira tAm bat dbi ximg hodc chiral, va do do, ton tai & cac dang dong phan lap thé khac
nhau. Du dinh ring tit ca cac dang ddng phan lap thé cta hop chit theo sang ché, bao
gbém nhung khoéng chi gi6i han 6, ddng phan khong d6i quang, ddng phan d6i anh va
d6ng phan atropisomer, ciing nhu 12 hdn hop ctia ching nhur hdn hop raxemic, tao thanh
mdt phan clia sang ché. Nhiéu hop chit hitu co ton tai & dang c6 hoat tinh quang hoc, tirc
14, chting c6 kha ning 1am quay mit phing ciia 4nh sang phéan cuc phing. Trong viéc md
ta hop chét c6 hoat tinh quang hoc, cac tién t6 D va L, hodc R va S, duoc st dung dé chi

12
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cAu hinh tuyét d6i ciia phén tir quanh (c4c) tAm bit ddi ximg clia nd. Cac tién t6 d va 1
hodc (+) va (-) dugc st dung dé chi ddu cta su quay clia 4nh sang phan cuc phing bang
hop chit, v6i (-) hoac 1 ¢6 nghia 12 hop chit quay trai. Hop chit c6 tién t6 (+) hodc d
quay phai. Ddi véi cAu tric héa hoc nhét dinh, cic chit ddng phan l4p thé nay giéng nhau
ngoai trir viéc chung 13 4nh qua guong cua nhau. Pdng phén 1ap thé cu thé ciing co6 thé
dugc dé cap dén duéi dang chit ddng phan di anh, va hdn hop cia cac chét ddng phan
nay thuong duoc goi 1a chit ddng phan d6i anhic hdn hop. Hdn hop 50:50 ctia cac chét
ddng phan d6i anh dugc d& cap dén duéi dang hdn hop raxemic hodc raxemat, c6 thé x4y
ra trong do khong c6 su chon loc 1dp thé hoic tinh dic hiéu lap thé trong phén tmg hoac
quy trinh héa hoc. Thuit ngit “hdn hop raxemic” va “raxemat” duge st dung trong bén
mb t& dé chi hdn hop déng mol cia hai loai chit dong phan d6i anh, khong c6 hoat tinh

quang hoc.

Thudt ngtt “dang duoc 1am gidu ddng phan dbi anh” dugc st dung trong ban mb ta
@8 chi mAu clia chit bat déi xtmg ma ty 16 chit ddng phan dbi anh ctia n 16n hon 50:50
nhung nhé hon 100:0.

Luu ¥ rang, trir khi duoc thao ludn dudi day d6i v6i cac dang hd bién, duogc loai
trir cu thé khoi thuat ngir “chit ddng phan”, nhu st dung trong ban mé ta nay, 13 chit
ddng phan cdu tric (hoic ciu tao) (tic 14 chat ddng phan ma khac biét & su két nbi gitra
cac nguyén tir khong chi & vi tri ciia cac nguyén tir trong khong gian). Vi du, viéc dé cap
dén nhém metoxy, -OCH, khong dugc hiéu 13 viée dé cip dén d6ng phén cdu tric cia
né, nhém hydroxymetyl, -CH,OH. Tuong tu, viéc d& cip dén ortho-clophenyl khong
duoc hibu 12 viée @& cap dén déng phan chu tric cia nd, meta-clophenyl. Tuy nhién, viéc
d& cap dén 16p cu tric c¢6 thé bao gdm dang ddng phén ciu tric nim trong 16p d6 (vi du
C, alkyl bao gébm n-propyl va iso-propyl; butyl bao gdm n-, iso-, sec-, va tert-butyl;
metoxyphenyl bao gdm ortho-, meta-, va para-metoxyphenyl).

Su loai trir trén day khong lién quan dén cac dang hd bién, vi du, cic dang keto,
enol, va enolat, nhu trong, vi du, cac cap hd bién sau day: keto/enol (dugc minh hoa dudi
day), imin/enamin, ruou amit/imino, amidin/enediamin, nitroso/oxime,

thioketon/enethiol, N-nitroso/hyroxyazo, va nitro/aci-nitro.
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Thuit ngit “chat hd bién” hoic “dang hd bién” dugc sir dung trong ban mo ta dé
chi c4c chat ddng phan cAu tric c6 ning lugng khac nhau c6 thé chuyén ddi qua lai thong
qua hang rao ning luong thdp. Vi du, chat hd bién proton (con duge biét d&én duéi dang
chit hd bién prototropic) bao gém su chuyén d6i qua lai thong qua su di chuyén ciia
proton, nhu s ddng phan héa keto-enol va imin-enamin. Chét hd bién héa tri bao gdm su

chuyén doi qua lai bang su tai to chirc ctia mot so electron lién ket.

Lwu ¥ ring dugce bao gdm cu thé trong thuat ngir “ddng phan” 12 hop chit c6 mot
hoic nhidu sy thé ddng vi. Vi du, H ¢4 thé & dang ddng vi bét ky, bao gdm 'H, *H (D), va
*H (T); C c6 thé & dang ddng vi bit ky, bao gdm *C, °C, va '*C; O c6 thé & dang dong vi
bét ky, bao gbm '°0 va 80; va dang tuong tu.

Vi du vé céc ddng vi c6 thé dugc két hop vao hop chét theo sang ché bao gdm céac
dbng vi ctia hydro, carbon, nito, oxy, photpho, flo, clo va iot, nhu, nhung khong chi gidi
han & 2H (doteri, D), *H (triti), ''C, 1*C, *C, N, ®F, *'p, **p, %S, *°Cl, va L. Céac hop
chét dugc gin nhin dong vi khac nhau cia sing ché, vi du cac hop chit ma cac dong vi
¢6 hoat tinh phéng xa nhu 3H, 13C, va 14C dugc két hop vao. Céc hop chét duge gin
nhin ddng vi ndy cé thé hiru dung trong cc nghién ctru trao d6i chat, nghién ctru dong
hoc phén tng, k§ thudt phat hién hodc chup anh, nhu chup xa hinh cit 16p positron
(positron emission tomography - PET) hodc chup cit 16p vi tinh don photon (SPECT)
bao gdm thir nghiém phan b mo ctia dugc chit hodc co chét, hodc trong diéu tri phéng
xa cua d6i tugng bi bénh. Hop chét tri liéu duge gén nhan hodc dugc thé doteri theo sang
ché c6 thé c6 tinh chdt DMPK (su chuyén héa va dugc dong hoc thuéc) duogc cai thién,
lién quan dén sy phan b, su chuyén héa, va su bai tiét (ADME). Su thé bang chét ddng
vi ning hon nhu doteri ¢6 thé mang lai loi ich tri liéu nhat dinh bit ngudn tir d6 én dinh
chuyén héa 16n hon, vi du thdi gian ban thai in vivo ting 1én hodc yéu cau luu trir giam.
Hop chat duoc gén nhan 18F c6 thé hiru dung ddi véi cac nghién ctru PET hodc SPECT.
Hop chét digc gén nhin dong vi theo sang ché nay va tién duoc chét clia ching c6 thé
thuong dugc diéu ché béng cach thuc hién cac quy trinh dugce bc 10 trong cac so dd hodc

trong cac vi du va phuong phap didu ché duoc mé ta dudi day bing cach thay thé cac
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chit phan tmg dugc gin nhin ddng vi ¢ sin d& dang bang chét phan tng khéng duoc
dénh diu déng vi. Hon nita, su thé béng céc chat déng vi nang hon, cu thé 1a doteri (the
14, 2H hodc D) c6 thé mang lai loi ich tri liéu nhét dinh bit ngudn tir 46 6n dinh chuyén
héa 1én hon, vi du thoi gian ban thai in vivo tdng Ién hodc yéu clu lidu lugng gidm hodc
cai thién chi sb tri liéu. Can hiéu rang doteri trong ngit canh ndy dugc coi nhu phan tir
thé. Néng dd cua chét déng vi nang hon nay, cu thé 13 doteri, ¢6 thé dugc x4c dinh béi
yéu t6 lam giau ddng vi. Trong hop chét theo sang ché ndy nguyén tir bét ky khong duoc
chi ra cu thé 13 ddng vi cu thé c6 nghia 13 thé hién ddng vi 6n dinh bat ky clia nguyén tir
doé.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, viéc @& cap dén hop chét cu thé bao gbm tat ca cac dang
ddng phan nay, bao gdm hdn hop raxemic (toan by hodc mot phan) va hdn hop khac cia
chiing. Phwong phap didu ché (vi du téng hop khong dbi xtmg) va tach (vi du két tinh
phén doan va phuong thiic sic ky) cta cac dang ddng phan niy d dugc biét dén trong
linh vuc hodc d& dang thu dugc bang cach didu chinh phuong phdp dugc huéng din
trong ban mo ta nay, hodc phuong phip da biét, theo phuong thirc di biét.

Pon vi phdi tir

Don vi phéi tir c6 thé thudc loai bat ky, va bao gdm protein, polypeptit, peptit va
duoc chit khong phai 1a peptit lién két dic hiéu vdi phan tir dich. Theo mot sb phuong
an, don vi phéi tir ¢ thé 13 protein, polypeptit hogc peptit. Theo mot s6 phwong 4n, don
vi phdi tir ¢6 thé 14 polypeptit mach vong. Céac don vi phéi tir ndy c6 thé bao gébm khang
thé hoic manh cia khang th8 ma chira it nhit néu mot vi tri lién két phan tir dich,
lymphokin, hormon, yéu t sinh truéng, hoic phan tir hoic chit lién két té bao khac bat
ki c6 thé lién két dac hidu véi dich.

Thuét ngir “lién két dic hiéu” va “gan két dac hidu” dugc s dung trong bén mé ta
d8 chi sy lién két cua khang thé hodc protein, polypeptit hodc peptit khac véi phéan tir
dinh trude (vi dy, khang nguyén). Thong thuong, khang thé hodc phéan tir khac lién két
v&i & lyc bang it nhit néu khoang 1x10” M, v lién két v&i phéan ti dinh trude véi &i luc
ma 16n hon it nhét néu hai 1dn so véi 4i luc ciia n6 dé lién két voi phan tir khong dic hidu
(viduy, BSA, caseih) khong phai 1a phan tt dinh trude hodc phan tir ¢ quan hé gin giil.

Vi du vé don vi phé)i tr bao gé)m cac duoc chét duoc md ta dé sur dung trong WO
2007/085930, durgc két hop trong ban md ta nay.
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Theo mdt sb phuong 4n, don vi phdi tir 13 chit lién két té bao ma lién két véi dich
ngoai bao trén té bao. Chét lién két té bao niy c6 thé 13 protein, polypeptit, peptit hodc
dugc chit khong phai 12 peptit. Theo mot sb phwong 4n, Chét lién két t& bao c6 thé 1a
- protein, polypeptit hodc peptit. Theo mdt s6 phuong 4n, Chit lién két té bao co thé 1a
polypeptit mach vong. Chit lién két t& bao ciing c6 thé 13 khang thé hojc méanh gin két
khang nguyén cia khang thé. Do d6, theo mot phuong 4n, sang ché @& cip dén thé tiép
hop dugc chit khang thé (antibody-drug conjugate - ADC).

Chét lién két té bao

Chét lién két t& bao c6 thé thudc loai bat k¥, va bao gdm peptit va khong phai 13
peptit. Ching ¢6 thé bao gdm khang thé hoic méanh clia khang thé ma chia it nhat néu
mot vi trf lién két, lymphokin, hormon, chét bt chude hormon, vitamin, yéu t§ sinh
trueéng, phan tir vat chuyén chat dinh dudng, hodc phan tir hodc chat lién két té bao khac
bat ky.

Peptit

Theo mdt phwong 4n, chét lién két té bao 13 peptit mach thing hodc mach vong

chira 4-30, t&t hon 12 6-20, gbc axit amin lién ké.

Theo mét phuong 4n chét lién két té bao chira peptit ma lién két integrin a,P.

Peptit cd thé chon loc dbi véi a,fs hon 1a XYS.

Theo mdt phuong 4n, chit lién két té bao chira polypeptit A20FMDV-Cys.
A20FMDV-Cys ¢ trinh ty: NAVPNLRGDLQVLAQKVARTC. Theo céach khic, bién
thé cta trinh tu A20FMDV-Cys c6 thé dugc st dung trong d6 mot, hai, ba, bdn, niam,
sau, by, tim, chin hodc mudi gbc axit amin dugc thé bing gdc axit amin khac. Hon nita,
polypeptit ¢6 thé ¢6 trinh tr NAVXXXXXXXXXXXXXXXRTC.

Khang thé

Thuét ngit “khang thé” dugc st dung trong ban mo ta dé chi khang thé don dong,
khang thé da dong, dime, multime, khang thé da dic hiéu (vi dy, khang thé d4c hiéu kép),
khéang thé da hoa tri va manh khang thé, mién 1a ching thé hién hoat tinh sinh hoc mong
mudn (Miller et al (2003) Jour. of Immunology 170:4854-4861). Khéng thé c6 thé 1a
khang thé chudt nhit, ngudi, nhan tao, khﬁm, hoic cé ngué)n géc tir loai khac. Khang thé

1a protein dugc tao ra bdi he mién dich c6 kha ning nhin dién va lién két v6i khéng
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nguyén dac hiéu. (Janeway, C., Travers, P., Walport, M., Shlomchik (2001) Zmmuno
Biology, 5th Ed., Garland Publishing, New York). Khéng nguyén dich thudng cé nhiéu vi
tri lién két, con goi 14 epitop, dugce nhan dién béi CDR trén nhidu khang thé. Mdi khang
thé lién két dic hiéu vé6i epitop khac c6 ciu tric khac. Do d6, mot khang nguyén cé thé
¢6 nhidu hon mot khang thé tuong tng. Khang thé bao gdm phén tir globulin mién dich
chidu dai ddy du hodc phén c6 hoat tinh mién dich ciia phén tir globulin mién dich chiéu
dai ddy du, rikc o, phan tir ma chira khang nguyén vi tri lién két lién két dic hidu midn
dich khang nguyén cta dich dugc quan tdm hodc mot phén cia ching, cac dich nay bao
gbm nhung khoéng chi gi6i han 6, té bao hodc cac té bao ung thu ma san xuét ra khang thé
tu mién lién quan dén bénh tu mién. Globulin mién dich c6 thé thudc typ (vi du IgG, IgE,
IgM, IgD, va IgA), 16p (vi du IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 va IgA2) hodc phén 16p bét
ky cta phan tr globulin mién dich. Globulin mién dich c¢6 thé c6 ngudn gbc tir loai bat

k¥, bao gbm ngudn gbc tir ngudi, chudt nhit, hoic thd.

“Ménh khéng thé” chira mot phan ciia khang thé chiéu dai diy da, thuong 13 ving
lién két khang nguyén hoic bién ddi ctia chung. Vi du vé manh khang thé bao gdm céc
méanh Fab, Fab’, F(ab’),, va scFv; diabody; khang thé mach théng; cac manh dugc san
xudt bang thu vién biéu hién Fab, khang thé khang idiotyp (khéng Id), CDR (ving x4c
dinh tinh bd sung), va cac méanh gin két epitop cia dang bat ky trong s6 cac dang néu
trén lién két dac hiéu mién dich véi khang nguyén té bao ung thu, khang nguyén virut
hodc khang nguyén vi sinh vét, phan tir khang thé don chudi; va khéng thé da dac hiéu
duoc tao thanh tir manh khéng thé.

Thuit ngt “khang thé don dong” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi khang thé
thu dugc tir quan thé khang thé vé co ban dbng nhét, tic 1a cac khang thé riéng 1é chira
trong quﬁn thé giéng nhau ngoai trr cac dot bién c6 thé c6 cé thé c6 mat véi lugng nhd.
Khéng thé don dong c6 tinh dic hiéu cao, dugc dinh hudng chéng lai vi tri c6 tinh khéng
nguyén don 1é. Hon nita, trdi ngugc voi ché phim khang thé da dong bao gbm cac khang
thé khac nhau dugc dinh huéng chéng lai cac thé quyét dinh (epitop) khac nhau, mdi
khéng thé don dong duge dinh huéng chdng lai thé quyét dinh don 18 trén khéng nguyén.
Ngoai tinh dic hiéu cia ching, khang thé don dong c6 1oi & chd ching c6 thé dugce tong
hop khéng bi tap nhiém béi khang thé khac. Tir bd nghia “don dong” chi ra dic diém cia
khang thé 13 thu dugc tir quéin thé v& co ban dong nhit cia khang thé, va khéng dugc
hidu 1a doi héi su san xudt khang thé bing phuwong phap cu thé bat ky. Vi du, khang thé
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don dong dé st dung trong theo sang ché ¢6 thé duoc tao ra bang phuong phap lai té bao
duoc mo ta 14n dAu boi Kohler et al (1975) Nature 256:495, hodc c6 thé duge tao ra bing
phuong phép ADN téi t4 hop (xem, US 4816567). Khang thé don dong ciing c6 thé dugc
phén 1dp tir thu vién khang thé phago bang cach st dung céc k¥ thuit duge mé ta trong
Clackson et al (1991) Nature, 352:624-628; Marks et al (1991) J. Mol. Biol., 222:581-
597 hodc tir chudt nhit chuyén gen mang hé théng globulin mién dich & ngudi dady da
(Lonberg (2008) Curr. Opinion 20(4):450-459).

Khéang thé don dong trong bin mé ti nay bao gdm cu thé 13 khang thé kham,
khang thé nhan tao va khang thé nguoi.

Vi du v& chét lién két té bao bao gém cac duge chat duge md ta dé sur dung trong

WO 2007/085930, duoc két hop trong ban md ta ndy.

Khang nguyén két hop khéi u va khang thé cing ngudn dé st dung trong phuong
4n cla séng ché duoc liét ké dudi ddy, va duoc mo ta chi tiét hon & céc trang tir 14 dén
86 ctia WO 2017/186894, duoc két hop trong ban mo ta ndy.

(1) BMPRI1B (thu thé protein tao hinh xuong-typ IB)

(2) E16 (LATI, SLC7AY) |

(3) STEAP1 (s4u khang nguyén biéu md xuyén mang ctia tuyén tién liét)

(4) 0772P (CA125, MUCI16)

(5) MPF (MPF, MSLN, SMR, yéu td ting tiém luc mau tiéu ciu, mesothelin)

(6) Napi3b (NAPI-3B, NPTIIb, SLC34A2, ho chit mang chét tan 34 (natri
photphat),

thanh vién 2, chit van chuyén photphat phu thudc natri typ II 3b)

(7) Sema 5b (FLJ10372, KIAAI1445, Mm.42015, SEMASB, SEMAG,
Semaphorin 5b Hlog,

mién sema, biy doan lap thrombospondin (typ 1 va tuong tu typ 1), mién xuyén

mang
(TM) va mién tuong bao ngin, (semaphorin) 5B)

(8) PSCA hlg (2700050C12Rik, C530008016Rik, cADN RIKEN 2700050C12,
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cADN RIKEN
gen 2700050C12)
(9) ETBR (thu thé Endothelin typ B)
(10) MSG783 (RNF124, protein gia dinh FLI20315)

(11) STEAP2 (HGNC 8639, IPCA-1, PCANAPI, STAMP1, STEAP2, STMP,
gen két hop ung thu tuyén tién liét

1, protein két hop ung thu tuyén tién liét 1, sau khéng nguyén biéu mé xuyén

mang
cua tuyén tién 1iét 2, sau protein tuyén tién li¢t xuyén mang)

(12) TrpM4 (BR22450, FLJ20041, TRPM4, TRPM4B, Iénh cation tiém ning thu

thé tam thoi

5, ho phu M, thanh vién 4)

(13) CRIPTO (CR, CR1, CRGF, CRIPTO, TDGF]I, yéu t} sinh truéng cé ngudn
gbc tir u quai 4c tinh)

(14) CD21 (CR2 (Thu thé bd thé 2) hoic C3DR (C3d/Thy thé virut Epstein Barr)
hoéc

Hs.73792)

(15) CD79b (CD79B, CD79B, IGb (beta két hop globulin mién dich), B29)

(16)‘FCRH2 (IFGP4, IRTA4, SPAP1A (mién SH2 chira protein neo phosphataza

1a), SPAP1B, SPAPIC)

(17) HER2 (ErbB2)

(18) NCA (CEACAMS)

(19) MDP (DPEP1)

(20) IL20R-alpha (IL20Ra, ZCYTOR7)

(21) Brevican (BCAN, BEHAB)

(22) EphB2R (DRT, ERK, Hek5, EPHT3, Tyro5)

(23) ASLG659 (B7h)
19
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24) PSCA (Tién chit khang nguyén té bao gbc tuyén tién liét)

(25) GEDA

(26) BAFF-R (thu thé yéu t6 hoat héa té bao B, thu thé BLyS 3, BR3)

(27) CD22 (dbng phin CD22-B thu thé t& bao B, BL-CAM, Lyb-8, Lybs,
SIGLEC-2, FLJ22814)

(27a) CD22 (phan tr CD22)

(28) CD79a (CD79A, CD79alpha), alpha két hop globulin mién dich, protein dic
hiéu té bao B ma tuong tac cong héa tri véi Ig beta (CD79B) va tao thanh phic hop trén
bé mat v6i phan tir Ig M, truyén tin hiéu tham gia vao su biét héa té bao B), pl: 4,84,
MW: 25028 TM: 2 [P] Gen Nhiém Sic Thé: 19q13.2).

(29) CXCR5 (thu thé u lympho Burkitt 1, thu thé ghép cip protein G dugc hoat
héa

bang chemokin CXCL13, hoat dong chirc ning trong su di chuyén té bao lympho
va su bao vé thé dich, dong vai trd trong sy lay nhidm HIV-2 va c6 thé 14 su phat trién
ctia AIDS, u lympho, u tity, va bénh bach cau); 372 aa, pl: 8,54 MW: 41959 TM: 7 [P]
Nhiém Sic Thé Gen: 11q23.3,

(30) HLA-DOB (Tiéu don vi beta cia phan t& MHC 16p II (khang nguyén Ia) ma
lién két peptit va

trinh dién chung véi té bao Iympho T CD4+); 273 aa, pl: 6,56, MW: 30820.TM: 1
[P] Gen

Nhiém Sic Thé: 6p21.3)

(31) P2X5 (Kénh ion qua cong phéi tir thy thé purinergic P2X 5, kénh ion duoc
cho qua cdng bdi ATP ngoai bao, cb thé tham gia vao su dan truyén xynap va su phat
sinh thn kinh, sy thiéu hut

c6 thé g6p phan vao sinh 1y bénh hoc clia sy mét én dinh tdng xudt tu phat); 422
aa), pl: 7,63,

MW: 47206 TM: 1 [P] Nhiém Sic Thé Gen: 17p13.3).

(32) CD72 (su biét hda té bao B khang nguyén CD72, Lyb-2); 359 aa, pl: 8,66,
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MW: 40225, TM: 1
5 [P] Gen Nhiém Sic Thé: 9p13.3).

(33) LY64 (Khang nguyén té bao lympho 64 (RP105), protein mang typ I ctia ho

doan 13p giau loxin

(LRR), diéu hoa sy hoat héa t& bao B va su chét theo chuong trinh, su méit chic

nang c6 lién quan

dn hoat tinh bénh ting 1én & dbi tugng bi bénh méc luput ban dé hé thdng); 661
aa, pl:

6,20, MW: 74147 TM: 1 [P] Gen Nhiém Sic Thé: 5q12).

(34) FcRH1 (protein gidng thu thé Fc 1, thu thé gia dinh déi véi mién Fe globulin
mién dich

ma chira cac mién gibng Ig va ITAM typ C2, c6 thé c¢6 vai trd trong su biét héa té
bao lympho B);

429 aa, pl: 5,28, MW: 46925 TM: 1 [P] Gen Nhidm Sic Thé: 1q21-1q22)

(35) IRTA2 (s chuyén vi thu thé siéu ho globulin mién dich két hop 2,

thu thé mién dich gia dinh véi vai trd ¢6 thé cd tong su phat trién t€ bao B va su

tao u lympho;

su mat diéu hoa cta gen bdi sy chuyén vi x&y ra & mot sO6 bénh 4c tinh t€ bao B);

977 aa, pl:
6,88, MW: 106468, TM: 1 [P] Gen Nhiém Sic Thé: 1q21)
(36) TENB2 (TMEFF2, tomoregulin, TPEF, HPP1, TR,

proteoglycan xuyén mang gia dinh, lién quan dén ho EGF/heregulin ctia yéu tb

sinh truong va follistatin); 374 aa)

(37) PSMA - FOLHI (Folat hydrolaza (khdng nguyén mang dic hiéu tuyén tién
liét) 1)

(38) SST (Thu thé somatostatin; luu ¥ ring chung c6 5 kiéu phu)

(38.1) SSTR2 (Thu thé somatostatin 2)
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(38.2) SSTRS5 (Thu thé somatostatin 5)

(38.3) SSTR1

(38.4) SSTR3

(38.5) SSTR4

AvB6 - C4 hai tiéu don vi (39+40)

(39) ITGAV (Integrin, alpha V)

(40) ITGB6 (Integrin, beta 6)

(41) CEACAMS (phén tir dinh té bao lién quan dén khang nguyén ung thu phoi 5)
(42) MET (tién gen gy ung thu met; thu thé yéu t6 sinh trudng té bao gan)

(43) MUCI1 (Mucin 1, két hop bé mat té bao)

(44) CA9 (Carbonic anhydraza IX)

(45) EGFRVIII (Thu thé yéu t6 sinh truéng bidu bi (EGFR), bién thé phién mi 3,
(46) CD33 (Phan tir CD33)

(47) CD19 (Phan tr CD19)

(48) IL2RA (Thu thé interleukin 2, alpha); Trinh ty tham chiéu NCBI:
NM_000417.2);

(49) AXL (Tyrosin kinaza thu thé AXL)

(50) CD30 - TNFRSF8 (Siéu ho thu thé yéu té hoai tir khdi u, thanh vién 8)

(51) BCMA (Khéng nguyén dot bién té bao B) - TNFRSF17 (Siéu ho thu thé yéu
t6 hoai tir khéi u, thanh vién 17)

(52) CT Ags - CTA (Khang Nguyén Tinh Hoan Ung Thu)

(53) CD174 (Lewis Y) - FUT3 (fucosyltransferaza 3 (galactosit 3(4)-L-
fucosyltransferaza, nhém mau Lewis)

(54) CLEC14A (ho mién lectin typ C 14, thanh vién A; M3 s truy cap Genbank
NM175060)

(55) GRP78 - HSPAS5 (protein 70kDa sbc nhiét 5 (protein diéu hoa glucoza,

78kDa)
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(56) CD70 (Phan tir CD70) L08096

(57) Khang nguyén dac hiéu té bao gbe. Vi du:

* 5T4 (xem muc (63) duéi day)

* CD25 (xem muc (48) & trén)

° CD32

« LGR5/GPR49

« Prominin/CD133

(58) ASG-5

(59) ENPP3 (Ectonucleotit pyrophosphataza/phosphodiesteraza 3)

(60) PRR4 (Giau prolin 4 (lacrimal))

(61) GCC - GUCY2C (guanylat xyclaza 2C (thu thé ddc t6 rudt on dinh nhiét)

(62) Liv-1 - SLC39A6 (ho chit mang chit tan 39 (chat van chuyén kém), thanh
vién 6)

(63) 5T4, Glycoprotein 14 nudi phoi, TPBG - TPBG (glycoprotein 14 nudi phéi)

(64) CD56 - NCMA1 (Phan tir dinh té bao than kinh 1)

(65) CanAg (Khang nguyén két hop khdi u CA242)

(66) FOLR1 (Thu thé folat 1)

(67) GPNMB (Glycoprotein (xuyén mang) nmb)

(68) TIM-1 - HAVCR1 (Thu thé té bao virut viém gan A 1)

(69) RG-1/Mindin dich khéi u tuyén tién liét - Mindin/RG-1

(70) B7-H4 - VTCN1 (mién V-set chira chét e ché hoat héa té bao T 1

(71) PTK7 (Protein PTK7 tyrosin kinaza 7)

(72) CD37 (Phén tir CD37)

(73) CD138 - SDC1 (syndecan 1)

(74) CD74 (Phan t¢ CD74, phtc hgp tuong thich moé chu yéu, chudi khong bién
dbi 16p I0)
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(75) Claudin - CL (Claudin)
(76) EGFR (Thu thé yéu t6 sinh truéng biéu bi)

(77) Her3 (ErbB3) - ERBB3 (chét ddng ding gen gdy ung thur virut gdy bénh bach
ciu nguyén hdng cau v-erb-b2 3 (¢ chim))

(78) RON - MSTIR (thu thé kich thich dai thuc bao 1 (tyrosin kinaza lién quan

dén c-met))
(79) EPHA2 (thu thé EPH A2)
(80) CD20 - MS4A1 (4 mién mé rdng qua mang, ho phu A, thanh vién 1)
(81) Tenascin C - TNC (Tenascin C)
(82) FAP (Protein hoat héa nguyén bao soi, alpha)
(83) DKK-1 (Chét ddng dang Dickkopf 1 (Xenopus laevis)
(84) CD52 (Phan tir CD52)
(85) CS1 - SLAMF7 (ho SLAM thanh vién 7)
(86) Endoglin - ENG (Endoglin)
(87) Annexin Al - ANXA1 (Annexin Al)
(88) V-CAM (CD106) - VCAMI (Phan tir dinh té bao mach mau 1)
Khéng nguyén két hop khbi u khac va khang thé cing ngudn dugc quan tim 13:
(89) ASCT?2 (chat van chuyén ASC 2, con duoc biét dén dudi dang SLC1AS5).

Khang thé ASCT2 dugc mb ta trong WO 2018/089393, duoc két hop trong ban
mod ta ndy dé tham khao

Chét lién két t& bao c6 thé duoc gin nhin, vi du d&é hd tro su phat hién hodc su
tinh ché cta dugc chit trude khi két hop dudi dang thé tiép hop, hodc duéi dang mot
phin cua thé tiép hop. Nhén c6 thé 13 nhan biotin. Theo phuong 4n khéc, chat lién két t
bao ¢6 thé dugc gin nhin bang ddng vi phdng xa.

Phuong phép diéu tri

Thé tiép hop theo sang ché c6 thé dugc st dung trong phuong phép tri liéu. Sang

ché ciing d& cap dén phuong phép diéu tri, bao gbm budc cho dbi twong can didu tri sir
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dung luong hiru hiéu dé didu tri cta thé tiép hop c6 cong thirc IV. Thuét ngit “lugng hiru
hidu @8 didu tri” 12 luong du dé mang lai loi ich cho dbi twong bi bénh. Sy ¢6 lgi nay cé
thé it nhit néu sy cai thién cua it nhét néu mot tridu ching. Lugng thuc sy dugce st dung,
va ty 1€ va thoi gian st dung, s&€ phu thuc vao ban chit va mac d¢6 nghiém trong cia
bénh cin duge didu tri. Viéc ké don didu tri, vi du quyét dinh vé lidu lugng, thudc vé
trach nhiém ciia bac si da khoa va cac bac st diéu tri khéc.

Thé tiép hop c6 thé duoc sit dung mot minh hoic két hop véi cac bién phap diéu
tri khac, ddng thoi hodc tudn ti tiy thudc vao tinh trang bénh cin diéu tri. Vi du vé vide
didu tri va tri liéu bao gdm, nhung khong chi gidi han &, héa tri liéu (viéc st dung céc

dugc chit hoat tinh, bao gbm, vi du thubc); phAu thuat; va xa tri.

Dugc phim theo sang ché, va d8 str dung theo séng ché, c6 thé chira, ngoai thanh
phén hoat tinh, trc 1a thé tiép hop c6 cong thic IV, ta dugc, chét mang, chit dém, chét
1am 6n dinh hoic nguyén liéu khac dugc dung da dugc biét r3 d6i véi nguoi cd hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay. Cac nguyén liéu nay phai khong doc va khdng gay tré ngai
cho hiéu qua cta thanh phan hoat tinh. Ban chét chinh x4c cta chit mang hoic nguyén
liéu khac phu thudc vao dudng st dung, cé thé 1a qua duong miéng, hodc béng cach tiém,

vi du qua da, duéi da, hodc trong tinh mach.

Dugc phém dé sir dung qua dudong miéng cé thé & dang vién nén, vién nang, bot
hodc dich 16ng. Vién nén c6 thé chira chit mang ran hodc chit bd trg. Dugc phidm dang
16ng thuong chira chit mang 1éng nhu nudéc, diu mé, ddu dong vét hoic thuc vat, dau
khoéng hodc dau téng hop. Dung dich nudc mudi sinh 1y, dung dich dextroza hodc sacarit
khéc hodc glycol nhu etylen glycol, propylen glycol hodc polyetylen glycol ¢ thé duoc

bao gdm. Vién nang c6 thé chira chét mang rin nhu gelatin.

Dé tiém trong tinh mach, qua da hoic duéi da, hodc tiém tai vi tri dau, thanh ph?m
hoat tinh & dang dung dich trong nudc chip nhan dugc d sir dung ngoai dudng tiéu héa
ma khéng chira chit gdy sét va c6 do pH, do ding truong va do on dinh thich hop. Nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé diéu ché cac dung dich thich hop bang cach,
vi du, chit din thudc ding truong nhu Dung Dich Tiém Natri Clorua, Dung Dich Tiém
Ringer, Dung Dich Tiém Ringer Lactat. Chéit bao quan, chat on dinh, chat dém, chét

chong oxy héa va/hoic cac chat phu gia khac c6 thé dugc bao gdm, khi can thiét.

Thé tiép hop c6 thé duoc sir dung dé diéu tri bénh ting sinh va bénh tu mién.
25



49225 | 26/126

Thuét ngir “bénh ting sinh” d& cap dén su ting sinh té bao khéng mong mubn hoic mét
kiém soét cia t& bao du hodc bat thudng ma khong dugc mong mudn, nhu, sy phéat trién

khoi u ho#c tang san, du 1a in vitro hay in vivo.

Vi du vé tinh trang bénh tang sinh bao gém, nhung khong chi giéi han &, su ting
sinh té bio lanh tinh, tién 4c tinh, va 4c tinh, bao gdm nhung khong chi gii han &, u va
khdi u (vi du, u mé bao, u than kinh dém, u bao hinh sao, u xuong), bénh ung thu (vi du
ung thu phé)i, ung thu phéi té bao nhd, ung thu da day-rudt, ung thu ruft, ung thu dai
trang, ung thu biéu mé v, ung thu biéu md budng trimg, ung thu tuyén tién liét, ung thu
tinh hoan, ung thu gan, ung thu thin, ung thu bang quang, ung thu tuy, ung thu nio,
sarcom, sarcdm xuong, sarcom Kaposi, u melanin), bénh bach cau, bénh Véy nén, bénh
xuong, rdi loan tang sinh xo (vi du ciia mo lién két), va xo vira dong mach. C4c bénh ung
thu khac duge quan tAm bao gdém, nhung khong chi giéi han &, bénh mau 4c tinh nhu
bénh bach cdu va u lympho, nhu u lympho khong Hodgkin, va kiéu phu nhu DLBCL,
viung ria, vung vé, va naﬁg, u lympho Hodgkin, AML, va cac bénh ung thu khéc c6
nguén géc té bao B hoac té bao T. Loai té bao bét ky co thé duoc diéu tri, bao g@)m
nhung khong chi gi6i hén &, phéi, da day-rudt (bao gdm, vi du rudt, dai trang), vi (tuyén
vi), budng trimg, tuyén tién liét, gan (thudc gan), than (thudc thn), bang quang, tuy, nio,
va da.

Vi du vé& bénh tu mién bao gé)m cac bénh sau day: viém khoép dang thép, bénh mat
myelin tu mién (vi du, da xo clmg, bénh viém nfo va diy cot séng di tmg), viém khép
vy nén, bénh mit do ndi tiét, viém mang giita va ddy mét, luput ban d6 hé thdng, chimg
nhugc co nang, bénh Graves, viém ciu than, rdi loan gan tr mién, bénh viém rudt (vi du,
bénh Crohn), chimg phan vé€, phan g di tng, hdi chimg Sjégren, bénh tidu duong typ L,
X0 gan mat nguyén phat, u hat Wegener, chimg dau xo co, viém da cd, viém bi co, suy da
myén ndi tiét, hoi chirng Schmidt, viém mang mach nho tu mién, bénh Addison, viém
tuyén thuong than, viém tuyén gidp, viém tuyén giap Hashimoto, bénh tuyén gidp tu
mién, thiéu mau 4c tinh, teo da diy, viém gan mén tinh, viém gan dang luput, xo vita
doéng mach, luput ban dé da ban cép, su gidm nang tuyén can giap, hdi ching Dressler,
ching gidm tiéu cu ty mién, bénh xuét huyét giam tiéu cau tu phat, thiéu méu tan huyét,
bénh pemphigut thong thudng, bénh pemphigut, viém da dang herpes, ching rung téc
timg vung, dang pemphigut, xo cing bi, xo cimg bi hé thdng tién trién, hoi chimg

CREST (nét canxi hda, hién tugng Raynaud, r6i loan van dong thuc quén, chai cling dau
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ngoén, va chirng gian mao mach), v6 sinh tu mién & nam gi6i va nit gidi, viém cot séng
dinh khép, viém loét dai trang, bénh moé lién két hon hop, viém nit quanh dong mach,
viém mach hoai tir hé théng, viém da co dia, viém miii di tng, hdi chimg Goodpasture,
bénh Chagas, bénh sarcoit, st thdp khdp, bénh hen, siy thai lién tiép, hoi ching khang
phospholipit, bénh phéi nha ndéng, héng ban da dang, hoi ching hau ph?lu tim, héi chimg
Cushing, viém gan hoat tinh man tinh tu mién, bénh phéi & ngudi nudi chim, hoai tir
thuong bi nhidm ddc, hoi chirng Alport, chimg viém ti phdi, chimg viém tii phdi di tng,
chimg viém tii phdi xo héa, bénh phdi k&, hong ban nit, viém da mui hoai thu, phan tng
truyén, viém dong mach Takayasu, dau co dang thip, viém dong mach thai duong, bénh
sén mang, viém dong mach té bao khéng 16, bénh giun dlia, su nhiém nim aspergillus,
hoi chiing Sampter, bénh eczema, u hat dang lympho, bénh Behcet, hdi chimg Caplan,
bénh Kawasaki, sdt xuét huyét, viém néo tiy, viém mang trong tim, Xo héa mang trong
tim, viém ndi nhan, héng ban ndi cao dai déng, bénh Véy nén, thiu méu tin huyét o tré
so sinh, viém cén mac bach cau 4i toan, hoi ching Shulman, hdi chimg Felty, bénh giun
chi, viém thé mi, viém thé mi man tinh, viém thé mi khéc thoi tri, viém thé mi Fuch, bénh
than IgA, bénh xuit huyét Henoch-Schonlein, bénh manh ghép chéng lai vét chu, bénh
thai bé méanh ghép, bénh co tim, hoi chitng Eaton-Lambert, viém da sun tai dién, bénh
cryoglobulin huyét, bénh tang globulin dai phan tir Waldenstrom, hdi chimg Evan, va suy
tuyén sinh duc tr mién.

Theo mdt s6 phuong 4n, bénh ty mién 13 réi loan cia té bao lympho B (vi du,
luput ban dé hé théng, hdi chiitng Goodpasture, viém khdp dang thép, va bénh tiéu dudng
typ I), t& bao lympho Thl (vi du, viém khép dang thép, da xo cing, bénh vay nén, hoi
chirng Sjdgren, viém tuyén giap Hashimoto, bénh Graves, xo gan mat nguyén phat, u hat
Wegener, bénh lao, hoic bénh manh ghép chéng lai vat chu), hodc té bao lympho Th2 (vi
du, viém da co dia, luput ban dé hé thng, bénh hen co dia, viém gidc mac di Gng, viém
mi di tng, hoi chimg Omenn, xo ctng hé théng, hodc bénh méanh ghép chéng lai vét cha
mén tinh). Thong thudng, réi loan gém té bao phan nhanh gdm rdi loan cia t€ bao
lympho Thi hoic té bao lympho Th2. Theo mdt s6 phuong an, réi loan tr mién 13 rbi

loan mién dich qua trung gian té bao T.

“Dugc chét héa tri liéu” 12 hop chét héa hoc hiru dung trong diéu tri ung thu, bét
ké co ché tac dong nhu thé ndo. Cac 16p cta duge chét hoa tri liéu bao géma nhung khong
chi gi6i han ¢: dugc chét alkyl hoéa, chat chéng chuyén hoéa, alkaloit thuc vat gdy doc
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thoi, khang sinh gdy doc t& bao/khang khéi u, chét tc ché topoisomeraza, khang thé, chét
nhay cam éanh sang, va chit rc ché kinaza. Duoc chit héa tri liéu bao gdm hop chét duge

sir dung trong “diéu tri huéng dich” va héa tri liéu thong thudng.

Vi du vé dugc chit héa tri liéu bao gbém: erlotinib (TARCEVA®, Genentech/OSI
Pharm.), docetaxel (TAXOTERE®, Sanofi-Aventis), 5-FU (flouraxin, 5-flouraxin, CAS
No. 51-21-8), gemxitabin (GEMZAR®, Lilly), PD-0325901 (CAS No. 391210-10-9,
Pfizer), cisplatin (cis-diamin, dicloplatin(II), CAS No. 15663-27-1), carboplatin (CAS
No. 41575-94-4), paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.), trastuzumab (HERCEPTIN®, Genentech), temozolomit (4-metyl-5-oxo- 2,3,4,6,8-
pentazabixyclo [4.3.0] nona-2,79-triene- 9-carboxamit, CAS No. 85622-93-1,
TEMODAR®, TEMODAL®, Schering Plough), tamoxifen ((£)-2-[4-(1,2-diphenylbut-1-
enyl)phenoxy]-N,N-dimetylethanamin, NOLVADEX®, ISTUBAL®, VALODEX®), va
doxorubicin (ADRIAMYCIN®), Akti-1/2, HPPD, va rapamycin.

Vi du khac vé duge chit hoa tri liéu bao gdm: oxaliplatin (ELOXATIN®, Sanofi),
bortezomib (VELCADE®, Millennium Pharm.), sutent (SUNITINIB®, SU11248,
Pfizer), letrozol (FEMARA®, Novartis), imatinib mesylat (GLEEVEC®, Novartis), XL-
518 (chat @c ché Mek, Exelixis, WO 2007/044515), ARRY-886 (chit tc ché Mek,
AZD6244, Array BioPharma, Astra Zeneca), SF-1126 (chit e ché PI3K, Semafore
Pharmaceuticals), BEZ-235 (chét trc ché PI3K, Novartis), XL-147 (chét Gc ché PI3K,
Exelixis), PTK787/ZK 222584 (Novartis), fulvestrant (FASLODEX®, AstraZeneca),
leucovorin (axit folinic), rapamycin (sirolimus, RAPAMUNE®, Wyeth), lapatinib
(TYKERB®, GSK572016, Glaxo Smith Kline), lonafarnib (SARASAR™, SCH 66336,
Schering Plough), sorafenib (NEXAVAR®, BAY43-9006, Bayer Labs), gefitinib
(IRESSA®, AstraZeneca), irinotecan (CAMPTOSAR®, CPT-11, Pfizer), tipifarnib
(ZARNESTRA™, Johnson & Johnson), ABRAXANE™ (khong chira Cremophor), ché
phém hat nano dugc thiét ké albumin cia paclitaxel (American Pharmaceutical Partners,
Schaumberg, 1II), vandetanib (rINN, ZD6474, ZACTIMA®, AstraZeneca),
chloranmbucil, AG1478, AG1571 (SU 5271; Sugen), temsirolimus (TORISEL®,
Wyeth), pazopanib (GlaxoSmithKline), canfosfamit (TELCYTA®, Telik), thiotepa va
xyclosphosphamit (CYTOXAN®, NEOSAR®); alkyl sulfonat nhu busulfan, improsulfan
va piposulfan; aziridin nhu benzodopa, carboquon, meturedopa, va uredopa; etylenimin

va metylamelamin bao gdm altretamin, trietylenmelamin, trietylenphosphoramit,
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trietylenthiophosphoramit va trimetylomelamin; axetogenin (dic biét 1a bullatacin va
bullatacinon); camptothecin (bao gbm chét twong tu topotecan tbng hop); bryostatin;
callystatin; CC-1065 (bao gbdm céc chit tuong tr tdng hop adozelesin, carzelesin va
bizelesin ciia nd); cryptophycin (cu thé 13 cryptophycin 1 va cryptophycin 8); dolastatin;
duocarmycin (bao gdm cac chét twong tw tong hop, KW-2189 va CBI1-TMI);
eleutherobin; pancratistatin; sarcodictyin; spongistatin, mu tat nito nhu chlorambucil,
chlornaphazin, clophosphamit, estramustin, ifosfamit, mechlorethamin, mechlorethamin
oxit hydroclorua, melphalan, novembichin, phenesterin, prednimustin, trofosfamit, mu tat
uraxin; nitrosoure nhu carmustin, clozotocin, fotemustin, lomustin, nimustin, va
ranimnustin; khang sinh nhu khang sinh enediyn (vi du calicheamicin, calicheamicin
gammall, calicheamicin omegall (Angew Chem. Intl. Ed. Engl. (1994) 33:183-186);
dynemicin, dynemicin A; bisphosphonat, nhu clodronat; esperamicin; cling nhu 1a nhém
mang mau neocarzinostatin va nhém mang mau khéng sinh chromoprotein enediyn lién
quan), aclacinomysin, actinomycin, authramycin, azaserin, bleomycin, cactinomycin,
carabicin, carminomycin, carzinophilin, chromomycinis, dactinomycin, daunorubicin,
detorubicin, 6-diazo-5-oxo-L-norloxin, morpholino-doxorubicin, xyanomorpholino-
doxorubicin, 2-pyrolino-doxorubicin va deoxydoxorubicin), epirubicin, esorubicin,
idarubicin, nemorubicin, marcellomycin, mitomycin nhu mitomycin C, axit
mycophenolic, nogalamycin, olivomycin, peplomycin, porfiromycin, puromycin,
quelamycin, rodorubicin, streptonigrin, streptozocin, tubercidin, ubenimex, zinostatin,
zorubicin; chit chéng chuyén héa nhu methotrexat va 5-flouraxin (5-FU); chét tuong tu
axit folic nhu denopterin, methotrexat, pteropterin, trimetrexat; chét tuong tu purin nhu
fludarabin, 6-mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin; chit twong tu pyrimidin nhu
ancitabin, azacitidin, 6-azauridin, carmofur, cytarabin, dideoxyuridin, doxifluridin,
enocitabin, floxuridin; androgen nhu calusteron, dromostanolon propionat, epitiostanol,
mepitiostan, testolacton; khang-thuong thdn nhu aminoglutethimit, mitotan, trilostan;
chit don axit folic nhu axit frolinic; aceglaton; aldophosphamit glycosit; axit -
aminolevulinic; eniluraxin, amsacrin; bestrabucil, bisantren; edatraxat, defofamin;
demecolcin; diaziquon; elfornithin; elliptinium axetat; epothilon; etoglucid; gali nitrat;
hydroxyure; lentinan; lonidainin; maytansinoit nhu maytansin va ansamitocin;
mitoguazon; mitoxantron; mopidanmol; nitraerin; pentostatin; phenamet; pirarubicin;

losoxantron; axit podophyllinic; 2-etylhydrazit; procarbazin; phirc hgp polysacarit PSK®
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(JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxan; rhizoxin; sizofiran; spirogermanium; axit
tenuazonic; triaziquon; 2,2°,2”-triclotrietylamin; trichothecen (dic biét 1a doc b T-2,
verracurin A, roridin A va anguidin); urethan; vindesin; dacarbazin; mannomustin;
mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gaxytosin; arabinosit (“Ara-C”); xyclophosphamit;
thiotepa; 6-thioguanin; mercaptopurin; methotrexat; chét tuong tu platin nhu cisplatin va
carboplatin; vinblastin; etoposit (VP-16); ifosfamit; mitoxantron; vincristin; vinorelbin
(NAVELBINE®); novantron; teniposit; edatrexat; daunomycin; aminopterin; capecitabin
(XELODA®, Roche); ibandronat; CPT-11; chit Gc ché topoisomeraza RFS 2000;
diflometylornithin (DMFO); retinoit nhu axit retinoic; va mudi, axit va din xuét dugc

dung ctia chit bt ky trong sb cac chat néu trén.

“Dugc chat héa tri liéu” cling bao gdm: (i) dugc chit khang hormon ma hoat dong
dé didu hoa hodc e ché tac dong hormon trén khéi u nhu khéng-estrogen va chit diu
bién thu thé estrogen chon loc (SERM), bao gém, vi du, tamoxifen (bao gém
NOLVADEX®; tamoxifen xitrat), raloxifen, droloxifen, 4-hydroxytamoxifen, trioxifen,
keoxifen, LY117018, onapriston, v FARESTON® (toremifin xitrat); (ii) chét tc ché
aromataza ma ¢ ché enzym aromataza, ma diéu hoda su san xuat estrogen & tuyén thuong
thdn, nhu, vi du, 4(5)-imidazol, aminoglutethimit, MEGASE® (megestrol axetat),
AROMASIN® (exemestan; Pfizer), formestanie, fadrozol, RIVISOR® (vorozol),
FEMARA® (letrozol; Novartis), va ARIMIDEX® (anastrozol; AstraZeneca); (iii)
khang-androgen nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolit, va goserelin; cling nhu 1a
troxaxitabin (cht tuong tr 1,3-dioxolan nucleosit xytosin); (iv) chédt rc ché protein
kinaza nhu chit tc ché MEK (WO 2007/044515); (v) chit trc ché lipit kinaza; (vi)
oligonucleotit dbi nghia, cu thé 12 cac chit ma wc ché sy biéu hién cia gen trong cac con
duong truyén tin hiéu an dudi sy ting sinh té bao bét thuong, vi du, PKC-alpha, Raf v
H-Ras, nhu oblimersen (GENASENSE®, Genta Inc.); (vii) ribozym nhu chat tic ché biéu
hién VEGF (vi du, ANGIOZYME®) va chat rc ché biéu hién HER2; (viii) vic xin nhu
vic xin liéu phap gen, vi du, ALLOVECTIN®, LEUVECTIN®, vi VAXID®;
PROLEUKIN® rIL-2; chit twc ché topoisomeraza 1 nhu LURTOTECAN®;
ABARELIX® rmRH; (ix) chit chdng tao mach nhu bevacizumab (AVASTIN®,
Genentech); va mubi, axit va din xuét duoc dung cia chit bat ky trong sé cac chét néu
trén.

Cling dugc bao gdm trong dinh nghia vé “duoc chat héa tri liéu” khang thé tri liéu
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nhu alemtuzumab (Campath), bevacizumab (AVASTIN®, Genentech); cetuximab
(ERBITUX@, Imclone); panitumumab (VECTIBIX®, Amgen), rituximab (RITUXAN®,
Genentech/Biogen Idec), pertuzumab (OMNITARG™, 2C4, Genentech), trastuzumab
(HERCEPTIN®, Genentech), tositumomab (Bexxar, Corixia), va thé tiép hop dugc chét
khang thé, gemtuzumab ozogamicin (MYLOTARG®, Wyeth).

Khang thé don dong nhan tao v6i tiém ning tri liéu lam dugc chit héa tri lidu két
hop v6i thé tiép hop theo sang ché bao gdm: alemtuzumab, apolizumab, aselizumab,
atlizumab, bapineuzumab, bevacizumab, bivatuzumab mertansin, cantuzumab mertansin,
cedelizumab, certolizumab pegol, cidfusituzumab, cidtuzumab, daclizumab, eculizumab,
efalizumab, epratuzumab, erlizumab, felvizumab, fontolizumab, gemtuzumab
ozogamicin, inotuzumab ozogamicin, ipilimumab, labetuzumab, lintuzumab, matuzumab,
mepolizumab, motavizumab, motovizumab, natalizumab, nimotuzumab, nolovizumab,
numavizumab, ocrelizumab, omalizumab, palivizumab, pascolizumab, pecfusituzumab,
pectuzumab, pertuzumab, pexelizumab, ralivizumab, ranibizumab, reslivizumab,
reslizumab, resyvizumab, rovelizumab, ruplizumab, sibrotuzumab, siplizumab,
sontuzumab, tacatuzumab tetraxetan, tadocizumab, talizumab, tefibazumab, tocilizumab,
- toralizumab, trastuzumab, tucotuzumab celmoleukin, tucusituzumab, umavizumab,

urtoxazumab, va visilizumab.
Ché pham

Mic du c6 thé st dung (vi du, sir dung) thé tiép hop mot minh, thudng t6t hon 1a

thé hién né dudi dang ché pham hodc ché pham.

Theo mot phuong én, ché phém l1a dugc phém (vi du, ché phém, chit diéu ché,
thudc) chira thé tiép hop, nhu duge mo t& trong badn mo ta nay, va chét mang, chét pha

lodng, hodc ta dugc dugc dung.

Theo mdt phuong 4an, ché phém la duoc phém chira it nhit néu mot thé tiép hop,
nhu dugc mo ta trong ban mo ta ndy, cung vé1 mdt hoac nhiéu thanh phan duoc dung
khac da duoc bibt r6 dbi véi nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc niy, bao gdm,
nhung khong chi giéi han &, chét mang, chét pha lodng, t4 duoc, chét bd tro, chét don,
chit dém, chit bao quéan, chit chéng oxy hoéa, chét 1am tron, chit 1am 6n dinh, chit lam
tan, chét hoat dong bé mit (vi duy, chit 1am ém), chét che giéu, chét tao mau, chét tao
huong vi, va chét tao ngot dugc dung.
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Theo mdt phuong an, ché phdm con chira cac duge chét hoat tinh khéc, vi du, cac

dugc chét tri liéu hoic phong ngira khAc.

Chét mang, chét pha losng, t4 dugc thich hop, v.v. c6 thé dugc tim thiy trong tai
liéu dugc ti€u chudn. Xem, vi du, Handbook of Pharmaceutical Additives, 2nd Edition
(eds. M. Ash and 1. Ash), 2001 (Synapse Information Resources, Inc., Endicott, New
York, USA), Remington’s Pharmaceutical Sciences, 20th edition, pub. Lippincott,
Williams & Wilkins, 2000; va Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2nd edition,
1994.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @& cap dén phuong phap bao ché dugc phdm
bao gbm budc phdi tron it nhit néu mot thé tiép hop dwoc gin nhén phéng xa [''C] hoic
hop chét giéng thé tiép hop, nhu dinh nghia trong ban md ta ndy, cing véi mot hoic
nhidu thanh phin duge dung khac di duoc biét rd d6i v6i ngudi cé hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay, vi du, chit mang, chit pha logng, ta dugc, v.v. néu duoc tao ché phim
duéi dang cac don vi roi rac (vi du, vién nén, v.v.), mdi don vi chtra luong dinh trude

(lidu Irgng) ctia hop chét hoat tinh.

Thuit nglr “dugc dung” dugc st dung trong ban mo ta dé chi hop chit, thanh
phén, nguyén liéu, ché phém, dang liéu luong, v.v., ma, trong pham vi danh gid y té hop
1y, thich hop dé sir dung dé tiép xtic v6i mo cia ddi tugng duge quan tAm (vi dy, ngudi)
ma khong gy ddc, kich tng, dép tng di ung, hodc cac van dé hoic bién chimg khac qua
mirc, trong ximg véi ty 1& loi ich/nguy co hop ly. Mdi chit mang, chét pha lodng, t4
duge, v.v. cling phai “chip nhan dugc” theo nghia 1a trong thich véi cac thanh phan khac

ctia che pham.

Ché phim c6 thé duge didu ché bing phuong phéap bit ky di duogc biét 15 trong
linh vuc dugc. Phuong phép nay bao gdm budc két hop hop chit hoat tinh v6i chit mang
ma cAu thanh mdt hodc nhidu thanh phin phu trg. Nhin chung, ché phdm dugc diéu ché
bang cach két hop ddng déu va k¥ hop chét hoat tinh véi chit mang (vi du, chit mang

16ng, chit mang rin da phan chia nhd, v.v.), va sau d6 tao hinh san phim, néu cén.
Ché phim c6 thé dugc didu ché d tao ra su giai phong nhanh hodc cham; sy giai
phéng ngay 1p tic, trl hodn, dugc dinh thoi gian, hodc duy tri; hodc t hop clia ching.

Ché phim thich hop dé st dung ngoai dudng tiéu héa (vi duy, bang cach tiém), bao

gbm dich 1ong (vi du, dung dich, huyén phi) trong nuéc hoic khong trong nuée, ding
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truong, khong gay sbt, tiét trung, trong d6 thanh ph?m hoat tinh dugc hoa tan, dugce tao
huyén pht, hodc duoc cung cép theo cach khéc (vi dy, trong liposom hodc cac vi hat
khac). Dich 16ng nay c6 thé con chira thanh phin dugc dung khéc, nhu chit chéng oxy
héa, chit dém, chit bao quan, chét 1am &n dinh, chit kim him vi khuén, chét tao huyén
phu, chét lam dic, va chét tan ma 1am cho ché phdm déng truong véi mau (hoic dich co
thé thich hop khac) cua abi tugng nhan du kién. Vi du v& ta dugc bao gém, vi du, nudc,
ruou, rugu da chie, glyxerol, dau thue vat, va ta dugce twong tu. Vi du vé chit mang déng
trrong thich hop dé sir dung trong ché phdm nay bao gdm dich tiém natri clorua, Dung
Dich Ringer, hodc Dich Tiém Lactat Ringer. Thong thuong, ndng d6 cia thanh phan hoat
tinh trong dich 16ng ndm trong khoang tir khoang 1 ng/ml dén khoang 10 pg/ml, vi du tir
khoang 10 ng/ml dén khoang 1 pg/ml. Ché phdm c6 thé dugc thé hién trong vat chira kin
don liéu hodc da liéu, vi du, ampun va lo, va cd thé duge luu trix trong diéu kién dong
kho (khé lanh) chi doi héi bd sung chit mang 1ong tiét tring, vi du nuée dé tiém, ngay
trude khi st dung. Dung dich va huyén phi tiém ngay lic st dung c6 thé dugc diéu ché

tir bot, hat, va vién nén tiét trung.
Liéu lugng

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ny hiéu 13 ring lidu Iugng thich hop
ctia thé tiép hop, va ché phdm chira thé tiép hop, c6 thé thay ddi tir ¢6i tuong bi bénh nay
sang d6i tuong bi bénh khac. Viéc xac dinh lidu lugng t6i wu thuong 12 gdm viée 1am can
bing ciia muc d6 cb loi tri liéu chéng lai nguy co hoic tic dung phu cé hai bat ky. Mirc
lidu lwong duge chon sé& phu thudc vao nhiéu yéu t6 bao gdm, nhung khéng chi gidi han
&, hoat tinh cua hop chét cu thé, duong st dung, thoi gian st dung, tdc d6 cua su bai tiét
cta hop chét, khoang thoi gian diéu tri, cac thudc, hop chét, va/hodc nguyén liéu khac
dugc str dung & td hop, mic d6 nghiém trong cda tinh trang bénh, va loai, gidi tinh, tuéi,
khéi lugng, tinh trang bénh, stic khoe chung, va tién st y té trude ddy cua dbi trong bi
bénh. Luogng cta hop chit va dudng sir dung cudi cling 13 tiy theo su suy xét clia bac si,
béc si tha y, hodc thdy thubc 1am sang, mic di thuong 13 lidu lugng s& duoc chon dé dat
dugc néng do6 cuc b tai vi tri tdc ddng ma dat dugc tac dung mong mubn ma khong gay

ra tac dung phu c6 hai hodc gdy doc dang ké.

Viéc st dung co thé duoc thuc hién trong mot lidu, lién tuc hodc gian doan (vi du,

trong cac lidu chia nho & khoang cach thich hop) trong sudt khoang thoi gian diéu tri.



49225 34/126

Phuong phép x4c dinh phuong thirc va lidu lugng hiéu qua nhét cta viée sir dung da duogc
biét r3 dbi v6i ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay va thay déi theo ché phdm
stt dung dé tri liéu, muc dich tri lidu, (c4c) t& bao dich dugc diéu tri, va ddi tuong duoc
diéu tri. Lan st dung don 1& hodc nhiéu 14n sir dung cé thé duoc thuc hién véi mic va mo

hinh lidu lugng duoc chon boi bac st diéu tri, bac si tha y, hodc théy thubc 1am sang.

Nhin chung, lidu lrong thich hop cta hop chét hoat tinh nim trong khoang tir
khoang 100 ng dén khoang 25 mg (thong thudng hon 13 tir khoang 1 pg dén khoang 10
mg) trong mdi kilogam khéi luong co thé cia dbi tugng trong mdi ngdy. Khi hop chét
hoat tinh 12 mubi, este, amit, tién dugc chit, hoic dang tuong tu, lrgng duge sir dung
‘dugc tinh trén co s& hop chit gbe va do vay khdi luong thuc té & duge st dung duge

ting 1én theo ty 1€.

Luong lidu luong dugc md ta & trén c6 thé 4p dung cho thé tiép hop hoidc cho

luong hitu hiéu ctia hop chit c6 thé giai phdng sau khi phan cit gdc lién két.

Dé ngan ngira hodc diéu tri bénh, lidu lrgng thich hop ciia ADC theo sang ché phu
thudc vao loai bénh cin diéu tri, nhu dinh nghia & trén, mirc d¢ nghiém trong va tién trinh
ctia bénh, phan t dugc s dung cho muc dich ngin nglra hay tri liéu, tri liéu trude do,
tién sir 1am sang cua dbi tugng bi bénh va su ddp ing vdi khang thé, va su suy xét cua
bac si tham gia. Phan tir nay thich hgp 1a dugc st dung cho dbi tugng bi bénh vao mot
14n hodc trong mot loat diéu tri. Tuy thudc vao loai va mirc d9 nghiém trong cta bénh, tir
1 pg/kg dén 100 mg/kg hodc 16n hon clia phan tir 13 lidu lugng tmg vién ban dau dé st
dung cho dbi tuong bi bénh, du, vi duy, b?mg mot hodc nhiéu lan st dung riéng r&, hoic
béng cach truyén lién tuc. Dé sir dung 13p lai trong mot vai ngay hodc lau hon, tuy thudc
vao diéu kién, viéc didu tri dugc duy tri cho dén khi x4y ra su kim ham mong mudn cla
triéu chirng bénh. Cac phac d6 liéu khac c6 thé 13 hitu ich. Su tién trién ciia liéu phép nay
d& dang duoc kiém soét bang cac k¥ thuat va thir nghiém thong thuong.

Tai lugng dugc chét

Tai luong duoc chét (p) 13 sb luong trung binh ciia dugc chét trong mbi don vi
phéi tir, c6 thé 1a chét 1ién két t& bao, vi du khang thé.

Sé lwong trung binh cta dugc chét trong mdi khang thé trong ché phim didu ché
ctia ADC tir phan tng tiép hop c6 thé dugc x4c dinh dic diém bang phuong thire thong

thuong nhu UV, HPLC pha dao, HIC, khéi phd, thir nghiém ELISA, va dién di. Sy phan
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bb dinh lrong cia ADC d6i véi p ciing ¢6 thé duge xac dinh. Biang ELISA, gi4 tri trung
binh ciia p trong ché phim diéu ché cu thé ciia ADC c6 thé duge xac dinh (Hamblett et al
(2004) Clin. Cancer Res. 10:7063-7070; Sanderson et al (2005) Clin. Cancer Res.
11:843-852). Tuy nhién, su phan b ctia gi4 tri p (thudc) khong thiy rd dugc bang su lién
két khang thé-khang nguyén va gi6i han phat hién ctia ELISA. Ngodi ra, thir nghiém
ELISA d& phat hién thé tiép hop khang thé-thudc khong xac dinh dugc cac gde thube
duoc gfm véi khang thé & dau, nhu manh chudi ning hodc chudi nhe, hoic cac géc axit
amin cu thé. Trong mat ) truong hop, su tach, tinh ché, va sy xdc dinh dic diém cua
ADC dbng nhét trong d6 p 14 gia tri nhét dinh tr ADC véi cac tai lugng dugc chat khac
c6 thé dat duoc br?mg cac phuong thirc nhue HPLC pha déo hodc dién di. Céc k¥ thudt nay

ciing ¢6 thé 4p dung cho cac loai khac cia thé tiép hop.

Dbi véi mot sb thé tiép hop duoc chit khang thé, p c6 thé bi gi6i han béi s6 luong
cuia vi tri gén trén khang thé. Vi du, khang thé c6 thé chi c6 mot hodc mdt vai nhém thiol
xystein, hodc cé thé chi c6 mét hodc mét vai nhém thiol c6 di kha ning phan tng ma géc
lién két o thé dugc gén qua dé. Tai lugng dugc chét cao hon c6 thé gay ra su két tu, su
khong hoa tan, d¢ ddc, hodc mét kha ning thdm té bao cua thé tiép hop khang thé-thudc
nhét dinh.

Thong thudng, it hon sb lwong 16n nhét theo 1y thuyét ciia gde thude duge tiép hop
v6i khang thé trong phéan tng tiép hop. Khang thé c6 thé chira, vi du, nhiéu gbc lysin ma
khong phan tng v6i Géc lién két Thude. Chi cac nhém lysin phan tng nhét c6 thé phan
g v6i chit phan tng gbc lién két phan Gtng amin. Ngoai ra, chi cdc nhém xystein thiol
phan tng nhit c¢6 thé phan tmg vé6i chit phan tng gdc lién két phan tng thiol. Nhin
chung, khang thé khong chira nhidu, néu c6, nhdém thiol xystein tu do va cé thé phan tmg
c6 thé dugc lién két véi gbe thudc. Hau hét cac gbc xystein thiol trong khang thé ciia hop
chét tdn tai dudi dang cdu disulfua va phai dwoc khir bing duoc chit khir nhu
dithiothreitol (DTT) hoac TCEP, trong diéu kién khir mot phan hodc toan bd. Tai luong
(ty 16 thudc/khang thé) cia ADC cé thé duoc kiém soat theo mot vai phuong thirc khac
nhali, bao gdm: (i) giéi han d6 du mol cta Gde lién két Thube twong quan véi khang thé,
(ii) gi6i han thoi gian hodc nhiét d6 phan tng tiép hop, va (iii) diéu kién khir mot phin
ho#c han ché dbi véi su cai bién xystein thiol.

Céac khang thé nhat dinh ¢ disulfua gitra cac chudi cé thé khir duge, tirc 1a cau
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xystein. Khang thé c6 thé duoc 1am cho ¢ kha ning phan tmg & tiép hop véi chét phan
tng gbc lién két bang cach xit Iy bing dugc chét khir nhu DTT (dithiothreitol). Do d6
mdi cdu xystein tao thanh, theo 1y thuyét, hai chat wa nhan thiol ¢6 kha ning phan tmg.
Céc nhém va nhan khac c6 thé duge dua vao trong khang thé théng qua phin tng cua
lysin v6i 2-iminothiolan (chit phan tng Traut) din dén sy bién déi ciia amin thanh thiol.
'Céc nhém thiol ¢6 kha nang phan Gng c6 thé dugc dua vao trong khang thé (hoic manh
cua chung) béng cach thiét k& mot, hai, ba, bdn, hodc hon bdn géc xystein (vi du, diéu
ché khang thé dot bién chira mot hozc nhiéu gbc axit amin xystein khong tir nhién). US
7521541 huéng dan viée thiét ké khang thé bang cach dua vao axit amin xystein ¢ kha

ning phén Ung.

Axit amin xystein ¢ thé duoc thiét ké tai cac vi tri phan tmg trong khang thé va
khoéng tao thanh lién két disulfua ndi chudi hoic gitta cac phan tir (Junutula, et al., 2008b
Nature Biotech., 26(8):925-932; Dornan et al (2009) Blood 114(13):2721-2729; US
7521541; US 7723485; W02009/052249). Xystein thiol d3 dugc thiét ké c6 thé phan tng
v6i Gbe lien két Thude theo sang ché (tic 13 ¢ cong thirc I) ¢ cac nhém ua dién tir, c6
thé phan tGng thiol nhu maleimit hoic alpha-halo amit dé tao thinh ADC véi khang thé da
duogc thiét ké xystein. Do d6 su dinh vi ctia don vi dugc chét c6 thé dugc thiét ké, dugc
kiém soat, va duoc biét. Tai lurong duogc chét c6 thé duoc kiém soat vi cac nhém xystein
thiol di dugc thiét ké thuong phan tmg véi chit phan img thude-gde lién két & nang sudt
cao. Viéc thiét ké khang thé IgG dé dua axit amin xystein vao bang cach thé tai vi tri don
1& trén chudi ning hodc chudi nhe tao ra hai xystein méi trén khang thé d6i xtng. Tai
luong dugc chat gin bang 2 c6 thé dat duge véi sy gan ddng nhit ciia san pham tiép hop
ADC.

Khi nhiéu hon mot nhém wa nhan hodc wa dién tir cia khang thé phén tng véi Gbe
lién két Thudc, thi san phim thu duoc c6 thé 12 hdn hop cta hop chit ADC vé6i su phan
bd ctia don vi dugc chit duoc gin vao khang thé, vi du 1, 2, 3, v.v.. Phuong phap sic ky
1éng nhu pha déo dang polyme (PLRP) va tuong tac ki nuéc (HIC) cd thé tach cac hop
chit trong hdn hop theo gi4 tr tai luong dugc chit. Cac ché phdm didu ché cia ADC véi
gié tri tai lugng dugc chét (p) don 1é c6 thé dugc phan 14p, tuy nhién, cac ADC gi4 tri tai
luong don 1é ndy c6 thé vin 13 hdn hop ddng nhit béi vi don vi dugce chit c6 thé dugc

gan vao, théng qua goc lién két, tai cac vi tri khac nhau trén khéng the.
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Do d6 thé tiép hop dugc chit khang thé ché phidm theo sang ché ¢ thé bao gdm
hdn hop ciia cac thé tiép hop duge chét khang thé trong d6 khang thé c6 mot hodc nhidu
gbc thube va trong d6 gdc thudc c6 thé duge gin vao khang thé tai cac gbc axit amin

khéc nhau.

Theo mét phuong 4n, s lugng trung binh ciia duoc chit trong mbi chét lién két té
bao nim trong khoang tir 1 dén 20. Theo mét sé phuong an khoang gié tri duge chon tir 1
dén 10, tir 2 d&én 10, tir 2 dén 8, tlr 2 dén 6, va tir 4 dén 10.

Theo mot sb phuong 4n, c6 mot duge chit trong mbi chét lién két té bao.

Quy trinh diéu ché chung

Hop chit c6 cong thic I trong d6 R" ¢6 cong thire Ia ¢ thé dugc tdng hop tir hop

chét ¢6 cong thic 2:
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trong d6 R™" 14 -QH bang céch lién két hop chét c¢6 cong thirc 3:
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hodc dang da hoat hoa cia chung.
Phén tng nay c¢6 thé duoc thuc hién trong didu kién ghép cip amit.

Hop chit c6 cong thirc 2 ¢6 thé dugc tdng hop bang cach khir bao vé ciia hop chit

cé cong thurc 4:
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trong d6 R¥P°' 13 -Q-Prot", trong d6 Prot" 12 nhém bao vé amin.

Hop chét c6 cong thirc 4 ¢6 thé duge tbng hop bang cach ghép cip hop chit c6

cong thuce 5:
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v6i hop chit A3 bang cach sir dung phan ng Friedlander.

Hop chét c6 cong thic 5 ¢6 thé duge tdng hop tir hop chét ¢ cong thirc 6:
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bang cach loai b nhém bao vé trifloaxetamit.

Hop chét c6 cong thire 6 ¢ thé dwoc tdng hop bing cach ghép cap: R“P°-OH vao
hop chét I7.

Hop chit c¢6 cong thirc I trong d6 R ¢6 cong thire Ia hodc Ib c¢6 thé duoc tdng hop
tir hop chét I11 bang cach ghép cip hop chat R*-OH, hoic dang di hoat hda ctia chiing.
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Nhém bao vé amin

Céc nhém bao vé amin d3 dugc biét rd dbi voi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong
lIinh vuc ndy. Tham khdo cu thé dén phén bdc 10 ctia cac nhém bao vé thich hop trong
Greene’s Protecting Groups in Organic Synthesis, Fourth Edition, John Wiley & Sons,
2007 (ISBN 978-0-471-69754-1), pages 696-871.

Céc uu tién khac
Céc uu tién sau day co thé ap dung cho tat cd cac khia canh cua sang ché nhu dugc

md ta & trén, hodc co the lién quan dén khia canh don 1é. Cac wu tién nay c6 thé dugce két

hop vé6i nhau & tb hop bat ky.

QX
Theo mdt phuong 4n, Q 12 gbc axit amin. Axit amin ¢ thé 13 axit amin tr nhién

hodc axit amin khong tu nhién.

Theo mét phuong an, Q dugc chon tir Phe, Lys, Val, Ala, Cit, Leu, Ile, Arg, va
Trp, trong d6 Cit 1a xitrulin.

Theo mét phuong an, Q chira gbc dipeptit. Axit amin trong dipeptit cé thé 13 td
hop bt ky ctia axit amin tw nhién va axit amin khong t nhién. Theo mét s6 phuong én,
dipeptit chira axit amin tr nhién. Trong d6 gbc lién két 1a gdc lién két khong bén
cathepsin, dipeptit 13 vi tri tic dong dé phan cit qua trung gian cathepsin. Khi d6 dipeptit
14 vi trf nhan dién d6i v6i cathepsin.

Theo mot phuong 4n, Q dugc chontir ™ Phe-Lys-°, ™ _Val-Ala- ©°, M
Val-Lys- “°, M _Ala-Lys- “°, ™.val-Cit- ©°, ™_Phe-Cit- “°, ™.Leu-Cit- “°, M._le-

Cit- °, M_phe-Arg- “°, ™. Trp-Cit- “°, va " -Gly-Val- ©°; trong d6 Cit 12 xitrulin.

Tét hon 13, Q duoc chon tir “-Phe-Lys- “°, ™.val-Ala- ©°, M.val-Lys- ©°, M.
Ala-Lys-“° va  M.val-Cit- <.

Tét nhét néu, Q duge chon tir “-Phe-Lys- 2, ™.val-Cit- “° hoidc "™-Val-Ala-
C=0

Céc t6 hop dipeptit khac dugc quan tdm bao gdém: " -Gly-Gly- “°, ™ -Gly-Val-
€0 NH _pro-Pro- “°, va " -Val-Glu- “°.
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Céc td hop dipeptit khac c6 thé dugc sir dung, bao gbm céc t6 hop dipeptit duoc
md ta bdi Dubowchik et al., Bioconjugate Chemistry, 2002, 13,855-869, du’(jé két hop

trong ban mo ta nay dé tham khao.

Theo mdt s6 phuong 4n, Q 14 gbc tripeptit. Axit amin trong tripeptit c6 thé 13 t6
hop bét ky ctia axit amin tu nhién va axit amin khong tu nhién. Theo mét s& phuong 4n,
tripeptit chira axit amin tu nhién. Trong dd gbe lien két 13 gbc lién két khong bén
cathepsin, tripeptit 1a vi tri tic dong @& phén cit qua trung gian cathepsin. Khi d9 tripeptit
13 vi tri nhan dién ddi v6i cathepsin. Goc lién két tripeptit duge dic biét quan tAm 1a: NH_

Glu-Val-Ala-%°, ™_Glu-Val-Cit-°°, ™. Glu-Val-Ala-“°, ™-qGlu-Val-Cit-“°

Theo mot s6 phuong 4n, Q 14 gdc tetrapeptit. Axit amin trong tetrapeptit c6 thé 1a
t hop bét k¥ clia axit amin ty nhién va axit amin khong trr nhién. Theo mét s6 phuong
4n, tetrapeptit chira axit amin ty nhién. Trong do gbc lién két 1a gbc lién két khong bén
cathepsin, tetrapeptit 1a vi tri tdc dong dé phén cit qua trung gian cathepsin. Khi d6
tetrapeptit 1 vi tri nhén dién dbi voi cathepsin. Gbc lién két tetrapeptit dugce ddc biét
quan tam 13: ™ -Gly-Gly-Phe-Gly ©°; va " -Gly-Phe-Gly-Gly “°.

Theo mét sb phuong 4n, tetrapeptit 13: NH_Gly-Gly-Phe-Gly o,

Trong cac dai dién néu trén cla cac goc peptit, NA_ thé hién dAu tan cing N, va -

=0 th& hién diu tin cung C cia gdc. Pau tan cling C lién két v6i NH cua A*.

Glu thé hién gbc cia axit glutamic, tic 1a:

aGlu thé hién gbc cia axit glutamic khi dugc lién két thong qua chudi a, tirc 1a:

O H
%z/o

Theo mot phuong 4n, chudi bén axit amin duoc bdo vé hda hoc, khi thich hop.
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Nhém bao vé chudi bén c6 thé 1a nhém nhu thao ludn & trén. Trinh ty axit amin d& dugc
béo vé c6 thé phan cit duoc bang enzym. Vi du, trinh tu dipeptit chira gbc Lys dugc bao

vé chudi bén bang Boc c6 thé phan cat dugc bang cathepsin.

Céc nhém bao vé d6i v6i chudi bén cla axit amin d3 duoc biét 18 trong linh vuc

va duoc mo ta trong Danh Muc Novabiochem, va nhu dugc md ta & trén.
Gl

G* ¢4 thé dugc chon tir

% Vi
\ O
0 /
N o —~0
it
_Ar Br
L12 N L7
Q
0]
]
_0
@) Q T G \
\ L O
0
S— S%
\
Gl 4 N GY N3
G) G5 e
(NO)
trong d6 nhém NO, la tuy y
s
(NOy) "
trong d6 nhém NO, 3 tuy ¥
T &
(G2 C (G / /
/N
N "~
sl ».
trong d6 nhém NO, la tuy y
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(G54 (GH2)
O,N
trong d6 nhéom NO, la tuy y
/O
N=p
—X X
GL4 GL13
G Hal N G %;\ N)ﬁ‘
Trong d6 Hal =1, Br, Cl
(GLS) Hal / (GL14) H 2 N ~ O}"s
o

trong do Ar thé hién nhém Csg arylen, vi du phenylen, va X thé hién Cy4 alkyl.
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Theo mot sd phuong an, G* dugc chon tir G va GM2. Theo mot sb phuong an

trong sd cac phuong 4n nay, G- 1a GM.

GLL

G™ ¢4 thé dugce chon tir

(0] CB/':‘{ N
LL1-1 cBA \\ )L“ LL8-1 N™ SN
G F@ G g@/
\O
O N CBA
(GLLI-Z) ) /Ar}r’ (GLLS-Z) N//\ N)S’
\\O
0]
LL2 CBA \ 0 f{N/ N\\N
G N G™ \:g/
(0]
\O cBA
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CcBA
H
(G }_>_ N (GH
0 M
O
(G55) CBAE_( (GH1?) -'f ~

(GH) CBA% /; (GH)

(GLL7) = (CLLM) cBA H }’x
J *g{ ~ 0

trong d6 Ar thé hién nhém Cs.g arylen, vi du phenylen va X thé hién Cy4 alkyl.

LL1-1 .+ ~LLI-2
G va G

Theo mdt ) phuong 4n, G duoc chon tur . Theo mot s phuong

4n trong sb céc phuong 4n nay, G 1a GM'.
X

X la:

trong d6a=1tr 0 &n 5, bl =tir 0 dén 16, b2 =tir 0 &n 16, c =0 hodc 1, d = tir 0
dén 5, trong do it nhét néu b1 hodc b2 = 0 va it nhit néu c1 hoic c2 = 0.

//

a c6 thé bang 0, 1, 2, 3, 4 hodc 5. Theo mét s§ phuong 4n, a ndm trong khoang tir
0 dén 3. Theo mot sb phuong 4n trong sb cac phuong 4n nay, a bang 0 hoic 1. Theo
phuong én khéc, a bang 0.

bl c6 thé bang 0, 1,2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 hogc 16. Theo mét
s6 phuong 4n, bl nim trong khoang tir 0 dén 12. Theo mot sé phuong 4n trong sb céc

4
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phuong 4n nay, bl nam trong khoang tir 0 dén 8, va co thé béng 0,2,3,4, 5hoic 8.

b2 c6 thé bang 0, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 hoic 16. Theo mot
s6 phrong 4n, b2 nim trong khoang tir 0 d&n 12. Theo mot sd phuong 4n trong sb cac

phwong 4n nay, b2 nim trong khoang tir 0 dén 8, va c6 thé bang 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.
Chi mdt trong sb b1 va b2 ¢6 thé khong bing 0.
c1 c6 thé biang 0 hoic 1.
¢2 c6 thé biang 0 hoic 1.
Chi mét trong sb c1 va c2 ¢ thé khong bing 0.

d c6 thé b?mg 0,1,2,3, 4 hodc 5. Theo mot sb phuong é4n, d nim trong khoang tir
0 dén 3. Theo mdt sb phuong 4n trong sb cic phuong 4n niy, d bing 1 hoic 2. Theo

phuong 4n khéc, d bang 2. Theo phuong 4n khac, d bing 5.

Theo mdt s§ phuong 4n cia X, a bang 0, bl bang 0, cl bang 1, c2 bang 0 va d
bang 2, va b2 ¢6 thé ndm trong khoang tir 0 dén 8. Theo mot s& phuong 4n trong s cac

phuong 4n nay, b2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

Theo mdt sb phuong 4n ciia X, a bang 1, b2 bang 0, cl bang 0, c2 bang 0 va d
béng 0, va bl c¢6 thé ndm trong khoang tir 0 dén 8. Theo mot sé phuong an trong sb cac

phuong 4n nay, bl bang 0, 2, 3, 4, 5 hodc 8.

Theo mdt sb phuong 4n ciia X, a bang 0, bl bing 0, cl bing 0, c2 bang 0 va d
bang 1, va b2 c6 thé ndm trbng khoéang tir 0 dén 8. Theo mét sd phuong 4n trong s cac

phuong 4n nay, b2 béng 0,2,3,4, 5hoac 8.

Theo mdt sb phuong én cta X, bl béng 0, b2 béng 0, cl bﬁng 0, c2 béng 0 va mét
trong s6 a va d bang 0. Chi s6 con lai trong s6 a va d nim trong khoang tir 1 d&n 5. Theo
mdt s& phuong an trong s6 cac phuong 4n nay, chi s6 con lai trong s6 a va d bang 1. Theo

phuong an khéc trong s& cac phuong 4n nay, chi sé con lai trong s6 a va d bing 5.

Theo mét sb phuong 4n ciia X, a bang 1, b2 biang 0, c1 bing 0, c2 bing 1, d bing
2, va bl ¢4 thé nim trong khoang tir 0 dén 8. Theo mot sé phuong an trong sb cac
phuong 4n nay, b2 béng 0,2,3,4, 5 hodc 8.

Theo mét sb phuong an, R" ¢6 cong thirc Ib.

Theo mot sé phuong an, R™" ¢6 cong thic Ib’.
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RM va R™ doc 18p dugc chon tir H va metyl, hodc cing véi nguyén tir carbon lién

két voi chiing tao thanh nhém xyclopropylen hodc xyclobutylen.

Theo mét s6 phwong 4n, ca R™ va R™ déula H.

Theo mdt sb phuong 4n, R 13 H va R 13 metyl.

Theo mot sé phuong 4n, ca R™ va R™ déu 13 metyl.

Theo mét sb phuong 4n, R™ va R™ ciing v6i nguyén tir carbon lién két véi ching

tao thanh nhém xyclopropylen.

Theo mdt sd huong 4an, R™ va R™ cling v6i nguyén ti carbon lién két véi chin
p g guy g

tao thanh nhom xyclobutylen.

Trong nhém Ib, theo mét sb phuong 4n, e bing 0. Theo phuong 4n khic, e bang 1

va nhém nitro ¢4 thé & vi tri c6 san bat ky cda vong. Theo mdt s6 phuong 4n trong so cac

phuong an nay, né & vi tri ortho. Theo cac phuong 4n khdc trong sd cac phuong 4n nay,

nd § vi tri para.

Theo mét s0 phuong 4n cia khia canh thit ndm cua sang ché, dang duoc lam giau

ddng phan d6i anh c6 ty 1 chit ddng phan ddi anh 16n hon 60:40, 70:30; 80:20 hoic

90:10. Theo phuong an khéc, ty 16 chit ddng phan dbi anh 16n hon 95:5, 97:3 hodc 99:1.

Theo mét sb phuong én, R" duge chon tir
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46

46/126



49225 47/126

(ix) N/\[O\
0 L” A

COZH o

A ,( r A r 4 A A A r r L i A
Theo mdt sé phwrong 4n, R™ 13 nhém c6 ngudn gde tir cac nhém R & trén.

Theo mot phurong 4n ctia khia canh thir nhit theo séng ché, hop chét c6 cong thire

! .
Ila:
fe)
o Yy 0,0
P NN
\,.,,«f' N?-,f, e N’?&g’ had ‘“;;Jl"" Ny ot
";t:‘(-,.‘i i

Cac uu tién khac

Theo mdt sb phuwong an, hop chat ¢é cong thire I ¢6 cong thirc I

lP

\ As 5 r r LP 1» A A A A A £ A ‘A A A
va mudi va solvat cia nd, trong d6 R™ 13 gdc lién két d€ ndi véi chat lién ket te

bao, dugc chon tir

(ia):

;’;\ P/”\ Pz la®

b

trong d6
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QF 1a:

(=0 XP
N~ Q\)’E NH
7

, trong dé Q™ 13 nhém sao cho QP 13 gbc axit amin, gbc

dipeptit hoic gdc tripeptit;

XP 1a:

o)
(=0 0 a
N
aP °P ; P
cP R

trong d6 aP =tir 0 dén 5, bP = tir 0 dén 16, cP = 0 hoic 1, dP = tir 0 dén 5;
G" 12 gbc lién két dé ndi vai don vi phéi tir;
(ib):

“ RL1 RLZ
r‘)K/O\><S/S N
|
o

7 b
Noz}
e e

trong 46 RM va R™ doc 1ap dugc chon tor H va metyl, hodc cung véi
nguyén tir carbon ma ching lién két véi tao thanh nhém xyclopropylen hoic
xyclobutylen ; va

e bang 0 hoic 1.

aP c6 thé bing 0, 1, 2, 3, 4 hoic 5. Theo mét sé phuong 4n, aP nam trong khoang
tir 0 d@én 3. Theo mdt s6 phuong 4n trong sd cac phuong 4n nay, aP bang 0 hodc 1. Theo
phuong 4n khéc, aP bang 0.

bP c6 thé bang 0, 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 hodc 16. Theo mot
s6 phuong 4n, b ndm trong khoang tir 0 dén 12. Theo mdt s6 phuong 4n trong sb cac
phuong an nay, bP nim trong khoang tir 0 dén 8, va c6 thé bang 0, 2, 4 hoic 8.

cP c6 thé bang 0 hoic 1.

dP c6 thé bang 0, 1, 2, 3, 4 hoic 5. Theo mét sé phuong 4n, dP nam trong khodng
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tir 0 dén 3. Theo mét sb phuong 4n trong sé cic phuong an nay, dP bing 1 hoic 2. Theo

phwong 4an khéc, dP bing 2.

Theo mdt s6 phuong 4n ciia X', aP bing 0, cP bang 1 va dP bing 2, va bP ¢6 thé
nim trong khoang tir 0 dén 8. Theo mot sé phuong 4n trong sd cac phuong 4n nay, bP
béng 0, 4 hoic 8.

Céc uu tién dbi voi Q™ & trén dbi voi hop chit c6 cong thirc I c¢6 thé 4p dung cho
Q™ khi thich hop.

Céc uu tién dbi vai G&, RY, R™ va e & trén dbi vai hop chét c6 cong thire I c6 thé
4p dung cho hop chit c6 cong thie I

Theo mdt s phuong an, thé tiép hop c6 cong thiic IV ¢b cong thire IVE:

L- (DY), IvFh)

hodc mudi hodc solvat duge dung cta nd, trong d6 L 1a don vi phéi tir (tirc 13, chit

huéng dich), D' 13 don vi duoc chit gde lién két ¢6 cong thirc I

e

R™ 13 gbc lién két dugc nbi véi don vi phdi tir duoc chon tir

(ia’):

O
f’;\QP /H\XF,,GLL laP

trong d6 Q° va X* nhu dinh nghia & trén va G 13 gdc lién két dugc ndi véi don vi
phdi tir; va

(ib’):
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. L1 L2
" R R

;K”/O\><S/E Ib'

trong do R™ va R* nhu dinh nghia & trén; va

p 14 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 20.

Theo mdt sé phuong 4n, hop chit c6 cong thirc I ¢6 cong thirc I

|P2

\ At N ) r r LP 2\ A s A A A A re A A A A
va mubi va solvat ctia né, trong d6 R™? 13 gdc lién két dé nbi véi chat lién két té

bao, duoc chon tir
(ia):
0

.
;{Q/\sz/ la

b2

trong do

Q la:

C(=:’>< X
N/Q\ﬂ)\ NH
H
O

gbc tripeptit hodc gdc tetrapeptit;

, trong d6 Q* 14 nhém sao cho Q 1a gbc axit amin, gbc dipeptit,

X 1a:
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I
G
(=0) M o AWO z
aP2 H
b1P2 b2l dP2
cP2 R

trong d6 aP2 =tir 0 dén 5, b1P2 = tir 0 dén 16, b2P2 =tir 0 dén 16, cP2 = 0 hoic 1,
dP2 = tir 0 dén 5, trong d6 it nhit néu b1P2 hoic b2P2 = 0 (tirc 14 chi mét trong sb bl va
b2 c6 thé khong bing 0);

G" 12 gbc lién két dé ndi v6i don vi phdi ti;
(ib):
L1 L2
N
A° S
ll LNO2}
O

\ e

Ib

trong do RM va R™ doc 18p dugc chon tr H va metyl, hodc cung véi
nguyén tir carbon ma chung lién két v6i tao thanh nhém xyclopropylen hoic
xyclobutylen ; va
e bang 0 hoic 1.
aP2 c6 thé béng 0, 1, 2, 3, 4 hoic 5. Theo mdt s6 phuong 4n, aP2 nam trong
khoang tir 0 dén 3. Theo mot s6 phuong 4n trong s6 cac phuong 4n ndy, aP2 bang 0 hoic
1. Theo phwong 4n khac, aP2 bang 0.
b1P2 c6 thé bang 0, 1,2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 hogc 16. Theo
mdt sb phuong 4n, b1P2 nim trong khoang tir 0 dén 12. Theo mét s6 phuong 4an trong sb
cac phuong 4n nay, b1P2 nim trong khoang tir 0 dén 8, va c6 thé bang 0, 2, 3, 4, 5 hoic
8.
b2P2 ¢4 thé bang 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 hoic 16. Theo
mdt s6 phuong 4n, b2P2 nim trong khoang tir 0 dén 12. Theo mdt s6 phuong 4n trong s6
cac phuong 4n nay, b2P2 nim trong khoang tir 0 dén 8, va c6 thé bing 0, 2, 3, 4, 5 hodc
8.
Chi m6t trong s6 b1P2 va b2P2 c6 thé khong bang 0.

cP2 c6 thé bang 0 hoic 1.
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dP2 cb thé bé'mg 0, 1, 2, 3, 4 hodc 5. Theo mot ) phuong é&n, dP2 nam trong
khoéng tir 0 dén 3. Theo mdt s6 phwong 4n trong sb cac phuong 4n nay, dP2 bang 1 hoic

2. Theo phuong én khac, dP2 bing 2. Theo phwong 4n khac, dP2 bang 5.

Theo mét sb phuong 4n cla X*?, aP2 bang 0, b1P2 bing 0, cP2 bang 1 va dP2
bing 2, va b2P2 c6 thé nim trong khoang tir 0 dén 8. Theo mot sé phuong 4n trong sb
cac phuong 4n nay, b2P2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

Theo mét s§ phuong 4n ciia X*2, aP2 bang 1, b2P2 bang 0, cP2 bing 0 va dP2
bing 0, va b1P2 c6 thé nim trong khoéang tir 0 dén 8. Theo mdt sé phuong 4n trong sb
céc phuong 4n ndy, b1P2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

Theo mét sb phuong 4n cia XP2, aP2 bing 0, b1P2 bing 0, cP2 bang 0 va dP2
bing 1, va b2P2 c6 thé nim trong khoang tir 0 dén 8. Theo mot s6 phuong 4n trong sb
cac phuong 4n ndy, b2P2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

Theo mét s§ phuong an cia X*2 b1P2 bang 0, b2P2 bing 0, cP2 bang 0 va mot
trong sd aP2 va dP2 bang 0. Chi s con lai trong s6 aP2 va d nim trong khoang tir 1 dén
5. Theo mot sb phuong 4n trong sb cac phuong an nay, chi s& con lai trong s6 aP2 va d
bang 1. Theo phuong 4n khac trong sb cac phuong 4n nay, chi s& con lai trong s6 aP2 va
dP2 bang 5.

Céc uu tién dbi v6i QF & trén dbi véi hop chét c6 cong thire I ¢ thé 4p dung cho
Q* trong Céng thirc Ia™, khi thich hop.

Céc wu tién dbi v6i GY, RY, R™ va e & trén d6i v6i hop chét ¢6 cong thirc I ¢ thé
ap dung cho hop chit ¢ cong thirc I72.
Theo médt sb phuong 4n, thé tiép hop c¢6 cong thirc IV c¢6 cong thirc IVF:
L- (DLP2)p (IVPZ)

hodc mudi hoic solvat dugc dung ctia né, trong d6 L 1a don vi phéi tir (tic 13, chét

huéng dich), D' 1a don vi dugc chat gbc lién két ¢ cong thire ITI":
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ZT

LLP2 -

ez

R™*? 13 gbc lién két duge nbi v6i don vi phdi tir duge chon tir

(ia’):

LL
H’E\Q/H\XPZ'G I8

b

trong d6 Q va X** nhu dinh nghia & trén va G™" 13 gbc lién két dugc nbi vai don vi
phdi tir; va

@ib’):

L1 L2
NH R R
K/O\>< S/H b
]
)
trong do R™ va R™ nhu dinh nghia & trén; va
p 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 20.
Vi du thye hién sdng ché
Thoéng tin chung

Séc ky nhanh dugc thuc hién bang cach sir dung Biotage® Isolera™ va c4c phan
doan duoc kiém tra vé do tinh khiét bang cach sir dung sic ky 16p mong (thin-layer
chromatography - TLC). TLC dugc thuc hién bing cach s dung silicagel Merck
Kieselgel 60 F254, véi chit chi thi huynh quang trén dia nhém. Su truc quan hoéa cua
TLC dat duogc béng tia UV.

Céc dung mo6i chiét va sic ky dugc mua va duge st dung ma khdng tinh ché thém
53



49225 54/126

tt VWR UK.

T4t ca cac hoa chit nguyén chét duoc mua tir Sigma-Aldrich trir khi ¢6 quy dinh
khac.

Chét phan tng di peg héa dugc thu ldy tr Quanta biodesign US théng qua
Stratech UK.

Diéu kién LC/MS
Phuong phap A

Phuong phap khéi phd phun dién tir ché d6 duong dugc thuc hién bang cach st
dung Waters Aquity H-class SQD2. |

Céc pha dong dugc st dung la dung méi A (nuée véi axit formic 0,1%) va dung
moi B (axetonitril v6i axit formic 0,1%). Gilr ché phim ban diu 5% B trong 25 gidy, sau
do ting lén tir 5% B dén 100% B trong khoang thdi gian 1 phut 35 gidy. Giit ché phim
trong thoi gian 50 gidy ¢ 100% B, sau d6 quay trd lai 5% B trong 5 gidy va gitt & do
trong 5 gidy. Tong thdi gian cia viéc chay gradien 12 3,0 phit. Téc d6 dong bing 0,8
ml/phut. Budc phat hién dugc thuc hién & budc song béng 254 nm. Cot: Waters Acquity
UPLC® BEH Shield RP18 1,7um 2,1 x 50 mm & nhiét d6 50°C duge hi¢u chinh véi tién
cot Waters Acquity UPLC® BEH Shield RP18 VanGuard, 130A, 1,7um, 2,1 mm x 5

mm.
Phuong phap B

HPLC (Waters Alliance 2695) dugc chay bing cach st dung pha déng ciia nudce
(A) (axit formic 0,1%) va axetonitril (B) (axit formic 0,1%).

Giit ché phdm ban diu 5% B trong 25 gidy, sau d6 tang Ién tir 5% B dén 100% B
trong khoang thoi gian 1 phut 35 gidy. Giir ché phdm trong thoi gian 50 gidy & 100% B,
sau d6 quay trd lai 5% B trong 5 gidy va git ¢ do trong 5 gidy. Téng thoi gian cla viée
chay gradien 12 3,0 phit. Téc d6 dong bing 0,8 ml/phut. Su phat hién chiéu dai budc
séng nim trong khoang: tir 190 dén 800 nm. Cot: Waters Acquity UPLC® BEH Shield
RP18 1,7um 2,1 x 50 mm & nhiét d¢ 50°C dugc hiéu chinh véi Tién c6t Waters Acquity
UPLC® BEH Shield RP18 VanGuard, 130A, 1,7pum, 2,1 mm x 5 mm.

Phuong phap C
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HPLC (Waters Alliance 2695) dugc chay bing cach st dung pha dong cia nude
(A) (axit formic 0,1%) va axetonitril (B) (axit formic 0,1%).

Giit ché phidm ban diu 5% B trong 1 phiit, sau do ting 1én tir 5% B dén 100% B
trong khodng thoi gian 9 phut. Gilr ché phdm trong thoi gian 2 phit & 100% B, sau d6
quay trd lai 5% B trong 0,10 phut va giit & d6 trong thoi gian 3 phut. Téng thoi gian chay
gradien bang 15 phut. Téc d6 dong 0,6 ml/phit. Su phét hién chidu dai budc séng ndm
trong khoang: tir 190 dén 800 nm. Nhiét d¢ 16: 50°C. Cot: ACE Excel 2 C18-AR, 2 p, 3,0
x 100mm.

Diéu kién HPLC

Séic ky 16ng hiéu ning cao siéu nhanh pha dao (UFLC) dugc thyuc hién trén may
Shimadzu Prominence™ bing cach st dung c6t Phenomenex' ™ Gemini NX 5p C18 (&
nhiét d@6 50°C) kich thude: 150 x 21,2 mm. Céc chét rira gidi dugc st dung 1a dung méi
A (H,O véi axit formic 0,1%) va dung méi B (CH5CN véi axit formic 0,1%). T4t ca cac
thi nghiém UFLC dugc thuc hién véi diéu kién gradien: Ché phém ban du 13% B ting
1én dén 30% B trong khoang thdi gian 3 phit, sau d6 ting 1én dén 45% B trong thoi gian
8 phut va lai 1én 100% trong thoi gian 6 phut trudce khi quay trd lai 13% trong thoi gian 2
phit va gift trong thoi gian 1 phiit. Téng thoi gian cla viée chay gradien 13 20,0 phat. Téc
d6 dong bang 20,0 ml/phut va budc phat hién duoc thuc hién & budc séng bang 254 va
223 nm.

Phuong phap NMR

D6 dich chuyén héa hoc proton NMR duge do trén thang delta & 400 MHz bing
cach sir dung Bruker AV400. Céc chit viét tit sau ddy duoc sir dung: s, mtrc don; d, muc
doi; t, mirc ba; q, muc bén; quin, mic ndm; m, mac bdi; br, rong. Cac hing sb ghép cdp

dugc bao céo theo Hz.

Téng hop céac hop chat trung gian quan trong
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a) N-(5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit (12)

Hoa tan 5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-amin I1 (8,54 g, 58,0 mmol) trong
diclometan (80 ml). B3 sung trietylamin (18 ml, 129 mmol) va l1am lanh hdn hop xudng
0°C. B4 sung timg giot axetic anhydrit (11,5 ml, 122 mmol), khi hoan thanh viéc bd
sung, 1am 4m hén hop phin tng 1én nhiét d trong phong va khudy trong thoi gian 45
phit, sau d6 thi LCMS chi ra phan tng d3 hoan thanh. Pha loang hdn hop véi CH,Cl,,
rea béng H,0, NaHCO; bido hoa, axit xitric 10%, lam kho pha hitu co trén MgSO,4 va cb
trong chan khong. Nghién nhé chét rin mau tring nhd véi Et,Ofisohexan 1:3 dé thu duoc
12 (10,8 g, 57,1 mmol, Hiéu suit 98%) dudi dang chét rin mau tr‘fmg dugc st dung ma
khong tinh ché thém. LC/MS (phuong phap A): thoi gian Iwu 1,44 phut (ES+) m/z 190
M+ H]"

b) N-(4-nitro-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit (I3)

B sung timg phin N-(5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit 12 (1,00 g,
5,2840 mmol) vao axit sulfuric (15 ml, 281 mmol) & nhiét d6 -5°C. Bb sung timg phin
natri nitrat (450 mg, 5,2945 mmol) vao hdn hop phén tng va khudy trong thoi gian 30
phut & nhiét d6 -5°C sau d6 thi LCMS chi ra phan tng khéng tién trién thém nita. Rét
hdn hop phan mg 1én trén nudc da voi sy 1am lanh bén ngodi, chiét hdn hop trong nude
v6i CH,Cl,, 1am kho pha hitu co trén MgSO, va tinh ché bang Isolera (EtOAc 10-80%
trong isohexan) dé thu duoc hdn hop cia N-(4-nitro-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-

yl)axetamit I3 va N-(2-nitro-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit (956 mg, 4,0811
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mmol, Hiéu suit 77%) duéi dang chit rin miu tring/mau ving. LC/MS (phuong phap
A): thoi gian hru 1,53 phit (ES+) m/z 235 [M + H]™.

¢) N-(4-nitro-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit (I4)

Hoa tan N-(4-nitro-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit I3 (1,01 g, 4,31
mmol) trong axeton (30 ml). B4 sung magie sulfat trong nuéce (3,9 ml, 5,9 mmol, 1,5
mol/l) va 1am lanh hén hop xudng 0°C. B sung timg phan kali permanganat (2,07 g,
13,0 mmol) vao hén hop phan tmg va 1am 4m hdn hop 1én nhiét d6 trong phong va khudy
trong thoi gian 50 phut, sau d6 thi TLC chi ra phan tng d3 hoan thanh. Loc hdn hop phan
Ging qua Xelit, rira chit rn bing CHCI3 va rira hdn hop hitu co thu dugce bang H,0, nuéc
mudi, 1am kh trén MgSO, va tinh ché bang isolera (EtOAc 20-50% trong isohexan) dé
thu dugc hdn hop ciia N-(4-nitro-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit 14 va
N-(2-nitro-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit (709 mg, 2,86 mmol, 66%)
duéi dang chét rin mau tring/mau vang. LC/MS (phuong phap A): thoi gian luu 1,44
phit (ES+) m/z 190 [M + H]"

d) 8-amino-5-nitro-3,4-dihydronaphtalen-1(2H)-on (I5)

Khuay hén hop ctia N-(4-nitro-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit 14
va N-(2-nitro-8—oxo-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen—l-yl)axetémit (709 mg, 2,8561 mmol)
va axit clohydric 6N (7 ml) & nhiét d6 80°C trong thoi gian 2,5 gid, sau d6 thi LCMS chi
ra phan tng d3 hoan thanh. Lam ngudi hon hop phén tng trong bé nudc da va bd sung
dung dich NaOH 6N dén khi d6 pH c6 tinh bazo. Chiét hdn hop trong nuéc véi CH,Cl,,
lam khé pha hitu co trén MgSQO, va c6 trong chan khong. Isolera (EtOAc 0-50% trong
isohexan) tao ra 8-amino-5-nitro-3,4-dihydronaphtalen-1(2H)-on I5 (320 mg, 1,552
mmol, Hiéu sut 54%) dudi dang chét rin mau vang/mau da cam. LC/MS (phwong phép
A): thoi gian luu 1,54 phat (ES+) m/z 207 [M + HJ'

e) 2,2,2-triflo-N-(4-nitro-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit (16)

Hoa tan 8-amino-5-nitro-3,4-dihydronaphtalen-1(2H)-on 15 (430 mg, 2,0854
mmol) trong diclometan (20 ml). Bé sung pyridin (340 pl, 4,20 mmol) va 1am lanh hén
hop xudng 0°C. B sung trifloaxetic anhydrit (590 pl, 4,197 mmol) va khuéy trong thoi
gian 30 phit, sau d6 thi LCMS chi ra phan (ng d3 hoan thanh. Pha lodng hén hop véi
CH,Cl,, rtra biang H,0, 1am kho pha hiru co trén MgSO, va cd trong chin khong dé thu

dugc 2,2,2-triflo-N-(4-nitro-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit 16 (630 mg,
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2,0846 mmol, Hi¢u suit >99%) duéi dang chét rin mau vang, dugc st dung ma khong
tinh ché thém. LC/MS (phuong phap A): thoi gian hru 1,86 phut (ES+) m/z 301X [M -
HY

f) N-(4-amino-8-0xo0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)-2,2 2-trifloaxetamit (I7)

Tao huyén pht kém (2,73 g, 41,7 mmol) trong metanol (80 ml), axit formic (4 ml)
va nuéc (4 ml) va 1am lanh hdn hop xubng 0°C. B sung timg phan 2,2,2-triflo-N-(4-
nitro-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit 16 (568 mg, 2,0865 mmol) va
khudy hdn hop & nhiét d6 0°C trong thdi gian 30 phut, sau d6 thi LCMS chi ra phén g
- da hoan thanh. Loc hdn hop phan tmg, pha loang dich loc biang EtOAc va rira bing
NaHCO; bdo hoa. Lam khé pha hitu co trén MgSO, va ¢ trong chan khong dé thu duoc
N-(4-amino-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl1)-2,2 2-trifloaxetamit 17 (568 mg,
2,0865 mmol, Hiéu suét >99%) duéi dang chit rin mau vang, dugc st dung ma khong

tinh ché thém. LC/MS (phuong phap A): thoi gian lwu 1,65 phit (ES+) m/z 273 [M + H]"

g)  N-(4-axetamido-8-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)-2,2,2-trifloaxetamit
I8)

Hoa tan N-(8-amino-4-oxo-tetralin-5-yl)-2,2,2-triflo-axetamit 17 (568 mg, 2,0865
mmol) trong diclometan (20 ml). B sung trietylamin (580 pl, 4,16 mmol) sau dé la
axetyl clorua (297 pl, 4,173 mmol) va khudy hdn hop trong thdi gian 30 phit, sau d6 thi
LCMS chi ra phan g d4 hoan thanh. Pha loing hdn hop phan tmg bing CH,Cl,, rira
bing H,0, 1am khé pha hiru co trén MgSOy va cb trong chdn khéng d& thu duge N-(8-
axetamido-4-oxo-tetralin-5-y1)-2,2,2-triflo-axetamit I8 (655 mg, 2,084 mmol, Hiéu suét
>99%) dudi dang chit rin mau vang, duoc s dung ma khong tinh ché thém. LC/MS
(phuong phép A): thoi gian Iuu 1,55 phut (ES+) m/z 315 [M + H]

h) N-(4-amino-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)axetamit (I19)

Hoa tan N-(8-axetamido-4-oxo-tetralin-5-yl)-2,2,2-triflo-axetamit 18 (2,77 g, 8,81
mmol) trong metanol (240 ml) va nuéc (17 ml). B6 sung kali carbonat (4,88 g, 35,3
mmol) va khudy hén hop trong thoi gian 1,5 gidr & nhiét d6 50°C, sau d6 thi LCMS chi ra
phan tng da hoan thanh. Lam ngudi hdn hop phan tng, c6 trong chan khong, hoa tan
trong MeOH 10% trong CH,Cl, va rGa béng H,0. Lam kho pha hitu co trén MgSO, va
tinh ché bang sic ky isolera (MeOH 2-15% trong CH,Cl,) dé thu dugc N-(8-amino-1-

oxo-tetralin-5-yl)axetamit 19 (1,20 g, 5,50 mmol, Hiéu suét 62,3%) dudi dang chét rin
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mau vang. LC/MS (phuong phéap A): thoi gian luu 0,98 phut (ES+) m/z 219 [M + H]"

0
/

AcHN

\

i) (S)-N-(9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3’,4°:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)axetamit (110)

Hoa tan N-(8-amino-1-oxo-tetralin-5-yl)axetamit 19 (641 mg, 2,94 mmol, 1,0
duong lugng), (S)-4-etyl-4-hydroxy-7,8-dihydro-1H-pyrano[3,4-f]indolizin-3,6,10(4H)-
trion A3 (840 mg, 3,19 mmol, 1,1 duong lugng) va PPTS (740 mg, 2,95 mmol, 1,0
duong luong) trong toluen (60 ml) va khudy & dong hdi luwu trong thoi gian 3 gio, sau d6
thi LCMS chi ra 19 d3 dugc tiéu thu. Lam ngudi hdn hop phén tng va cb trong chin
khéng. Nghién nhé chét rin thu duge véi axetonitril, sau d6 1a axeton dé thu dugc 110
dudi dang chit rin mau nau véi su tap nhiém TsOH nhé (1,26 g, 96%). LC/MS (phuong
phép A): thoi gian Iwu 1,32 phat (ES+) m/z 447 [M +H]”

1) (S)-4-amino-9-etyl-9-hydroxy-1,2,3,9,12,15-hexahydro-10H,13H-
benzo[de]pyrano[3°,4°:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-10,13-dion (I11)

Hoda tan (S)-N-(9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3°,4°:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)axetamit (I110) (1,26 g, 2,83
mmol, 1,0 duong lugng) trong axit clohydric (6 mol/l) trong H,O (12 ml) va khudy hén
hop trong thoi gian 5 gio & nhiét d§ 80°C, sau d6 thi LCMS chi ra [10 dé@ dugc tiéu thy.
Pha lodng hdn hop phén tmg bang H,0 va cb trong chan khong dé thu duoc (S)-4-amino-
9-etyl-9-hydroxy-1,2,3,9,12,15-hexahydro-10H,13H-
benzo[de]pyrano[3’,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-10,13-dion 111 (1,51 g, 2,85 mmol,
90 % khéi lugng, Hiéu sudt 101%) dudi dang chit rin két tinh mau dé. LC/MS (phuong
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phép A): thoi gian hru 1,36 phit (ES+) m/z 405 [M + HJ'".

Phuong phép tdng hop khac ciia I11

Br S Br SN H
o) - 0 \H/ Xo
o]
12 13 14
H
\/N AN H2N AN

o]

NH, NH»
115 16

H,N

TPC, db tinh khiét va phuong phap thir nghiém dbi véi quy trinh tong hop nay

Thiét bi Thermo U-3000
Cot ACE Excel 3 C18- PEP (3,0 mmx150 mm)
Ld 40°C
Pha dong A: 10mM Amoni Format trong nude d6 pH=3,5
B: CAN
Thoi gian (phit) A%  B%
0,0 90 10
Chuong trinh gradien 20,0 10 90
23,0 10 90
24,0 90 10
30,0 90 10
Thoi gian téi cin bang: 6 phut
Tbc d6 dong 1,0 ml/pht
B6 phén phét hién UV 220 nm
Chét pha loing ACN

a) 5-bromo-8-nitro-tetralin-1-on (I13)
Bb sung dung dich cua kali nitrat (1,15 duong luong, 13,83 g) hoa tan trong axit

sulphuric (Pic, 5,0 thé tich twong dbi, 160 ml) (thdi gian bd sung 4-12 gid, duy tri nhiét
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do dudi 10°C) vao dung dich ctia 5-bromotetralin-1-on (112)(1,0 duong luong, 26,77 g)
trong axit sulfuric (Pic, 5,0 thé tich twong déi, 160 ml) duéi nito. Khi phan tmg da hoan
thanh chuyén hdn hop phén Gmg vio binh thét c¢b chira nuée (36 thé tich tuong dbi, 1,15
1) didu chinh téc @ chuyén dé giir nhiét d6 dudi 10°C. Loc chét rén thu dugc, rira bang
nudc (4,0 thé tich trong dbi, 128 ml) ba 14n va sau d6 1am khé & nhiét 46 ~40°C trong
thoi gian 24 gid. Hoa tan banh khé trong hdn hop cia axeton (2,5 thé tich twong déi, 80
ml) va nude (0,38 thé tich tuong dbi, 12,2 ml) gia nhiét 1én ~75°C va sau d6 lam lanh
xubng ~20°C. L4y chit rin thu duogc ra bang cach loc. Tréo d6i dung moéi thanh etanol
bang céch chung cét va thé tich dung dich gidm xubng 2,0 thé tich twong dbi (64 ml).
Lam lanh dung dich xubng ~25°C va thu gom chét rn thu dwoc bang cach loc. Rira chét
rén bing etanol (1,0 Thé tich Tuong Ddi, 32ml) sau d6 1am khé dudi chan khong & nhiét
d6 40°C dé thu dugc 5-bromo-8-nitro-tetralin-1-on 113 (15,36, 40%) dudi dang chat rin
mau nau; RT 14,0 phut

Phuong phap 1 IPC, d6 tinh khiét va phuong phap thir nghiém dbi v6i bromo-8-

nitro-tetralin-1-on.

Thiét by Thermo U-3000
Cot ACE Excel 3 C18- PFP (3,0 mmx150 mm)
Lo 40°C
Pha dong A: 10mM Amoni Format trong nuéc d6 pH=3,5
B: ACN
Thoi gian (phut) A%  B%
0,0 90 10
Chuong trinh gradien 20,0 10 90
23,0 10 90
24,0 90 10
30,0 90 10
Thoi gian ti cAn bang: 6 phit
Tbc d6 dong 1,0 ml/phut
B6 phén phat hién UV 220 nm
Chét pha lodng ACN

b) N-(8-nitro-1-oxo-tetralin-5-yl)axetamit (114)

Gia nhiét dung dich ctia bromo-8-nitro-tetralin-1-on (I113)(1,0 duong luong, 18,0
g, 90,6% khéi luo’ng/khéi lugng), axetamit (1,2 duong Iluong, 4,72 g),
tris(dibenzylidenaxeton)dipaladi(0) (0,01 duong luong, 0,61 g) va kali photphat (1,4
duong lugng, 19,8 g) trong dioxan (15 thé tich twong d6i, 270 ml) duéi nito 1én ~70°C.
Khi phan tmg da hoan thanh lam lanh dung dich xuéng ~20°C va pha loing bang dioxan
(5 thé tich twong dbi, 90,0 ml) va loc. Tréo dbi dung méi thanh etanol va thé tich giam
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xudng tdng thé tich phan tmg bing 3 thé tich trong d6i (54,0 ml). Lam lanh dung dich
xudng ~20°C v thu gom chét rin thu dugc bang cach loc va rira bang MTBE (metyl tert-
butyl ete) (1,0 thé tich twong ddi, 18,0 ml). Lam kho chét rin dudi chan khong & nhiét 4o
40°C dé thu dugc N-(8-nitro-1-oxo-tetralin-5-yl)axetamit 114 (10,0 g, 60,6%) duéi dang
chét rin mau vang ddm; RT 8,86 phut.

¢) N-(8-amino-1-oxo-tetralin-5-yl)axetamit (I15)

Bd sung paladi hydroxit trén carbon (20% khéi lwong/khdi hugng, 0,15 dwong
lugng, 5,25g) vao dung dich ctia N-(8-nitro-1-oxo-tetralin-5-yl)axetamit (I14)(1,0 duong
luong, 32,6g) trong metanol (40 thé tich twong d6i, 1250mL). Pit hdn hop phan Gng
dudi khi quyén hydro & ~40 psi, & nhiét do ~40°C trong thoi gian 8 gid. Loai bd hydro va
thay thé bang nito va loai bo chit xic tac bang cach loc qua xenluloza, rira xenluloza
béng metanol (4,0 thé tich twong d6i, 130ml). Lam gidm thé tich dung dich xubng 4,0 thé
tich trong dbi bang cach chung cit va sau d6 pha loing biang MTBE (4 thé tich tuong
dbi, 130ml). Thu gom chét rin thu dugc bang cach loc, rira bing MTBE (2 thé tich twong
abi, 65ml) va lam kho dudi chan khong & nhiét 4o 40°C dé thu duoc N-(8-amino-1-o0x0-
tetralin-5-yl)axetamit 115 (21,1g, 77,8%) duéi dang cht rin mau xanh xam; RT 5,44
phut.

d) 5,8-diaminotetralin-1-on (I16)

Git dung dich cta N-(8-amino-1-oxo-tetralin-5-yl)axetamit (I15)(1,0 duong
lugng, 10,0 g) trong axit clohydric (5M, 6,0 thé tich twong dbi, 60 ml) & nhiét d6 ~90°C
trong thoi gian 3 gi¢. Lam gidm nhiét do xubng 25°C va bd sung natri hydroxit (2M, 4,0
thé tich twong d6i, 40ml) dén khi dat duge d6 pH 10,0, duy tri nhiét d6 25°C. Thu gom
chit rin thu dugc bang cach loc va rira bing nude (2,0 thé tich twong dbi, 20 ml). Hoa tan
banh udt trong tetrahydrofuran (60 thé tich twong ddi, 600 ml) va loc. C6 dung dich dén
5,0 th tich twong d6i va bd sung heptan (20 thé tich twong d6i, 200 ml). C6 dung dich
dn 10,0 thé tich twong dbi va bd sung thém heptan (20 thé tich twong déi, 200 ml), va
sau d6 lai 1am giam thé tich xudng 10,0 thé tich trong d6i. Thu gom chit rin thu dugc
bang cach loc va rira bing heptan (5,0 thé tich twong d6i, 50 ml). Lam kho chét rin duéi
chin khong & nhiét 46 40°C trong thoi gian 17 gio dé thu dugc 5,8-diaminotetralin-1-on
(116) (6,90g, 82,7%) dudi dang chit rin mau vang; 1H NMR (400 MHz DMSO-d6)
ppm 1,82 (m, 2H), 2,38 (t, J=2,0 Hz, 2H), 2,47 (t, J=2,0 Hz, 2H), 6,34 (d,J=2,0 Hz, 1H),
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6,68 (d, J=2,0 Hz, 1H); RT 3,90

e) (S)-4-amino-9-etyl-9-hydroxy-1,2,3,9,12,15-hexahydro-10H,13H-
benzo[de]pyrano[3’,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-10,13-dion (I11)

Gitr dung dich cua 5,8-diaminotetralin-1-on (I116)(1,0 duong luong, 5,0g), (4S)-4-
etyl-4-hydroxy-7,8-dihydro-1H-pyrano[3,4-f]indolizin-3,6,10-trion ~ (A3)(1,06 duong
lugng, 7,9g), va pyridinium para-toluensulfonat (1,0 duong luong, 7,2g) trong toluen
(50,0 thé tich trong dbi, 250 ml) & nhiét &9 120°C trong thdi gian 15 gid. Lam gidm thé
tich cta dung dich xudng 2,0 thé tich twong dbi va sau d6 pha lofing bang axetonitril (20
thé tich twong dbi, 100 ml) va nudc (20 thé tich trong ddi, 100 ml). Loc chat pha tron
lodng thu duoc va rira chit rin bang axetonitril trong nuéde (1:1, 20 thé tich trong dbi,
100 ml). Pha tron lodng chét rin véi metanol trong nuée (nude:MeOH 3:1, 40 thé tich
twong dbi, 200 ml), loc va rira bang metanol trong nuéc (1:1, 20 thé tich twong dbi, 100
ml). Pha tron lodng chit rin v&i nuée (60 thé tich twong dbi, 300 ml) & nhiét d6 50°C, loc
va rira bang nude (10 thé tich trong dbi, 50 ml). Pha trén lodng chit ran v6i axetonitril
trong nudc (nude: axetonitril, 1:3, 40 thé tich tuong dbi, 200 ml) & nhiét 4o 30°C, loc va
rira bang axetonitril trong nuée (nude: axetonitril, 1:3, 5 thé tich twong d6i, 50 ml) va sau
d6 1am kho dudi chan khong & nhiét do 40°C dé thu dugc (S)-4-amino-9-etyl-9-hydroxy-
1,2,3,9,12,15-hexahydro-10H,13H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-
10,13-dion (I11) du6i dang chit rin mau tring (5,0g, 43,7%); RT 5,13.

Téng hop 118
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a) tert-butyl (S)-(2-((2-((1-((2-((4-amino-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-

yl)amino)-2-oxoetyl)amino)-1-0xo0-3-phenylpropan-2-yl)amino)-2-oxoetyl)amino)-2-

ZT

118

oxoetyl)carbamat (117)

Hoa tan Boc-GGFG-OH (227 mg, 0,52 mmol) va EEDQ (157 mg, 0,634 mmol)
trong CH,Cl, (25 ml) va khudy hdn hop trong thoi gian 15 phit, dén khi peptit di vao
trong dung dich. Tiép d6 bd sung hop chit 116 (100 mg, 0,56747 mmol) va dé hdn hop
- ¢6 khudly dén khi hoan thanh. Sau 1 gid, thdy phan Gng hoan thanh 90% bang LVMC.
Hdn hop tr& nén dic hon khi san phim v& ra. P& yén hdn hop trong mét gid nita trude
khi hut chan khong dén kho. Hap thu chét thé trong Et,0 (50 ml). Loc chat rin va tiép d6
hép thu trong CH,CL, (50 ml) d tinh ché thém. Loc chét rin va lam kho dé thu duoc sén
phim 117 (273 mg, 0,459 mmol, Hiéu sudt 80,9%) dudi dang chét rdn mau x4m. Dir lidu
phan tich: LCMS 3phut: ES” = 1,46 phut, m/z 595,7 [M + H] ™.

b)  (S)-2-(2-(2-aminoaxetamido)axetamido)-N-(2-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-
dioxo-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-
b]quinolin-4-yl)amino)-2-oxoetyl)-3-phenylpropanamit (I18)

Hoa tan anilin 117 (450 mg, 1,045 mMol), lacton AS (280 mg, 1,064 mMol) va
pyridinium p-toluensulfonat (273 mg, 1,086 mMol) trong toluen (20 ml) va gia nhiét hdn
hop 18n 150°C (hdi lru cao). B6 sung MeOH (4 ml) dé gitip hoa tan hdn hop. Sau 7 gio
hit chan khong phan tng tho dén kho. Tinh ché san phdm thé bing sic ky silicagel
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(CHCly/MeOH, tir 100% dén 65:35) dé thu dugc san phim 118 (259 mg, 0,359 mMol,
hiéu suét 78,1). Dir liéu phan tich: LCMS 3phtt: ES™ = 1,17 phat, m/z 722,8 [M + H]™"

Phuong phap tong hop khéac ciia 116

HoN
F F HoN A
NO, NO, NH:
19 220 21 116

a) 5-flo-8-nitro-tetralin-1-on (120)

Hoa tan 5-flotetralin-1-on 119 (4,7 g, 29 mmol) trong 1/2 lugng cua axit sulfuric
(120 ml) trong binh thét ¢d day tron 3 cb. Khudy hdn hop dén khi tit ca chét rin hoa tan
va sau d6 lam lanh xubng 0-5°C. Trong phéu nhé giot, hoa tan kali nitrat (3 g, 29,6730
mmol) vao ntra con lai cua axit sulfuric (120 ml) & nhiét 46 0-5°C. B4 sung tir tir vao hdn
hop SM d dam bao duy tri dung dich lanh (45 phut). Khudy & nhiét 46 0-5°C dén khi
hoan thanh. Tiép theo dap tit hdn hop phan tmg bang nuéc (250 ml) va dé c6 khudy &
nhiét d§ 0-5°C. Loc chét rin va rira bing nudc (50 ml). Lam kho chit rén trong 10 chin
khong trong thoi gian 2 gio ¢ nhiét d¢ 50°C. Pha tron lodng chét rén tho trong Et,0 qua
dém trude khi 1am lanh xudng 0°C va loc. Rira banh uét bang lugng thém nita ctia Et,0
lanh (50 ml) va dé cho khé trong 16 chan khong & nhiét ¢4 50°C dé thu duge san phim
tinh khiét 120 (5,5 g, 26 mmol, hiéu sudt 92%) dudi dang bot min mau hong nhat. LCMS
(Phuong phap B): ES” = 1,55 phut, m/z 210,1 [M + H] ™.

b) 5-Amino-8-nitro-tetralin-1-on (121)

Hoa tan hop chét 120 (2,7 g, 13 mmol) trong CH;CN (2,5 ml) va bd sung NH,OH
(21 % khéi luong) trong H,0 (8 ml, 40 mmol) vao éng chiu 4p suét kin va gia nhiét 1én
185°C. Ngay khi hoan thanh, chuyén hdn hop vao binh thét ¢ ddy tron va hit chéin
khong. Tinh ché chit thé bing sic ky cot silicagel (CHCly/MeOH; tir 100 dén 99:1) &
thu dugc san phdm tinh khiét 121 (1,1 g, 5,3 mmol, hiéu sudt 41%) du6i dang chét rin
mau den. LCMS (Phuong phép B): ES™ = 1,34 phat, m/z 207,1 [M + H]".

¢) 5,8-diaminotetralin-1-on (I16)

Hoa tan hop chdt 121 (1,35 g, 6,55 mmol) trong hdn hop ctia metanol (20 ml), H,O
(1 ml) va axit formic (1 ml) & nhiét 4o 0°C. B sung tir tir k&m (8,5 g, 130 mmol), ddm
65



49225 66/126

bao gilt nhiét do dudi 40°C. B sung thém mét chit axit formic/H,O (0,5 ml) dé thuc ddy
phén tmg hoan thanh. Loc hdn hgp phén Umg, va pha lodng dich loc bang EtOAc va
CH,Cl, truéc khi hut chan khong. Tai kho chit tho 1én trén sic ky cot silicagel
(CHCL/EtOAc; tir 100 dén 7:3 sau d6 1a CHCly/MeOH; tir 99:1 dén 98:2) dé thu dugc
sén phAm tinh khiét 116 (1,015 g, 5,760 mmol, Hiéu suit 88,0%). LCMS (Phuong phép
B): ES" = 0,2 phiit, m/z khong dugc quan sat thiy.

Vidul

a) Alyl ((S)-3-metyl-1-0x0-1-(((S)-1-0x0-1-((5-0x0-4-(2,2,2-trifloaxetamido)-
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5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)amino)propan-2-yl)amino)butan-2-yl)carbamat (A1)

B4 sung DCC (6,54 g, 31,7 mMol) va HOPO (3,36 g, 30,2 mMol) vao dung dich
cta alloc-Val-Ala-OH (9,09 g, 31,7 mmol) va I7 (7,85 g, 28,8 mMol) trong CH,Cl, (300
ml) & nhiét d6 25°C. P& yén hdn hop thu dugc cé khudy qua dém. Loc chit rin mau
tring duoc tao thanh trong qué trinh phan Ung ra va rira bing CH,Cl, lanh. Rira dich loc
bang nude (150 ml) va nude mudi (150 ml). Lép hitu co duge 1am khé qua MgSOQy,, duge
loc va duge lam bay hoi. Tinh ché san phidm thé bing sic ky silicagel (Hex/EtOAc,
60:40). Lam nhidm san phim A1 d3 duoc phan lap véi DCU dong rira giai (21,1 g, hiéu
sudt 140%). LC/MS (Phuong phép B): ES™ = 1,81 phut, m/z 527,6 [M + H] ™.

b) Alyl ((S)-1-(((S)-1-((4-amino-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)amino)-
1-oxopropan-2-yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-yl)carbamat (A2)

Hoa tan anilin d& duoc bao vé Al (18 g, 34,19 mMol) trong hdn hop cia MeOH
va bd sung H,0 10:1 (165 ml) va K,CO5 (10 g, 72,36 mMol). Khudy hdn hop & nhiét do
50°C dén khi hoan thanh. Hat chan khong hdn hop dén gan nhu khé va hdp thu phan cin
v6i CH,Cl, va rira bang H,0 va nuéc mudi, trude khi 1am khd trén MgSO,, loc va 1am
bay hoi. Tinh ché san phdm thé bing sic ky silicagel (CHCly/MeOH, tir 100% dén 7:3).
Lam nhifm san phdm d3 duoc phén 1ap A2 véi tap chat dong rira gidi (10,71 g, hiéu suét
73%). LC/MS (Phuong phap B): ES™ = 1,46 phut, m/z 431,7 [M + H]",

c) Alyl ((S)-1-(((S)-1-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-
oxopropan-2-yl)amino)-3-metylbutan-2-yl)carbamat (A4)

Hoa tan anilin A2 (450 mg, 1,045 mMol), lacton A3 (280 mg, 1,064 mMol) va
pyridinium p-toluensulfonat (273 mg, 1,086 mMol) trong toluen (20 ml) va gia nhiét hon
hop [én 130°C (hdi luu cao). Thinh thoang bd sung vai giot MeOH aé gitip hoa tan hén
hop. Sau 7 gid hiit chan khong phan tmg thd dén kho. Tinh ché san phdm thd bing sic ky
silicagel (CHCLy/MeOH, tir 100% dén 95:5) dé thu dugc san phim A4 (360 mg, hidu sudt
52,3%). LC/MS (Phuong phéap B): ES™ = 1,51 phut, m/z 658,8 [M + H] ™.

d) Alyl (S)-2-amino-N-((S)-1-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-
oxopropan-2-yl)-3-metylbutanamit (AS5)
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B4 sung piperidin du (642 pul) vao dung dich cia A4 (543 mg, 0,82 mMol) va
PdP(Phs), (89 mg, 0,08 mMol) trong CH,Cl, (15 ml). Pé hdn hop c6 khuly & nhiét dd
trong phong trong thoi gian 20 phut, tai thoi didm d6 phan tmg tién dén hoan thanh (nhu
theo d5i bang LC/MS). Pha lodng hdn hop phén tmg bing CH,Cl, (25 ml) va rtra pha hiru
co bang H,O (25 ml) va nuéce mudi (25 ml). Lam kho pha hitu co trén MgSO,, loc va loai
b6 dung mdi du bing cach bay hoi quay duéi 4p sut giam dé thu dugc san phdm tho A5
dugce st dung nhu vay trong budc tiép theo. LC/MS (Phuong phap B): ES” = 1,15 phut,
m/z 574,6 [M+H]"

e) 1-(3-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)propanamido)-N-((S)-1-(((S)-1-
(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3’,4°:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)- 1-oxopropan-2-
yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-y1)-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxaheptacosan-27-amit (1)

BS sung pyridin (83 ul, 1,03 mMol) va Mal-dPEGs-OTFP (767 mg, 1,03 mMol)
vao dung dich cia chét thd A5 (gia dinh 1,03 mMol) trong CH,Cl, kho (50 ml) duéi khi
quyén argon. Khudy phan tmg qua dém va khi phan tng khong hoan thanh b6 sung 0,5
duong luong cia Mal-dPEGs-OTFP d ¢b thic dy phan (mg. Pha lodng phan tng bing
CH,Cl, (25 ml) va rira pha hitu co bang H,O (2 x 50 ml) va nuéc mubi trude khi 1am kh
trén MgSQy, loc va loai bd dung moi duvbf?mg cach bay hoi quay dudi 4p suét giam bing
cach bay hoi quay dudi 4p sudt giam. Tinh ché chét tho bang HPLC pha dao (gradien cia
H,O/CH;CN + FA 0,05%) va 1am kho lanh dé thu duoc 1 (1,189 g, hiéu suit 31% qua 2
buée). LC/MS (Phuong phap B): EST =1,43 phit, m/z 1149,3 [M + H]". LC/MS
(Phwong phép C): ES™ =5,37 phiit, m/z 1149,4 [M + H]".

Vidu?2
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6-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-y1)-N-((S)-1-(((S)-1-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-
10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)- 1-oxopropan-2-
yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-yl)hexanamit (2)

B4 sung axit mal-caproic (56 mg, 0,26 mMol) va EDCLHCI v(51 mg, 0,26 mMol)
vao dung dich cia A5 thé (gia dinh 0,26 mMol) trong CH,Cl, khd (20 ml) dudi khi
quyén argon. Khudy phan tmg qua dém va khi phén tng chua hoan thanh, b6 sung 0,5
duong lugng nita cia axit mal-caproic va EDCL.HCI. Pha lodng phéan tng bing CH,Cl,
(25 ml) va rira pha hitu co bing H,O (2 x 50 ml) va nudc mudi truée khi 1am khé trén
MgSQy, loc va loai bé dung mdi du bang cach bay hoi quay dudi ap sut giam bing cach
bay hoi quay dudi ap sudt giam. Tinh ché chit tho bang sic ky cot silicagel
(CHCly/MeOH 95:5) d& thu duwoc 2 (31,6 mg, hiéu sudt 20% qua 2 budc). LC/MS
(Phuong phap B): ES™ =1,56 phit, m/z 767,8 [M + H]" LC/MS (Phuong phép C)
15phat: ES™ =6,05 phiit, m/z 767,8 [M + H] ™",
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(S)-2-(2-(2-(2-(2-azidoetoxy)etoxy)etoxy)axetamido)-N-((S)-1-(((S)-9-etyl-9-
hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-

benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-oxopropan-2-yl)-3-
metylbutanamit (3)

B6 sung azido-dPEG;-axit (77,5 mg, 0,31 mMol) va EDCLHCI (60 mg, 0,31
mMol) vao dung dich cua A5 tho (gia dinh 0,31 mMol) trong CH,Cl, khé (20 ml) duéi
khi quyén argon. Khudy phan tmg qua dém va khi phén tmg chua hoan thanh, bd sung
0,5 duong lugng nita cua azido-dPEG;-OH va EDCLHCI. Pha lodng phan {mg bing
CH,Cl, (25 ml) va rtra pha hitu co bang H,0 (2 x 50 ml) va nuéc mubi trude khi 1am kho
trén MgSQy, loc va loai bo dung mdi du bang cach bay hoi quay dudi 4p suit giam bang
cach bay hoi quay duéi 4p suét giam. Tinh ché chit tho bing HPLC diéu ché va lam kho
lanh cac phan doan dé thu dugc 3 tinh khiét (92,2 mg, hiéu suit 24,7% qua 2 budc).
LC/MS (Phuong phép B): EST =1,69 phut, m/z 789,9 [M + H]” LC/MS (Phuong phép
C): ES™ =6,68 phiit, m/z 790,0 [M + H]™
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Vidu4

N-((S)-1-(((S)-1-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-
1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-oxopropan-
2-yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-y1)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadec-18-ynamit (4)

B& sung propargyl-dPEGs-axit (56 mg, 0,19 mMol) va EDCL.HCI (37 mg, 0,19
mMol) vao dung dich ctia chit thd A5 (gia dinh 0,19 mMol) trong CH,Cl, khé (10 ml)
dudi khi quyén argon. Khudy phén tmg qua déni va khi phan tmg chua hoan thanh, b
sung 0,5 duong lugng nita cia Propargyl-dPEGs-OH va EDCLHCI. Pha loang phan tung
bing CH,Cl, (25 ml) va rira pha hiru co bang H,O (2 x 50 ml) va nuéc mubi trude khi
lam khoé trén MgSQy, loc va loai bo dung méi du bang cach bay hoi quay duéi 4p suét
giam bang cach bay hoi quay dudi 4p sut giam. Tinh ché chit thé bing HPLC diéu ché
va 1am khd lanh céc phan doan d& thu dugc 4 tinh khiét (22 mg, hi¢u suit 16,7% qua 2
budc). LC/MS (Phuong phéap B): ES™ =1,54 phut, m/z 860,9 [M + H]” LCMS (Phuong
phap C): ES" =5,57 phut, m/z 860,9 [M + H] ",
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(S)-2-(2-(4-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)phenyl)axetamido)-N-((S)-1-
(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-oxopropan-2-yl)-3-
metylbutanamit (5)

B4 sung PM-axetic-OSu (64 mg, 0,19 mMol) vao dung dich cia A5 thé (gia dinh
0,19 mMol) trong CH,Cl, khé (10 ml) duéi khi quyén argon. Phan tng khong tiép dién
nén bd sung DIPEA (51 pl, 0,28 mMol). Khudy phan g dén khi hoan thanh. Pha lofing
hén hop véi CH,Cl, (25 ml) va rira pha hitu co bang H,0 (2 x 50 ml) va nudc mudi trude
khi 1am khé trén MgSOs, loc va loai bd dung mdi du bang cach bay hoi quay dudi 4p
sut giam bang cach bay hoi quay duéi ap sudt giam. Tinh ché chét thd bing HPLC diéu
ché va 1am kho lanh céc phan doan dé thu dugc 5 tinh khiét (2,5 mg, hiéu suét 1,6% qua
2 budc). LC/MS (Phuong phép B): ES* =1,54 phit, m/z 787,7 [M + H]". LC/MS
(Phuong phép C): ES™ = 5,61 phut, m/z 787,8 [M + H]™
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(R)-2-((3-nitropyridin-2-yl)disulfaneyl)propyl ((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-dioxo-
2.3.9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3’,4°:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-
4-yl)carbamat (6)

(i) Hoa tan (2R)-2-[(3-nitro-2-pyridyl)disulfanyl]propan-1-ol A6 (25 mg, 0,1015
mmol, 1,0 duong lugng) trong diclometan (1 ml). B6 sung pyridin (8,5 pl, 0,11 mmol,
1,0 duong luong), sau do 1a triphosgene (11 mg, 0,0370685 mmol, 0,33 duong lugng) va
khudy hén hop du6i Ar trong thoi gian 45 phut, sau d6 thi LCMS (dap tat bing Et,NH)

chi ra su tao thanh ctia carbamat twong ung.

(i) Hoa tan (S)-4-amino-9-etyl-9-hydroxy-1,2,3,9,12,15-hexahydro-10H,13H-
benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-10,13-dion (I11) (43 mg, 0,09026
mmol, 1,0 duong lugng) trong diclometan (2 ml), N,N-diisopropyletylamin (42 pl, 0,241
mmol, 2,7 duong lugng) va pyridin (25 pl, 0,309 mmol, 3,4 duong luong). B6 sung hén
hgp phan tng tir bude (i) va khudy hdn hop trong thdi gian 30 phut, sau d6 thi LCMS chi
ra phan tng d4 hoan thanh. C hdn hgp phén ung trong chan khéng va tinh ché bing sic
ky isolera (MeOH 0-4% trong CH,Cl,) dé thu dugc 6 (22 mg, 0,03256 mmol, Hi¢u suit
36%, QC = 96,8%) dudi dang chit rin mau ving. LC/MS (Phuong phap B): RT = 1,86
phtit, 676,6 [M+H]". |
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O 18
|

6-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-y1)-N-(2-((2-(((S)-1-((2-(((S)-9-etyl-9-
hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3’,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-2-oxoetyl)amino)-1-
0x0-3-phenylpropan-2-yl)amino)-2-oxoetyl)amino)-2-oxoetyl)hexanamit (7)

Hoa tan hop chét I18 (259 mg, 0,3588 mmol) trong CH,Cl, (25 ml). Nguyén liéu
bét dau khong tan hét do d6 bd sung DMA (1 ml). Vi khong quan sat thdy su cai thién, bd
sung DIPEA (68 pl, 0,390 mmol) va tat ca chét ran di vao trong dung dich. B4 sung axit
maleimit caproic (69 mg, 0,358 mmol) va dé hon hop cé khuéy & nhiét do trong phong
qua dém va thoi diém ma phan tich LCMS cho thiy phan tmg d3 hoan thanh. Dép tit hdn
hop phan tmg bang MeOH (2 ml) va hut chan khong dén kho. Tinh ché san phdm tho
bing HPLC didu ché va tiép d6 1am kho lanh dé thu dugc hop chét 7 duéi dang chét rén
mau nau vang nhat (38,2 mg, hiéu suét 11%). Dit liéu phan tich: LCMS 3phit: ES™ =
1,47 phat, m/z 916,2 [M + H]" LCMS 15phut: ES™ = 5,46 phiit, m/z 916,1 [M + H]™".
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0]
” 118

1-(3-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)propanamido)-N-(2-((2-(((S)-1-((2-
(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H- \
benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-2-oxoetyl)amino)-1-
ox0-3-phenylpropan-2-yl)amino)-2-oxoetyl)amino)-2-oxoetyl)-3,6,9,12,15,18,21,24-

octaoxaheptacosan-27-amit (8)

Hoa tan hop chét 118 (70 mg, 0,096 mmol) trong CH,Cl, (5 ml). Nguyén liéu bt
dAu khong tan hét do d6 bd sung DMA (0,5 ml). Vi khong quan sat thdy sy cai thién, bd
sung DIPEA (19 pl, 0,106 mmol) va tAt ca chét rén di vao trong dung dich. B sung Mal-
dPEG,-OH (63 mg, 0,106 mmol) va EDCLHCI (19mg, 0,099 mMol) va d& hdn hop c6
khudy & nhiét d6 trong phong qua dém va thoi diém ma phan tich LCMS cho théy phan
tmg d hoan thanh. Dap tit hdn hop phan tmg bang MeOH (2 ml) va hiit chan khong dén
kho. Tinh ché san phim tho bing HPLC diéu ché va tiép d6 1am khd lanh dé thu dugc 8
duéi dang chit rin mau nau vang nhat (30 mg, hiéu suit 24%). LCMS 3phut: ES™ = 1,44
phat, m/z 1297,6 [M + H]™,
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Vi du 9 - Phuong phép tdng hop khac cia 1

Hoa  tan (S)-4-amino-9-etyl-9-hydroxy-1,2,3,9,12,15-hexahydro-10H,13H-
benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-10,13-dion 111 (371 mg, 0,779
mmol, 1,0 duong luong) trong diclometan (30 ml). B4 sungN,N-diisopropyletylamin (69
ul, 0,396 mmol, 0,51 duong lugng), va axit (25)-2-[[(2S)-2-[3-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[3-
(2,5-dioxopyrol-1-
yl)propanoylamino]etoxy]etoxyletoxyletoxyletoxyletoxy]etoxy]etoxy]propanoylamino]-
3-metyl-butanoyl]amino]propanoic (664 mg, 0,871 mmol, 1,1 duong luong) trong N,N-
dimetylaxetamit (10 ml), sau d6 18 EDCLHCI (226 mg, 1,18 mmol, 1,5 duong lugng) va
khudy hén hop trong thoi gian 2 gid, sau d6 thi LCMS chi ra su bién dbi t6t, nhung ma
phan Umg da nglrng lai. Lam 4m hdn hop phan tng 1én 30°C va khudy trong thoi gian 30
phtt, LCMS chi ra khong c6 su thay dbi do d6 loai bd CH,Cl, trong chan khéng va bd
sung Et,0 vao dung dich DMA thu dugc. Thu gom dau di két tia, loai bé Et,0 trong
chan khong va 13p lai quy trinh két tiia. Tinh ché cac chat két tia két hop bing HPLC
(10-60% B trong A trong thoi gian 13 phut) ¢ thu duge 1 (200 mg, 0,174 mmol, d6 tinh
khiét 98%, Hiéu suit 22%) duéi dang phén can mau vang sau khi [am kho lanh. LC/MS
(phuong phép A): thdi gian luu 1,44 phit (ES+) m/z 1149 [M + HJ
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"H NMR (600 MHz, Cloroform-d) & 8,81 (s, 1H), 7,83 (s, 2H), 7,48 (s, 1H), 7,18
(dd, = 18,7, 7,5 Hz, 2H), 6,69 (s, 2H), 6,43 (s, 1H), 5,68 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 5,27 (d, J
= 16,1 Hz, 1H), 5,03 (d, J = 18,4 Hz, 1H), 4,90 (d, J = 18,4 Hz, 1H), 4,75 (p, ] = 7,2 Hz,
1H), 4,32 (dd, J = 7,4, 5,8 Hz, 1H), 4,05 (s, 1H), 3,83 (t, ] = 7,2 Hz, 3H), 3,78 - 3,68 (m,
3H), 3,68 - 3,57 (m, 31H), 3,53 (t, J = 5,1 Hz, 3H), 3,40 (g, J = 5,3 Hz, 2H), 3,06 - 2,91
(m, 3H), 2,84 (dt, ] = 16,3, 6,2 Hz, 1H), 2,63 (ddd, J = 14,8, 8,5, 4,2 Hz, 1H), 2,57 - 2,44
(m, 4H), 2,30 (dq, J = 13,4, 6,7 Hz, 1H), 2,10 (p, J = 6,4 Hz, 3H), 1,91 (ddt, J = 16,8,
14,3, 7,2 Hz, 3H), 1,54 (d, J = 7,1 Hz, 3H), 1,02 (dd, J = 15,5, 6,9 Hz, 10H).

Vi du 10 - Phuong phap tdng hop khac ctia A2

X NH, <N
116 | A2
Alyl  ((S)-1-(((S)-1-((4-amino-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydronaphtalen-1-yl)amino)-1-
oxopropan-2-yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-yl)carbamat (A2)
B sung EDCLHCI (7,71 g, 31,2 mMol) vao dung dich cda alloc-Val-Ala-OH
(8,49 g, 31,2 mmol) trong CH,Cl, (200 ml) va khudy trong thoi gian 15 phit hodc dén khi
hoa tan. Tiép d6 bd sung 16 (5 g, 28,3 mMol) va dé yén hdn hop thu duge cé khudy dén
khi phan rng da hoan thanh. Loai bd chit bay hoi dué6i 4p sudt giam. Hap thu san phim
thd trong Et,0 (50 ml) va nghién siéu 4m hdn hop trong thoi gian 3 phit. Loc chét rin va
hép thu lai trong CH2CI2 (50 ml), nghién siéu am trong thdi gian 3 phiit va loc lai dé thu
duoc san phdm tinh khiét A2 dudi dang chét rin mau xam (12,21 g, hiéu sudt 79%).

LC/MS (Phuong phép B): ES™ = 1,47 phut, m/z 431,5 [M + H]™,

Vidull
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v a) (9H-fluoren-9-yl)metyl N2-(1-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)-3-oxo-
7,10,13,16,19,22,25,28-octaoxa-4-azahentriacontan-31-0yl)-N5-((S)-1-(((S)-1-(((S)-9-
etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-oxopropan-2-
yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-yl)-L-glutaminat (A7)

B6 sung EDCLHCI (0,10 mmol, 1,2 duong lugng) vao dung dich ctia A5 (0,087
mmol, 1,0 duong lugng) va Mal-PEGg-Glu-OH (0,10 mmol, 1,2 duong lugng) trong
DCM (5 ml) va khudy hén hop thu dugc & nhiét d trong phong qua dém. Lam bay hoi
hdn hop phéan Gng dén khé va tinh ché bang c6t (MeOH/DCM 8-12%) d lai san phdm
dudi dang chit rin mau tring. Hiéu suit = 80 mg (63%). LC/MS (Phuong phép B) rt 1,66
phit m/z (1456,2) M+H.

b)  N2-(1-(2,5-dioxo0-2,5-dihydro-1H-pyrol-1-yl)-3-0x0-7,10,13,16,19,22,25,28-
octaoxa-4-azahentriacontan-31-oyl)-N5-((S)-1-(((S)-1-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-
diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[1,2-
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b]quinolin-4-yl)amino)-1-oxopropan-2-yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-yl)-L-glutamin
€)

B4 sung 1-metylpyrolidin (200 pl) vao dung dich ciia A7 (0,06 mmol) trong DMF
(0,8 ml) va khudy & nhiét do trong phong trong thoi gian 10 phut. Loai bé dung méi dudi
chan khong va tinh ché phin cin bang HPLC diéu ché (MeCN/nude 30% + axit formic
0,05% trong thoi gian 8,5 phtit). Lam kho lanh céc phén doan chira san phim dé thu duge
san phim du6i dang chat rin mau tring nho. Hiéu sut = 23 mg (30%). LC/MS (Phuong
phép B) rt 1,43 phut m/z (1278,4) M+H.

Vi du 12 - Tiép hop
Khéng thé herceptin-C239i

Thiét ké khang thé herceptin dé c6 xystein dugc cai xen gitta cac vi tri 239 va 240
dugc tao ra theo phuong phap dugc mo ta trong Dimasi, N., et al,, Molecular
Pharmaceutics, 2017, 14, 1501-1516 (DOI: 5 10.1021/acs.molpharmaceut.6b00995).

ConjA

B4 sung dung dich 50 mM cua DL-dithiothreitol (DTT) trong nudc mudi dém
photphat d6 pH 7.4 (PBS) (150 duong luong mol/khang thé, 40 micromol, 800 i) vao 10
ml dung dich ctia khang thé herceptin-C239i (40 mg, 267 nanomol) trong chét dém khur
chira PBS va axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) 1 mM va ndng d6 khang thé cubi cung
bing 4,0 mg/ml. D& cho hén hop khir phan tng & nhiét do trong phong trong thoi gian 4
gidr 45 phit (hodc dén khi quan sat thay su khir hoan toan bang UHPLC) trong may lic
qu§ dao vdi lic nhe nhang (60 vong/phit). Trao ddi chit dém cho khang thé di khu,
thong qua ly tdm loc quay, vao chit dém tai oxy héa chita PBS va EDTA 1 mM dé loai
b tit ca duoc chat khir du. Bé sung dung dich 50 mM cia axit dehydroascorbic (DHAA,
20 duong lugng mol/khang thé, 5,33 micromol, 106,7 ul) trong DMSO va dé cho hén
hop tai oxy hoa phan tng trong thoi gian 16 gio ¢ nhiét do trong phong véi lic nhe nhang
(60 vong/phit) & ndng d6 khang thé bing 4 mg/ml (hoic bd sung thém DHAA va dé
phan tmg mot thoi gian nita dén khi quan sat thdy su tdi oxy héa hoan toan cia xystein
thiol dé t4i tao thanh xystein disulfua gifta c4c chudi bang UHPLC). Sau do loc tiét trung
hén hop tai oxy héa va pha lodng trong chit dém tiép hop chira PBS va EDTA 1 mM dbi
v6i ndng d6 khang thé cudi cing bing 3,6 mg/ml. B4 sung Hop chat 1 dudi dang dung

dich DMSO (10 duong lugng mol/khang thé, 1,33 micromol, trong 0,55 ml DMSO) vao
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5,0 ml dung dich khang thé di dugc tii oxy hoa nay (20 mg, 133 nanomol) d6i v6i ndng
d6 DMSO cubi cing 10% (thé tich/thé tich). Tron dung dich trong thdi gian 2 gid & nhiét
d¢ trong phong, sau do dap tit su tiép hop bang cach bd sung N-axetyl xystein (6,67
micromol, 67 pl & 100 mM), sau d6 tinh ché bing cach loc quay vao PBS bang cach st
dung bd loc quay Amicon Ultracell 30 kDa MWCO 15 ml, loc tiét tring va phén tich.

Phén tich UHPLC trén hé thdng Shimadzu Prominence bang cach st dung cot
Thermo Scientific MAbPac 50 mm x 2,1 mm rira giai véi gradien ciia nuéc va axetonitril
trén mau d3 khir cia ConjA & 214 nm va 330 nm (dac hiéu Hop chit 1) thé hién cac
chudi nhe khéng tiép hop va hdn hop ciia cac chudi ning khong tiép hop va cac chudi
ning dugc gin vao phan tir don 1& ctia Hop chit 1, théng nhat véi ty 18 thube véi khang

thé (DAR) ctia 1,89 phén tir cia Hop chét 1 trong mdi khang thé.

Phéan tich UHPLC trén hé théng Shimadzu Prominence bing cach st dung cot
Tosoh Bioscience TSKgel SuperSW mAb HTP 4 um 4,6 x 150 mm (véi cft chin 4 pm
3,0 x 20 mm) rira giai voi chét dém SEC dugc loc tiét trung 0,3 ml/phut chira kali
photphat 200 mM d6 pH 6,95, kali clorua 250 mM va isopropanol 10% (thé tich/thé tich)
trén mAu cia ConjA & 280 nm thé hién do tinh khiét monome bing 98%. Phan tich
UHPLC SEC tao ra ndng dd ctia ConjA cudi ciing & 2,14 mg/ml trong 6,5 ml, thu dugc
khdi lugng cia ConjA 1 13,9 mg (hiéu suit 70%).

ConjA*

Bé sung dung dich 10 mM ctia Tris(2-carboxyetyl)phosphin (TCEP) trong nuéc
mudi dém photphat pH 7,4 (PBS) (10 dwong lugng mol/khéng thé, 400 nanomol, 40 pl)
v30 2,4 ml dung dich cta khang thé Tratuzumab (6 mg, 40 nanomol) trong chat dém khir
chtra PBS va axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) 1 mM va ndng d6 khang thé cudi cling
balmg 2,5 mg/ml. D& cho hdn hop khir phan tmg & nhiét d6 trong phong trong thoi gian 16
gié (Hoéc dn khi quan sét thiy su khir hoan toan bang UHPLC) trong méy lic qu§ dao
v6i The nhe nhang (60 vong/phut). Trao dbi cht dém cho khang thé di khir dung dich (dé
loai b tht ca dugc chét khir du), thong qua ly tAm loc quay, vao chat dém tiép hop chua
PBS va EDTA 1 mM ddi v6i ndng d6 khang thé cudi ciing bang 2,0 mg/ml. B sung Hop
chét 1 dudi dang dung dich DMSO (20 duong luong mol/khng thé, 400 nanomol, trong
0‘, 1.5 ml DMSO) vao 1,35 ml cta dung dich khang thé d3 duoc khtr nay (3 mg, 20
ﬁanomol) d6i v6i ndng 46 DMSO cubi cing 10% (thé tich/thé tich). Tron dung dich
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trong thoi gian 2 gi¢ & nhiét d§ trong phong, sau do dép tit su tiép hop bang cach bd
sung N-axetyl xystein (2 micromol, 20 pl & 100 mM), sau d6 tinh ché théng qua ly tAm
loc quay biang cach sir dung bd loc quay Amicon Ultracell 30KDa MWCO 15ml, loc tiét
trung va phan tich. ‘

Phén tich UHPLC trén hé théng Shimadzu Prominence béng cach st dung cot
Thermo Scientific MAbPac 50 mm x 2,1 mm rira giai véi gradien ctia nudc va axetonitril
trén mAu da khir cia ConjA* & 214 nm va 330 nm (dac hiéu Hop chét 1) thé hién hdn
hop clia céc chudi nhe khong tiép hop, cac chudi nhe duge gin vao phéan tir don 1é ciia
Hop chit 1, cac chudi ning khong tiép hop va cac chudi ning dugc gin vao 1én dén ba
phén tr caa Hop chét 1, théng nhit véi ty 16 thude vai khang thé (DAR) bang 7,89 phan
tir cia Hop chét 1 trong mdi khang thé.

Phan tich UHPLC trén hé thdng Shimadzu Prominence bang cach st dung cot
Tosoh Bioscience TSKgel SuperSW mAb HTP 4 yum 4,6 x 150 mm (v6i cot chin 4 pm
3,0 x 20 mm) rra giai vdi chit dém SEC dugc loc tiét trung 0,3 ml/phat chira kali
photphat 200 mM d6 pH 6,95, kali clorua 250 mM va isopropanol 10% (thé tich/thé tich)
trén mAu cta ConjA* & 280 nm thé hién d6 tinh khiét monome bing 98,5%. Phan tich
UHPLC SEC tao ra ndng d6 ciia ConjA* cubi ciing & 2,02 mg/ml trong 1,25 ml, thu dugc
khéi luong cia ConjA* 13 2,5 mg (hiéu sudt 84%).

ConjB

B4 sung dung dich 10 mM ctia Tris(2-carboxyetyl)phosphin (TCEP) trong nuéc
mudi dém photphat do pH 7,4 (PBS) (10 duong lugng mol/khang thé, 3,56 micromol,
356 ul) vao 11,1 ml dung dich ctia khang thé Tratuzumab (53,4 mg, 356 nanomol) trong
chit dém khor chira PBS, do pH 7,4 va axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) 1 mM va
ndng d6 khang thé cudi cling bing 4,84 mg/ml. P& cho hdn hop khir phan Gng & nhiét do
37°C trong thoi gian 1 gior 30 phit (hodc dén khi quan sat thiy su khir hoan toan bing
UHPLC) trong méy lic qu§ dao véi lic nhe nhang (60 vong/phut). B& sung Hop chit 2
dudi dang dung dich DMSO (15 duong lugng mol/khang thé, 5,1 micromol, trong 1,2 ml
DMSO) vao 10,5 ml cta dung dich khang thé di dugc khir nay (50,8 mg, 339 nanomol)
d6i v6i ndng @6 DMSO cudi cing 10% (thé tich/thé tich). Tron dung dich trong thoi gian
1 gio 30 phiat ¢ nhiét d9 trong phong, sau 46 dap tat su tiép hop béng cach bd sung N-
axetyl xystein (25,4 micromol, 254 pl ¢ 100 mM), sau dé tinh ché trén AKTA™ Start
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FPLC béng cach st dung cot GE Healthcare HiLoad™ 26/600 dugc déng gobi véi véi
Superdex 200 PG, rira gidi véi 2,6 ml/phiit PBS. Gop cdc phan doan tuong Ung véi dinh
monome ConjB, cd va trao dbi chét dém vao chit dém 25 mM Histidin 205 mM Sucroza
d6 pH 6,0 bang cach st dung bd loc quay Amicon Ultracell 50KDa MWCO 15ml, loc
tiét trung va phén tich.

Phan tich UHPLC trén hé thdng Shimadzu Prominence bing cach st dung cdt
Thermo Scientific MAbPac 50 mm x 2,1 mm rra gidi véi gradien cua nude va axetonitril
trén mau d khir ctia ConjB & 214 nm va 330 nm (dac hiéu Hop chit 2) thé hién hdn hop
ctia cac chudi nhe khong tiép hop, cac chudi nhe dugc gin vao phan tir don 1é ctia Hop
chit 2, cac chudi ning khong tiép hop va cac chudi ning duge gin vao 1én dén ba phén tir
ctia Hop chit 2, théng nhét véi ty 16 thudc vé6i khang thé (DAR) bang 7,93 phan tir cia
Hop chat 2 trong mdi khang thé.

Phan tich UHPLC trén hé théng Shimadzu Prominence bing cich st dung cot
Tosoh Bioscience TSKgel SuperSW mAb HTP 4 pum 4,6 x 150 mm (v6i c6t chin 4 um
3,0 x 20 mm) rira giai véi chat dém SEC duoc loc tiét trung 0,3 ml/phat chta kali
photphat 200 mM d6 pH 6,95, kali clorua 250 mM va isopropanol 10% (thé tich/thé tich)
trén mau cia ConjB & 280 nm thé hién d6 tinh khiét monome bing 98,9%. Phan tich
UHPLC SEC tao ra ndng d6 ctia ConjB cudi cing & 2,4 mg/ml trong 16 ml, thu duogc
khdi lugng ciia ConjB 14 38,4 mg (hiéu suit 84%).

ConjC

B6 sung dung dich 10 mM ciia Tris(2-carboxyetyl)phosphin (TCEP) trong nudc
mudi dém photphat pH 7,4 (PBS) (40 dwong lugng mol/khang thé, 11,2 micromol, 1,12
ml) vao 20 ml dung dich ciia khang thé Herceptin-C239i (42 mg, 280 nanomol) trong
chit dém khtr chira PBS va axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) 1 mM va ndng d6 khang
thé cudi ctng bing 2,1 mg/ml. D& cho hén hop khir phan tng & nhiét d6 trong phong
trong thoi gian 16 gio (hodc dén khi quan sat thdy su khir hoan toan bing UHPLC) trong
may lic quy dao véi lac nhe nhang (60 vong/phit). Trao dbi chat dém cho khang thé d3
khir, thong qua ly tim loc quay, vao chit dém tai oxy héa chira PBS va EDTA 1 mM dé
loai bo tit ca dugce chét khir du. B sung dung dich 50 mM cia axit dehydroascorbic
(DHAA; 30 duong lugng mol/khang thé, 7,0 micromol, 141 pl) trong DMSO vao 22 ml
khang thé da trao d6i chat dém da dugc khir nay (35,2 mg, 235 nanomol) va dé cho hdn
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hop tai oxy hda phan tng trong thoi gian 2 gio va 30 phit & nhi€t do trong phong véi lic
nhe nhang (60 vong/phit) & ndng d6 khang thé bing 1,6 mg/ml (hoic bd sung thém
DHAA va dé phan tmg mot thdi gian nita dén khi quan sat thdy su tai oxy héa hoan toan
xystein thiol dé tai tao xystein disulfua gifta cac chudi bang UHPLC). Sau d6 loc tiét
tring hdn hop tai oxy héa. B sung Hop chét 6 du6i dang dung dich DMSO (20 duong
lugng mol/khéng thé, 2,3 micromol, trong 1,36 ml DMSO) vao 11,0 ml dung dich khing
thé d3 duoc tai oxy héa nay (17,6 mg, 117 nanomol) diéu chinh d6 pH bing 1,22 ml
Natri Bicarbonat 1 M déi v6i ndng do DMSO cudi cing 10% (thé tich/thé tich) v natri
bicarbonat 1 M 10% (thé tich/thé tich). Pé cho dung dich phan Gng & nhiét d6 trong
phong trong thdi gian 2 gio véi lic nhe nhang. Sau d6 dap tit su tiép hop bang cach bd
sung N-axetyl xystein (12 micromol, 117 pi & 100 mM), sau d6 tinh ché va trao ddi chét
dém vao chét dém 25 mM Histidin 205 mM Sucroza d6 pH 6,0 bang cach st dung bd loc |
quay Amicon Ultracell 50 kDa MWCO 15 ml, loc tiét trang va phan tich.

Phan tich UHPLC trén hé théng Shimadzu Prominence bing cach sir dung cot rira
giai Sepax Proteomix HIC Butyl-NP5 4,6 x 35 mm 5pm véi gradien cua chét dém natri
photphat 25 mM, amoni sulphat 1,5 M d6 pH 7,4 va 20% axetonitril (thé tich/thé tich)
trong chit dém natri photphat 25 mM do pH 7,4 trén mau nguyén ven cta ConjC & 214
nm va 330 nm (ddc hiéu Hop chit 6) thé hién khang thé khong duoc tiép hop va dugc
tiép hop duoc gin vao mot hodc hai phin tir ctia Hop chét 6, thong nhat véi ty 1¢ thude
véi khang thé (DAR) bang 1,42 phan tir ctia Hop chit 6 trong m&i khang thé.

Phan tich UHPLC trén hé théng Shimadzu Prominence bing cach st dung cét
Tosoh Bioscience TSKgel SuperSW mAb HTP 4 pm 4,6 x 150 mm (véi cot chin 4 pm
3,0 x 20 mm) rira giai v6i chit dém SEC dugc loc tiét trung 0,3 ml/phit chta kali
photphat 200 mM d6 pH 6,95, kali clorua 250 mM va isopropanol 10% (thé tich/thé tich)
trén mau ciia ConjC & 280 nm thé hién d6 tinh khiét monome bang 98%. Phan tich
UHPLC SEC tao ra nfSng d6 cta ConjC cudi cung & 1,06 mg/m! trong 10,1 ml, thu duoc
khéi lugng ciia ConjC 1a 10,7 mg (hiéu suit 61%).

Vi du 13 - Thr nghiém in vitro

Hoa tan nguyén liéu thir nghiém rén trong DMSO vao dung dich du trlt 2 mM, tir
do tao ra tam dich pha> lodng theo ddy & ty 1€ 1:10 rong DMSO va luu trit ¢ nhiét 46 -
20°C dén khi st dung.
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Rira té bao NCI-N87 dinh biang D-PBS va tach ra bang Trypsin-EDTA, sau d6 xéac
dinh mat d6 va kha ning séng t& bao trong hai ban sao bang thir nghiém loai trir xanh
Trypan bang cach sir dung may dém té bao tu dong (LUNA-II™). Pha lodng huyén phu
té bao dén 1 x 10° t& bao/ml trong mdi trudng sinh trudng (RPMI 1640 véi Glutamax +
Huyét Thanh Thai Bo HyClone™ 10% (thé tich/thé tich)) va xody cufn trudc khi phan
t4n 2ml trong mbi giéng vao dia polypropylen 3 ml tiét tring. Sau d6 phan tan céc dich
pha loing diu dan vao cic giéng thich hop & 10 pl/giéng va tron bang pipet lap di lap lai.
Déi vé6i cac giéng dbi ching phén tan 10 pl DMSO 1én trén 2 ml huyén phu té bao, va
tron k§. Sau d6 chia phan phan uée 100ul ciia mdi mau vao 2 giéng ban sao clia vi dia 96
giéng phéng tiét tring va 1 trong thiét bi 1 d4 dugc khir khi CO, (5%) 37°C. Khi két thic
khoang thdi gian u (7 ngay), do kha nang sdng té bao bang thir nghiém One (MTS) trong
nude CellTiter 96 ™, duoc phan tan & 20ul/giéng va @ trong thdi gian 4 gid & nhiét do
37°C, CO; 5%. Sau d6 doc dia trén Méy Doc Dia Nhiéu Nhin EnVision™ (Perkin
Elmer) bang cach sir dung d6 hip thu & 490 nm.

Tinh ty 16 phan tram séng s6t t& bao tir o hap thu trung binh cta 2 giéng ban sao
i v6i mdi mau, so sanh v6i d6 hdp thu trung binh trong hai giéng déi chimg chi dugc
xir 1y bing DMSO (100%). Xéc dinh ICs, bang cach 1am khép mdi bo dit lidu v6i duong
cong dap tmg lidu lugng dang xich ma véi do déc bién dbi bang cach sir dung thuit toan
an khép dudng cong khong tuyén tinh trén phan mém GraphPad Prism (San Diego, CA).

T4t ca céc thi nghiém trong bdo cdo nay duge thuc hién va dugc thir nghiém trong
ba thi nghiém ddc 14p. Dir liéu dugc bao cédo dudi dang gia tri trung binh cia ba ban sao

doc 1ap.

1Csp (nM)
11 0,3854

Vi du 14 - Th nghiém in vitro ADC

Do ndng d6 va kha ning sdng ciia té bio tir binh thét ¢b T75 dudi mirc hop lwu
(46 hop huu 80-90%) bing cach nhudém mau xanh trypan, va dém bing cach str dung M4y
Dém Té Bao Tu Dong LUNA-II™. Pha long té bao dén 2x10°/ml, phan tan (50 pl trong
mdi giéng) vao dia d4y phing 96 giéng.

Tao ra dung dich du trit (1 ml) ciia thé tiép hop duoc chat khéng thé (ADC) (20
ung/ml) bing cich pha loang ADC d3 dugc tiét trung trong bd loc vao mdi trudng nudi

g4
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chy t& bao. Tao ra tip hop cia cac dich pha losng 8x 10 14n ciia ADC du trit trong dia 24
giéng bing cach chuyén theo diy 100 pl vao 900 pl ciia méi trudong nudi ciy té bao. Phan
tan dich pha loing ADC (50 pl trong mdi giéng) vao 4 giéng ban sao clia dia 96 giéng,
chira 50 pl huyén phu té bao duoc cdy tir true. Giéng dbi chimg tiép nhan 50 pl moi
trurdong nudi ciy té bao. U dia 96 giéng chira t& bio va ADC & nhiét d9 37°C trong thiét bi
1 d3 khir khi CO, trong khoang thoi gian bc 19.

Khi két thiic khoang thoi gian 1, do kha ning séng té bao bang thir nghiém MTS.
Phén tan MTS (Promega) (20 pl trong mdi giéng) vao mdi giéng va 0 trong thdi gian 4
gid & nhiét d6 37°C trong thiét bi & d& khir khi CO,. Po d hép thu cua giéng & 490 nm.
Tinh ty 18 phén tram séng s6t t& bio tir d6 hap thu trung binh trong 4 giéng d4 dugc xit Iy
bing ADC so v6i d6 hdp thu trung binh trong 4 giéng khéng dugc xi Iy ddi chimg
(100%). Xac dinh ICs, tir dit lidu dép ung liéu luong bing cach st dung GraphPad Prism
bing cach sir dung thudt toan in khép duong cong khong tuyén tinh: dudng cong dép

g lieu lugng dang xich ma véi d9 doc bién doi.

Thoi gian 0 ADC 13 4 ngdy v6i MDA-MB-468 va 7 ngay ddi v6i NCI-N87. Nudi
cdy MDA-MB-468 va NCI-N87 trong RPMI 1640 v&i Glutamax + Huyét Thanh Thai Bo
HyClone™ 10% (thé tich/thé tich). NCI-N87 14 dong té bao biéu hién Her2 va MDA-
MB-468 13 dong té bao am tinh Her2.

ECso (ng/ml) | NCI-N87 | MDA-MB-468

" ConjA 0,1176 >10
ConjA* 0,01634 >10
ConjB 0,01857 >10
ConjC 0,1452 >10

Vi du 15 - Thit nghiém in vivo ADC

Phuong phép va nguyén liéu

Chudt nhat

Chu6t nhit suy giam mién dich két hop nghiém trong céi (Fox Chase SCID™,
CB17/Icr- Prkdescid/IcolerCrl, Charles River) tim tuan tudi c6 khdi lugng co thé (BW)
nim trong khoang tir 14,5 dén 20,0 gam vao Ngay 1 cia nghién ctru. Cho céc chudt dugce
in tuy thichnude (thdm thdu ngwoc, 1 phan triéu CI), va Lab Diet™ Pi Cai Bién Va
Chiéu Xa NIH 31 gbm c6 18,0% protein thd, 5,0% chit béo tho, va 5,0% chit xo tho.
Nhét cac chudt trong Enrich-0’cobsTM Laboratory Animal Bedding d4 chiéu xa trong
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16ng vi céach ly tinh & chu ky 12 gio sang & nhiét d6 20-22°C va do 4m 40-60%. CR
Discovery Services dic biét tuan theo khuyén nghi ctia Huéng Din Cham Soc Va Si
Dung Ddng V4t Thi Nghiém (Guide for Care and Use of Laboratory Animals) vé& nudi
nhdt, chim séc, quy trinh phiu thuét, quy dinh vé thirc 3n va nuéc udng, va chim séc tha
y. Chuong trinh chdm séc va st dung dong vat & CR Discovery Services dugc cong nhin
béi TS Chtrc Péanh Gia Va Cong Nhén Sy Cham Séc Bong Vit Thi Nghiém (Assessment
and Accreditation of Laboratory Animal Care International - AAALAC), ma danh gia su
tudn thu véi tiéu chuédn dugc che”ip nhin vé viéc cham soc va s dung dong vat thi
nghiém.

Nudi cy té bao khébiu

Nudi ciy t& bao u lympho ung thu biéu mé da day NCI-N87 ngudi trong moi
truong RPMI-1640 c¢6 bd sung huyét thanh thai bd 10%, glutamin 2 mM, penixilin 100
don vi/ml, streptomyxin sulfat 100 pg/ml va gentamicin 25 pg/ml. Cho té bao sinh trudéng
trong binh thét ¢b nubi ca‘iy mo trong thiét bi 0 d3 duge 1Am 4m & nhiét do 37°C, trong khi
quyén cia 5% CO, va 95% khoéng khi.

Cay ghép in vivo va sinh truéng khdi u

Thu hoach té bao NCI-N87 str dung dé ciy ghép trong qua trinh sinh trudng pha
log va ti tao huyén phii trong nudc mudi dém photphat (PBS) chira Matrigel™ 50% (BD
Biosciences). Vao ngay ciy ghép khdi u, tiém dudi da mdi chudt thir nghiém & sudn phai
v6i 1 x 107 té bao (0,1 ml huyén phi té bao), va theo dbi sy sinh trudng khéi u duéi dang
kich thuéc trung binh dat dén khoang gi tri dich tir 100 dén 150 mm®. Mudi hai ngay
sau, ki hiéu 13 Ngay 1 ctia nghién ctru, phan loai cac chudt theo kich thudc khéi u tinh
duoc vao mudi bdn nhém, bdy nhom dugc chi dinh dé danh gia hiéu qua (n=10) va bay
nhém duge chi dinh dé thu gom miu (n=3) mdi nhém gdm c6 cac chudt c6 thé tich khéi
u riéng 1é nim trong khoang tir 108 dén 172 mm’ va thé tich khéi u trung binh theo nhém
bang 120-124 mm’. Po khéi u & hai kich thudc bang cach st dung thuée kep, va tinh thé

tich bang cach st dung cong thirc:
Thé tich khéi u(mm’) = (W’ x 1)/2
trong d6 w = chiéu rong va [ = chiéu dai, theo mm, ciia khdi u. C6 thé udc tinh

khéi lwong khéi u v6i gia thiét 1a 1 mg twong duong véi 1 mm? cta thé tich khéi u.
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Dugc chit

Luu trit ConjA* dugc bao vé khoi anh sang & nhiét 4§ 4°C. St dung PBS tiét
tring dé str dung liéu luong cho nhém dbi ching ta duge léng.

Diéu tri

V3o ngdy 1 ctia nghién ctru, phan céc chudt nhit SCID c4i mang manh ghép khac
loai NCI-N87 da duoc thiét 1ap vao cac nhém. Pha lodng phan phan uéc ciia dung dich
du trit bing PBS dén ndng d6 thich hop. Str dung dugc chit nay trong tinh mach théng
qua tiém tinh mach dudi mét 14n vao Ngay 1. Thé tich liéu lugng 13 0,2 ml trong mbi 20
gam cta khéi luong co thé (10 ml/kg), va ting ty 16 1én khéi luong co thé ctia mai con

don 1é.

Céac chudt & nhém 1 tiép nhén ta duoc 1éng PBS, va déng vai trd 13m nhém d6i

chimg. Nhém 2 tiép nhan ConjA* & 4 mg/kg.

Po céc khéi u bing céch sir dung thuée kep hai 14n trong mdi tudn, va giét chét ém
41 mdi con khi khéi u ctia n6 dat thé tich cudi bang 800 mm’ hodc khi két thic nghién
ctru (Ngay 68), tiry theo thoi diém nao dén truée. Cac chudt ma di ra khoi nghién ctru vi
diém cudi thé tich khéi u duoge ghi trong tai liu dudi dang bi giét chét ém 4i vi su tién
trién khéi u (TP), v6i ngay giét chét ém 4i.

Tiéu chuin ddi v6i dap tng thodi lui

Hiéu qua diéu tri ¢ thé dugc x4c dinh tir ty 1& mic méi va do 16n cua dap tng
thodi lui quan sat dugc trong qua trinh nghién ctru. Viéc diéu tri c6 thé gy ra su thoai lui
mdét phan (PR) hoic su thodi lui hoan toan (CR) cia khéi u & con vat. Trong dép tmg PR,
thé tich khéi u bing 50% hodc it hon cua thé tich Ngay 1 cia né déi véi ba két qua do
lién tiép trong khoang thoi gian nghién ciru, va bang hoic 16n hon 13,5 mm® dbi mot
hoidc nhidu trong s ba két qua do nay. Trong dap 1mg CR, thé tich khdi u nhé hon 13,5
mm’® dbi véi ba két qua do lién tiép trong khoang thoi gian nghién ciru. Cac chudt duoc
tinh diém chi mot 14n trong qué trinh nghién ctru d6i vé6i su kién PR hodc CR va chi CR
néu c4 hai tiéu chudn PR va CR dugc dép tmg. Con vat véi dép tmg CR khi két thuc
nghién ctru dugc phén loai thém la d6i tuong sdng sét khong ¢6 khéi u (tumor-free

survivor - TFS). Céc chudt duoc theo ddi vé dap tmg thoai lui.

Ddc tinh
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Céc chudt dugc can hang ngly vao cic Ngay 1-5, sau d6 hai 14n trong mdi tudn
dén khi hoan thanh nghién ctru. C4c chudt dugc quan sat thuong xuyén vé cac diu hiéu
hién nhién cia tic dung phu lién quan dén viéc diéu tri (TR), c6 hai bat ky, va cac ddu
hiéu 14m sang dugc ghi nhan khi quan sét duoc. Khéi lugng co thé riéng 1¢é dugc theo doi
- theo quy trinh, va con vat bét ky 6 su giam khdi lugng virgt qua 30% d6i véi mot két
qua do hodc vugt qua 25% dbi v6i ba két qua do lién tiép bi giét chét ém &i duéi dang
chét TR. Su giam khdi lugng co thé trung binh theo nhém cling dugc theo ddi theo quy
trinh CR Discovery Services. P§ tinh chép‘nhefm dugce duge dinh nghia dudi dang su mét
khéi luong co thé (BW) trung binh theo nhém nhé hon 20% trong qué trinh nghién ctru
- v khong 16n hon 10% ca chét TR. |

Két qua

Fig.1 thé hién db thi ctia su phat trién khéi u trung binh trong do:

Taduoc | o
16ng
ConjA* | ¢

Céc chudt & nhém 1 tiép nhan th dugc long PBS trong tinh mach qd x 1 va déng
vai trd 1am nhém d6i chtrng. TTE trung vi dbi voi vhom 1 12 24,8 ngdy. T4t ca cac khdi u

ddi chimg dat dén diém cubi 800 mm’.

Nhém 2 tiép nhan ConjA* & 4 mg/kg trong tinh mach qd x 1. CR dugc quan st

duoc & tht ca 10 chudt dwoc phan loai thém 14 TFS khi két thic nghién ctru.

Trong nhém diéu tri diém thap nhét ciia khéi luong co thé 13 -9,5% vio ngay 50

ctia nghién ciru. Khong c6 su chét TR duge quan st thiy.
Céc phuong 4n b sung

1. Hop chét c¢6 cong thic I:
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va mubi va solvat ctia nd, trong d6 R 1a gbc lién két dé ndi v6i don vi phéi ti,
dugce chon tir
(1a):
O

A S e

trong do

Q la:

C(?{ X
N/Q\R\ NH
H |

)

gbc tripeptit hodc gbc tetrapeptit;

, trong dé Q* 14 nhém sao cho Q 14 gbc axit amin, gbc dipeptit,

X la:

Q SN
o= 0 S G
&(=0) % ) O/\J/%\/ N N/ \N
b1 b2 H H H
c1

c2

b

trong d6 a=tr 0 dén 5, bl = tir 0 dén 16, b2 = tir 0 dén 16, c1 =0 hodc 1,c2 =0
hoic 1, d=tir 0 dén 5, trong d9 it nhat néu b1 hodc b2 = 0 va it nhat néu c1 hoic c2 = 0;

G" 1a gbc lién két dé ndi véi don vi phéi tir;
(ib):
89
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N;{/ RL‘1 RLZ
o\>< s _N
s~ ~ b
| \@Noz}
0 . e

trong do RM va RM doc 1ap dugce chon tr H va metyl, hodc cung véi |
nguyén tir carbon ma ching lién két vdi tao thanh nhém xyclopropylen hoic

xyclobutylen ; va
e bang 0 hoic 1.
2. Hop chét theo phuong 4n 1, trong d6 R ¢6 cong thic Ia.
3. Hop chit theo phuong 4n 2, trong d6 Q14 gdc axit amin.

4. Hop chét theo phuong an 3, trong d6 Q dugc chon tr Phe, Lys, Val, Ala, Cit,
Leu, Ile, Arg, va Trp.

5. Hop chét theo phwong 4n 2, trong d6 Q14 gdc dipeptit.

6. Hop chit theo phuong 4n 5, trong d6 Q dugc chon tir "' -Phe-Lys-“°, N .
Val-Ala- “°, ™. Val-Lys- °, " -Ala-Lys- “°, "-Val-Cit- “°,  "-Phe-Cit- “°, "
Leu-Cit- “°, M. [le-Cit- ©°, NH_Phe-Arg- o NH-Trp-Cit- 0 ya M _Gly-Val- c=0.

7. Hop chét theo phuong 4n 6, trong d6 Q dugc chon tir N Phe-Lys- “°, M_val-

Cit-“° va "-val-Ala- “°.
8. Hop chét theo phuong 4n 2, trong d6 Q 12 gbc tripeptit.

9. Hop chét theo phuong 4n 8, trong d6 Q dugc chon tir "-Glu-Val-Ala-“°, M.
Glu-Val-Cit-“"°, M_qGlu-Val-Ala-“"°, va"™-aGlu-Val-Cit-“°.

10. Hop chét theo phwong 4n 2, trong d6 Q14 gdc tetrapeptit.

11. Hop chit theo phuong 4n 10, trong d6 Q dugc chon tir N _Gly-Gly-Phe-Gly
0. va M _Gly-Phe-Gly-Gly “°.

12. Hop chét theo phuong 4n 11, trong d6 Q 13 ™ -Gly-Gly-Phe-Gly .

13. Hop chét theo phuong 4n bat ky trong s& cac phuong an tir 2 dén 12, trong d6
a nim trong khoang tir 0 dén 3.

14. Hop chét theo phuong 4n 13, trong d6 a bang 0 hoic 1.
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15. Hop chit theo phuong 4n 13, trong d6 a bang 0.

16. Hop chét theo phuong an bit ky trong sd céc phuong 4n tir 2 dén 15, trong d6
b1 ndm trong khoang tir 0 dén 8.

17. Hop chét theo phuong 4n 16, trong d6 b1 bang 0.
18. Hop chét theo phuong 4n 16, trong d6 bl bang 2.
19. Hop chét theo phuong 4n 16, trong d6 bl bang 3.
20. Hop chét theo phwong 4n 16, trong d6 b1 bing 4.
21. Hop chét theo phuong 4n 16, trong @6 b1 bang 3.
22. Hop chét theo phuong 4n 16, trong d6 bl bing 8.

23. Hop chét theo phuong 4an bét ky trong sb cac phuong 4n tir 2 dén 15 va 17,
trong d6 b2 nidm trong khoang tir 0 dén 8.

24. Hop chét theo phuong 4n 23, trong d6 b2 bang 0.
25. Hop chat theo phwong 4n 23, trong d6 b2 bing 2.
26. Hop chét theo phwong 4n 23, trong 6 b2 bang 3.
27. Hop chat theo phuong 4n 23, trong d6 b2 bang 4.
28. Hop chit theo phuong 4n 23, trong d6 b2 bang 5.
29. Hop chit theo phuong 4n 23, trong d6 b2 bang 8.

30. Hop chét theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an tir 2 dén 29, trong d6
c1 bang 0.

31. Hop chit theo phuong 4n bt ky trong s& cac phuong 4n tir 2 dén 29, trong d6
c1 bang 1.

32. Hop chét theo phwong 4n bét ky trong sb cac phuong an tr 2 dén 31, trong d6
¢2 bang 0.

33. Hop chét theo phuong an bit ky trong s6 cac phuong én tir 2 dén 30, trong 46
c2 bang 1.

34. Hop chét theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an tir 2 dén 33, trong d6

d nim trong khoang tir 0 dén 3.
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35. Hop chét theo phuong 4n 34, trong d6 d bang 1 hoic 2.

36. Hop chit theo phurong 4n 34, trong d6 d bang 2.

37. Hop chét theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an tir 2 dén 33, trong d6
d bang 5.

38. Hop chit theo phuong 4n bét ky trong s6 céc phirong 4n tir 2 dén 12, trong d6
a bang 0, bl bang 0, cl bang 1, c2 bang 0 va d bang 2, va b2 nim trong khoang tir 0 dén
8.

39. Hop chét theo phurong 4n 38, trong d6 b2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

40. Hop chét theo phwong 4an bit ky trong sb cac phuong 4n tir 2 dén 12, trong d6
a bang 1, b2 bing 0, cl bing 0, c2 bang 0 va d bang 0, va bl nim trong khoang tir 0 dén
8.

41. Hop chét theo phuong an 40, trong do bl béng 0,2,3,4, 5hoéic 8.

42. Hop chat theo phuong 4n bt ky trong sd cac phuong 4n tir 2 dén 12, trong do6
a bang 0, bl bang 0, cl bang 0, c2 bang 0 va d bang 1, va b2 nim trong khoang tir 0 d&én
8.

43. Hop chit theo phuong 4n 42, trong d6 b2 bang 0, 2, 3, 4, 5 hodc 8.

44. Hop chét theo phuong 4n bt ky trong sb cac phuong 4n tir 2 dén 12, trong d6
bl bfmg 0, b2 béng 0,cl b'?mg 0, c2 béng 0, métciaavad béng 0, va chi sb con lai trong
s6 a va d ndm trong khoang tir 1 dén 5.

45. Hop chit theo phuong 4n 44, trong d6 chi s& con lai trong s a va d bang 1
hoéc 5.

46. Hop chat theo phwong an bét ky trong sd céc phuong 4n tir 2 dén 12, trong d6

abang 1, b2 bing 0, cl bing 0, c2 bang 1, d bing 2, vA bl nim trong khoang tir 0 dén 8.

47. Hop chit theo phuong 4n 46, trong d6 bl bang 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

48. Hop chét theo phwong 4n bit ky trong sd céc phuong 4n tir 2 dén 47, trong d6
G* dugc chon tir
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trong d6 Ar thé hién nhém Cs.g arylen, va X thé hién C4 alkyl.

49. Hop chét theo phuong 4n 48, trong d6 G~ dugc chon tir GX'' va GM'2,
50. Hop chét theo phuong 4n 48, trong d6 G“1a GM.

51. Hop chét theo phuong 4n 1, trong d6 R ¢6 cong thirc Ib.

52. Hop chét theo phuong 4n 51, trong d6 ci R" vaR"™ déula H.

53. Hop chét theo phuong 4n 51, trong d6 R 13 H va R™ 13 metyl.

54. Hop chit theo phwong 4n 51, trong d6 ci R va R™ déu 13 metyl.

55. Hop chét theo phwong 4n 51, trong d6 R™ va R™ cing v6i nguyén tir carbon
lién két v4i ching tao thanh nhém xyclopropylen.

56. Hop chat theo phuong 4n 51, trong d6 R™ va R™ cing v6i nguyén tir carbon
lién két v6i ching tao thanh nhém xyclobutylen.

57. Hop chit theo phuong 4n bét k¥ trong sb cac phuwong an tir 51 dén 56, trong d6
e bang 0.

58. Hop chét theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n tir 51 dén 56, trong d6
e bang 1.

59. Thé tiép hop c6 cong thic IV:
L - (DY), (IV)

hoac mudi hodc solvat duge dung cta no, trong d6 L 1a don vi phéi tor (tc 13, chét

huéng dich), D" 1a don vi gbc lién két duoc chét c6 cong thire III:

RM 12 gbc lién két duge ndi véi don vi phdi tir duge chon tir
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(ia’):

0]
LL
)J\ G la'
"’{.\Q X~

M

trong d6 Q va X 1a nhu dugc dinh nghia theo phuong 4n bét ki trong sé cac

phuong an tir 1 dn 47 va G'* 13 gbc lién két dugc ndi véi don vi phéi tir; va

@ib’):

” RL1 RLZ
E\II/O\XS/E b
o)

9

trong d6 R™ va R™ 1a nhu dugc dinh nghia theo phuong én bat ky trong sb cac
phuong 4n tir 1 va tir 52 dén 56; va

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

60. Thé tiép hop theo phuong 4n 59, trong d6 G duoc chon tir

(0] CBA
\\ }L" J‘P< N/ N\\N
(G CBAS_@ (GH5) \:g,
\\O
(0] CBA
\ )N\
(GLLI-Z) N~ Ar}; (GLLS-Z) ’\{:<N/%’
0]
N N
LL2 cB ) N~ © LL9-1 f;\ N~ S N
G™ | ; G \:Q,
o]
N 0 A A
//N\
(GLL3-1) CBA?_ S>LH (GLL9.2) N\:gN/)'s
cBA
T.‘BA
(GLL3-2) CBA%_‘ . )\[ (GLLlo) r\{\N @H\g
e ‘H
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- + (D
(GH) ;_>; n (G H N\N /
0 M H i N~
(G) wAg_/{o (G "“ -
0 _§ ’ HN_ _~
X
H
x_/ N
0 \

(G'5) CBA% /; (GH1)

CBA H
(G F& (GH1 CBAYN\ O/H

trong d6 Ar thé hién nhém Cs_g arylen va X thé hién C,_4 alkyl.

61. Thé tiép hop theo phuong 4n 60, trong d6 G dugc chon tir G va GH12,
62. Thé tiép hop theo phwong 4n 61, trong d6 G 1a GM'.

63. Thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n tir 59 dén 62,

trong d6 don vi phdi tir 1 chat lién két té bao.

64. Thé tiép hop theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n tir 59 dén 62,
trong d6 don vi phéi tir 13 khang thé hodc manh c6 hoat tinh ciia noé.

65. Thé tiép hop theo phuong 4n 64, trong d6 khang thé hoic manh khang thé 13
khang thé hodc manh khang thé d6i v6i khang nguyén két hop khdi u.

66. Thé tiép hop theo phuong 4n 65, trong d6 khang thé hoic manh khang thé 13
khang thé ma lién két v6i mdt hodc nhidu khang nguyén két hop khdi u hodc thu thé bé
mit t& bao duoc chon tir (1)-(89): (1) BMPR1B; (2) E16; (3) STEAPI; (4) 0772P; (5)
MPF; (6) Napi3b; (7) Sema 5b; (8) PSCA hlg; (9) ETBR; (10) MSG783; (11) STEAP2;
(12) TrpM4; (13) CRIPTO; (14) CD21; (15) CD79b; (16) FcRH2; (17) HER2; (18)
NCA; (19) MDP; (20) IL20R-alpha; (21) Brevican; (22) EphB2R; (23) ASLG659; (24)
PSCA; (25) GEDA; (26) BAFF-R; (27) CD22; (28) CD79a; (29) CXCRS5; (30) HLA-

DOB; (31) P2X5; (32) CD72; (33) LY64; (34) FcRH1; (35) IRTA2; (36) TENB2; (37)
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PSMA - FOLHI; (38) SST; (38.1) SSTR2; (38.2) SSTR5; (38.3) SSTR1; (38.4)SSTR3;
(38.5) SSTR4; (39) ITGAV; (40) ITGB6; (41) CEACAMS; (42) MET; (43) MUCT; (44)
CA9; (45) EGFRVIII; (46) CD33; (47) CD19; (48) IL2RA; (49) AXL; (50) CD30 -
TNFRSFS8; (51) BCMA - TNFRSF17; (52) CT Ags - CTA; (53) CD174 (Lewis Y) -
FUT3; (54) CLEC14A; (55) GRP78 - HSPAS; (56) CD70; (57) khang nguyén dic hiéu té
bao gbe; (58) ASG-5; (59) ENPP3; (60) PRR4; (61) GCC - GUCY2C; (62) Liv-1 -
SLC39A6; (63) 5T4; (64) CD56 - NCMAL; (65) CanAg; (66) FOLRI; (67) GPNMB;
(68) TIM-1 - HAVCRI1; (69) RG-1/Mindin dich khéi u tuyén tién liét - Mindin/RG-1;
(70) B7-H4 - VICN1; (71) PTK7; (72) CD37; (73) CD138 - SDCI; (74) CD74; (75)
Claudins - CLs; (76) EGFR; (77) Her3; (78) RON - MSTIR; (79) EPHA2; (80) CD20 -
MS4A1; (81) Tenascin C - TNC; (82) FAP; (83) DKK-1; (84) CD52; (85) CS1 -
SLAMFY7; (86) Endoglin - ENG; (87) Annexin Al - ANXA1; (88) V-CAM (CD106) -
VCAM1; (89) ASCT2 (SLCLAS).

67. Thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sb cic phuong 4n tir 64 dén 66,
trong d6 khang thé hoic manh khang thé 13 khang thé dugc thiét ké xystein.

68. Thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an tir 64 dén 67,
trong d6 tai luong dugc chat (p) cua dugce chit (D) véi khang thé (Ab) 14 s6 nguyén nim
trong khoang tir 1 d&én khoang 10.

69. Thé tiép hop theo phuong 4n 68, trong d6 p bang 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hodc
10.

70. Hon hop cta cac thé tiép hop theo phuong an bat ky trong s cac phuong an tir
64 dén 69, trong d6 tai lvong dugc chit trung binh trong mdi khang thé trong hdn hop
ctia cac thé tiép hop dugc chét khang thé nim trong khoang tir khoang 1 dén khoang 10.

71. Thé tiép hop hoac hdn hop theo phuong 4n bat ki trong s& cac phuong 4n tir
59 dén 70, dé st dung trong tri lidu.

72. Dugc phim chira thé tiép hop hodc hén hop ctia phuong 4n bat ky trong sb cac
phuong an tir 59 dén 70 va chét pha loing, chit mang hoic ta dugc duge dung.

73. Thé tiép hop hodc hdn hop theo phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n tir
59 dén 70, hodc duoc phdm theo phuong 4n 72, dé sir dung trong diéu tri bénh ting sinh

& dbi tugng.

97



49225 98/126

74. Thé tiép hop, hdn hop hodc dugc phdm theo phuong 4n 73, trong d6 bénh 1a
bénh ung thu.

75. Sir dung thé tiép hop hoic hdn hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong
4n tir 59 dén 70, hodc dugc phim theo phurong 4n 72 trong phuong phap diéu tri bénh.

76. Phuong phép diu tri bénh bao gém budc cho dbi tuong bi bénh sir dung duoc
phim theo phuong 4n 72.

77. Phuong phép theo phuong &n 76, trong d6 phuong phap didu tri bénh 1a dé
diéu tri bénh ung thur.

78. Phuong phép theo phuong an 77, trong do d6i turong bi bénh duge sir dung
duoc chét héa tri lidu, két hop vai thé tiép hop.

79. St dung thé tiép hop hoic hdn hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong
4n tr 59 dén 70 trong phuong phap san xut thubc dé diu tri bénh ting sinh.

80. Phuong phap diéu tri dong vat c6 vii méc bénh ting sinh, bao gdm bude sir
dung luong hitu hidu cia thé tiép hop hozc hdn hop theo phuong 4n bét ky trong s cac
phuong 4n tir 59 dén 70, hoic duoc phdm theo phurong 4n 72.

81. Hop chat A:

duéi dang chat ddng phan déi anh don 1é hodc & dang duoc lam gidu chét déng
phan dbi anh.

82. Hop chét c6 cong thirc VI:
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H
H N
N~ 0]
Q N
N/
N/ Vi
\
\ O
OH O

trong d6 Q 1a nhu trong phuong é4n bét k¥ trong s cac phuong 4n 1 va 3 va 12.
Céc phuong 4n clia sang ché tir don wu tién thir 1 (P1)

P1-1. Hop chét c6 cong thie I:

H
L N o)
R~ X
N—r/
NG I
\
\ 0
\\‘w‘.
OH O

\ A \ 5 7 r L 1> A A 4 A K. re A *A J4 A
va muodi va solvat ctia nd, trong d6 R~ 1a goc lién két dé nodi vé1 chat lién ket te

bao, dugc chon tir
(ia):
O

| L
;QQ/\X/G la

trong dé

Q la:

C(=0,
r"{ - QX\%‘
N NH
H |
O

, trong d6 Q™ 1a nhém sao cho Q 12 gbc axit amin, gdc dipeptit
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hoic gbc tripeptit;

X la:

% }\H/F\/o}b\/\ﬁi HT\GL

— —Jc

trong 46 a=tir 0 dén 5, b=1tir 0 &n 16, c =0 hodc 1, d =tir 0 dén 5;
G" 12 gbc lién két @& ndi v6i don vi phéi tir;
(ib):

. R 12
’;\H/O\><S/S N
O

2 fo)
U-{N%]
\ e

M

trong do RM va R™ doc 14p dugc chon tr H va metyl, hodc cung véi
nguyén tir carbon ma ching lién két véi tao thanh nhém xyclopropylen hodc

xyclobutylen ; va
e bang 0 hoic 1.
P1-2. Hop chét theo phuong 4n P1-1, trong d6 R" ¢6 cong thic Ia.
P1-3. Hop chat theo phuong 4n P1-2, trong d6 Q12 gbc axit amin.

P1-4. Hop chét theo phuong 4n P1-3, trong d6 Q dugc chon tir Phe, Lys, Val, Ala,
Cit, Leu, Ile, Arg, va Trp.

P1-5. Hop chét theo phuong 4n P1-2, trong d6 Q14 gbc dipeptit.

P1-6. Hop chat theo phwong 4n P1-5, trong d6 Q dugc chon tir ' -Phe-Lys-°, ™
-Val-Ala- ©°, " _val-Lys- ©°, M Ala-Lys- ©°, M.val-Cit- ©°, ™.Phe-Cit- “°, ".Leu-
Cit- ©°, ™._[le-Cit- ©°, ".Phe-Arg- “°, "-Trp-Cit- “°,va " -Gly-Val- “°.

P1-7. Thé tiép hop theo phuong 4n P1-6, trong d6 Q dugc chon tir NH_phe-Lys-

=0 NH_ya]-Cit- “° va ".Val-Ala- “°.

P1-8. Hop chét theo phuong 4n P1-2, trong d6 Q 1a gbc tripeptit.
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P1-9. Hop chit theo phrrong 4n bat ky trong s6 cic phuong 4n tir P1-2 dén P1-8,
trong do a nim trong khoang tir 0 dén 3.

P1-10. Hop chét theo phuong 4n P1-9, trong d6 a bang 0 hoic 1.
P1-11. Hop chét theo phuong 4n P1-9, trong d6 a bang 0.

P1-12. Hop chét theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n tir P1-2 dén P1-11,
trong d6 b nim trong khoang tir 0 dén 8.

P1-13. Hop chét theo phuong 4n P1-12, trong d6 b bang 0.

P1-14. Hop chét theo phuong an P1-12, trong d6 b bing 4.

P1-15. Hop chét theo phwong 4n P1-12, trong d6 b bing 8.

P1-16. Hop chét theo phuong an bat ky trong sb cac phuong 4n tir P1-2 dén P1-15,
trong d6 ¢ bang 0.

P1-17. Hop chét theo phuong 4n bit ky trong sb céc phuong 4n tir P1-2 dén P1-15,
trong do6 ¢ bang 1.

P1-18. Hop chét theo phwong 4n bat ky trong sé cac phuong 4n tir P1-2 dén P1-17,
trong d6 d nam trong khoang tir 0 dén 3.

P1-19. Hop chét theo phuong an P1-18, trong d6 d bang 1 hoic 2.

P1-20. Hop chét theo phuong 4n P1-19, trong d6 d bang 2.

P1-21. Hop chit theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n tir P1-2 dén P1-8,
trong d6 a bang 0, ¢ bang 1 va d bang 2, va b bing 0, 4 hoic 8.

P1-22. Hop chét theo phuong 4n bit ky trong sb cac phuong 4n tir P1-2 dén P1-21,
trong d6 G* dugc chon tir

0
\ 0—4
o Q§O

\ Ar

(GLI-Z) 4 N~ }r’ (GL7) Br—}f

N\
0
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O
\__ o
G2 CN/ \||)% G" \
N O
A )
S— S>LH
G L) (" s
(NOy)
trong d6 nhém NO, la tuy
S— S%
H
(NOy) "
trong d6 nhém NO, 1a tuy y
o &
L33 L1l / /
(G"?) 7 G)
N N
o .
trong d6 nhom NO, la tuy y
e
(G4 @ (GH?) 8
jf
O,N
trong 46 nhom NO, latuy y
/O
N=N
- / < GL13 X
GY Hai N_§ G) \(;\N)ﬁ'
trong d6 Hal =1, Br, Cl
G Hal // G HZN\O}L‘}
o}

trong d6 Ar thé hién nhém Cs.g arylen, va X thé hién C; 4 alkyl.

102/126

P1-23. Hop chét theo phuong 4n P1-22, trong d6 G* dugc chon tir G va GM2.

P1-24. Hop chét theo phuong 4n P1-22, trong d6 G- 1a G*.

P1-25. Hop chét theo phuong 4n P1-1, trong d6 R" c¢6 cong thire Tb.

P1-26. Hop chét theo phuong 4n P1-25, trong d6 ca R™' va R ddu 1a H.
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P1-27. Hop chét theo phuong 4n P1-25, trong d6 R 12 H va R™ 13 metyl.
P1-28. Hop chat theo phuong 4n P1-25, trong d6 c4 R va R™ déu 13 metyl.

P1-29. Hop chit theo phuong 4n P1-25, trong do R va R™ cing véi nguyén tir

carbon lién két v6i chiing tao thanh nhém xyclopropylen.

P1-30. Hop chit theo phuong 4n P1-25, trong d6 R va R™ cing v6i nguyén tir

carbon lién két v6i ching tao thanh nhém xyclobutylen.

P1-31. Hop chét theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong 4n tir P1-25 dén P1-
30, trong d6 e bang 0.

P1-32. Hop chét theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong én tir P1-25 dén P1-
30, trong d6 e bang 1.

P1-33.Thé tiép hop c6 cong thirc IV:
L - (D", (V)

hodc mudi hoic solvat dugc dung clia no, trong d6 L 1a Pon vi phéi tir (tire 13, chét

huéng dich), D" 14 don vi gdc lién két dugc chét ¢6 cong thire III:

R 12 gbc lién két duoc ndi véi don vi phédi tir duge chon tir

(ia’):

trong d6 Q va X 1a nhu dugc xac dinh theo phuong 4n bt ky trong sb céc phuong

4n tir P1-1 dén P1-21 va G** 1a gbc lién két dugc ndi véi don vi phdi tir; va
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trong d6 R™ va R™ nhu dugc x4c dinh trong tuyén b bat ky trong sb cac phuong
4n P1-1 va tir P1-25 dén P1-30; va

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

P1-34.Thé tiép hop theo phuong 4n P1-33, trong 46 G duge chon tir

O\ CBA . N
(G111 CBAS_\CIN}L‘. (GLLS-I) AN N~ \\N
\\O -
(0] _ N CBA
(G172 v Ar?f (GM*%) N\:_{qii
o
(0] :‘< N
(GH2) %A@/OWI)\ (GH) N\:{\lf
(0]
\\O cBA
_N
N N)‘;
(G CBA%_ S}\ (G \:_g#
(GLL3—2) CBA?_ Sj\!' (GLLlo)
CBA
(GLL-4) 5_—>; H (GH11
o M
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0
(G CBAg__/( _é (G2 HE/ _
O
X
X N
0 L

(GLLG) CBA§ /; ( GLLB)

LL7 = LL14 A
(G (GH14) ay ~o %

trong do Ar thé hién nhém Cs arylen va X thé hién C,4 alkyl.

P1-35.Thé tiép hop theo phuong 4n P1-34, trong d6 G™* duge chon tr G™' va
GLLI-Z.

P1-36. Thé tiép hop theo phuong 4n P1-35, trong do G't1a GHHL

P1-37.Thé tiép hop theo phuong 4n bit ky trong s§ cac phuong 4n tir P1-33 dén
P1-36, trong d6 chat lién két té bao 13 khang thé hodc manh cé hoat tinh ctia ching.

P1-38.Thé tiép hop theo phuong 4n P1-37, trong d6 khang thé hojc manh khang
thé 13 khang thé hodc manh khang thé dbi v&i khang nguyén két hop khdi u.

P1-39.Thé tiép hop theo phwong an P1-38, trong d6 khéng thé hosc méanh khang
thé 1 khang thé ma lién két véi mot hodc nhiu khang nguyén két hop khéi u hodc thyu
thé b mait t& bao duge chon tir (1)-(88): (1) BMPRIB; (2) E16; (3) STEAPI; (4) 0772P;
(5) MPF; (6) Napi3b; (7) Sema 5b; (8) PSCA hlg; (9) ETBR; (10) MSG783; (11)
STEAP2; (12) TrpM4; (13) CRIPTO; (14) CD21; (15) CD79b; (16) FcRH2; (17) HER2;
(18) NCA; (19) MDP; (20) IL20R-alpha; (21) Brevican; (22) EphB2R; (23) ASLG659;
(24) PSCA; (25) GEDA; (26) BAFF-R; (27) CD22; (28) CD79a; (29) CXCRS; (30)
HLA-DOB; (31) P2X5; (32) CD72; (33) LY64; (34) FcRHI; (35) IRTA2; (36) TENB2;
(37) PSMA - FOLHI; (38) SST; (38.1) SSTR2; (38.2) SSTRS; (38.3) SSTRI;
(38.4)SSTR3; (38.5) SSTR4; (39) ITGAV; (40) ITGB6; (41) CEACAMS; (42) MET,
(43) MUCI1; (44) CA9; (45) EGFRVIIL; (46) CD33; (47) CD19; (48) IL2RA; (49) AXL;
(50) CD30 - TNFRSFS; (51) BCMA - TNFRSF17; (52) CT Ags - CTA; (53) CD174
(Lewis Y) - FUT3; (54) CLEC14A; (55) GRP78 - HSPAS; (56) CD70; (57) khang
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nguyén dic hiéu t& bao gbc; (58) ASG-5; (59) ENPP3; (60) PRR4; (61) GCC -
GUCY2C; (62) Liv-1 - SLC39A6; (63) 5T4; (64) CD56 - NCMA1; (65) CanAg; (66)
FOLRI; (67) GPNMB; (68) TIM-1 - HAVCRI; (69) RG-1/Mindin dich khéi u tuyén tién
liét - Mindin/RG-1; (70) B7-H4 - VTCNI; (71) PTK7; (72) CD37; (73) CD138 - SDCI;
(74) CD74; (75) Claudins - CLs; (76) EGFR; (77) Her3; (78) RON - MSTIR; (79)
EPHA2; (80) CD20 - MS4A1; (81) Tenascin C - TNC; (82) FAP; (83) DKK-1; (84)
CD52; (85) CS1 - SLAMF7; (86) Endoglin - ENG; (87) Annexin Al - ANXAI; (88) V-
CAM (CD106) - VCAMI; (89) ASCT2 (SLCIA5).

P1-40. Thé tiép hop theo phuong 4n bit ky trong sb cac phucng an tir P1-37 dén
P1-39, trong d6 khang thé hoic méanh khang thé 13 khang thé duoc thiét ké xystein.

P1-41.Thé tiép hop theo phuong 4n bit ki trong sb cac phuong 4n tir P1-37 dén
P1-40, trong d6 tai luong dugc chit (p) cia duge chit (D) véi khang thé (Ab) 1a sb
nguyén nim trong khoang tir 1 dén khoang 10.

P1-42.Thé tiép hop theo phuong én P1-41, trong 46 p béng 1,2,3,4,5,6,7,8,9
hodc 10.

P1-43. H3n hop ciia cac thé tiép hop theo phuong an bat ky trong s cac phuong
4n tir P1-33 dén P1-42, trong d6 tai lugng dugc chit trung binh trong mdi khang thé trong
hén hop cua cac thé tiép hop dugc chét khang thé hop chét nim trong khoang tir khoang
1 dén khoang 10.

P1-44.Thé tiép hop hoic hdn hop theo phuong 4n bat ki trong s6 cac phuong an
tir P1-33 dén P1-43, dé sir dung trong trj liéu.

P1-45.Duoc phédm chira thé tiép hop hoic hdn hop theo phuong 4n bat ky trong sb
c4c phuong 4n tir P1-33 dén P1-43 va chét pha loang, chit mang hoic ta dugc duoc dung.

P1-46.Thé tiép hop hoic hdn hop theo phuong 4n bat ky trong sb cac phwong an
tir P1-33 dén P1-43, hoic dugc phdm theo phuong 4n P1-45, & st dung trong viée diéu
tri bénh tang sinh & d6i trong.

P1-47.Thé tiép hop hoic hdn hop theo phuong 4n P1-46, trong d6 bénh 13 bénh
ung thu.

P1-48.Str dung thé tiép hop hodc hdn hop theo phuwong an bit ky trong sb cac
phwong 4n tir P1-33 dén P1-43, hoic dugc phim theo phuong an P1-45 trong phuwong
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phap diéu tri bénh.

P1-49.Phuong phép diéu tri bénh bao gém buéc cho bénh nhin sir dung dugc
pham theo phuong 4n P1-45.

P1-50.Phuong phap theo phuong an P1-49, trong d6 phuong phép diéu tri bénh 12
dé didu tri bénh ung thu. |

P1-51.Phuong phép theo phuong an P1-50, trong d6 bénh nhin dugc st dung
duoc chit héa tri liéu, két hop véi thé tiép hop.

P1-52.St dung thé tiép hop hodc hdn hop theo phuong 4n bét ky trong sb cic
phurong 4n tir P1-33 dén P1-43 trong phuong phép sin xudt thube dé didu tri bénh ting
sinh.

P1-53.Phuong phép didu tri dong vat c6 via méc bénh ting sinh, bao gdm budc sir
dung hrong hiru hiéu cta thé tiép hop hozc hdn hop theo phuong 4n bét ky trong sb céc
phuong an tir P1-33 dén P1-43, hoic dugc pham theo phwrong 4n P1-45.

P1-54. Hop chat A:

duéi dang chit dong phan ddi anh don 1é hodc & dang duoc 1am gidu chit ddng
phan dbi anh.
Céc phuong 4n ciia sang ché tir don wu tién thir 2 (P2)

P2-1. Hop chét ¢6 cong thirc I:
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va mudi va solvat cia nd, trong d6 R" 13 gbc lién két dé ndi vé6i chét lién két té

bao, dugce chon tir

(ia):
@)
f(o/‘\x/GL

trong do
Qla:
=0 X

Ay
0]

gbc tripeptit hodc gbc tetrapeptit;

X la:

@ b1 b2 H

, trong 46 Q 12 nhém sao cho Q 14 gbc axit amin, gdc dipeptit,

trong d6 a =tir 0 dén 5, bl =tir 0 d&n 16, b2 =tir 0 dén 16, ¢ = 0 hodc 1, d = tir 0
dén 5, trong d6 it nhit néu b1 hodc b2 = 0;

G" 1a gbc lién két dé nbi v6i don vi phéi tir;

(ib):
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L1 L2
YD
s
AO s~ b

N
e
| NO,|
o . e

trong do RM va R doc 1ap dugc chon tr H va metyl, hodc cung véi

b

nguyén tir carbon ma ching lién két véi tao thanh nhém xyclopropylen hoic

xyclobutylen ; va
e bang 0 hodc 1.
P2-2. Hop chét theo phwong 4n P2-1, trong d6 R™ ¢6 cong thirc Ia.
P2-3. Hop chét theo phwong 4n P2-2, trong d6 Q14 gdc axit amin.

P2-4. Hop chét theo phuong an P2-3, trong d6 Q duoc chon tir Phe, Lys, Val, Ala,
Cit, Leu, Ile, Arg, va Trp.

P2-5. Hop chét theo phuong 4n P2-2, trong d6 Q 12 gbc dipeptit.

P2-6. Hop chét theo phuong an P2-5, trong d6 Q duoc chon tir NH -Phe-Lys-“°, M
-Val-Ala- 0, ™ Val-Lys- ©°, ™ -Ala-Lys- ©°, ™-Val-Cit- ©°, "-Phe-Cit- ©°, ™
Leu-Cit- ©°, M.1le-Cit- “°, M_Phe-Arg- 2, M_Trp-Cit- “°, va "™ -Gly-Val- “°.

P2-7. Hop chét theo phuong 4n P2-6, trong d6 Q dugc chon tir "-Phe-Lys- ™,

M Val-Cit- “° va "-Val-Ala- “°.
P2-8. Hop chét theo phuong 4n P2-2, trong d6 Q14 gdc tripeptit.

P2-9. Hop chét theo phuong an P2-8, trong d6 Q dugc chon tir NE_Glu-Val-Ala-

C=0 NH_Gly-Val-Cit-“°, ™_¢Glu-Val-Ala-“°, va ™-qGlu-Val-Cit-“"°.
P2-10. Hop chit theo phuong 4n P2-2, trong d6 Q12 gbc tetrapeptit.

P2-11. Hop chét theo phuong 4n P2-10, trong d6 Q duge chon tir N _Gly-Gly-
Phe-Gly °; va ™ -Gly-Phe-Gly-Gly “°.

P2-12. Hop chét theo phuong 4n P2-11, trong 6 Q 1a ™ -Gly-Gly-Phe-Gly “°.

P2-13. Hop chit theo phuong an bit ky trong sé cac phuong 4n tir P2-2 dén P2-12,
trong d6 a nam trong khoang tir 0 dén 3.

P2-14. Hop chét theo phuong an P2-13, trong d6 a bang 0 hoic 1.
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P2-15. Hop chét theo phuong 4n P2-13, trong d6 a bing 0.

P2-16. Hop chit theo phuong 4n bét ki trong s cac phwong an tir P2-2 dén P2-15,
trong d6 b1 nim trong khoang tir 0 d&n 8.

P2-17. Hop chit theo phuong 4n P2-16, trong d6 b1 bang 0.
P2-18. Hop chét theo phurong an P2-16, trong d6 bl bang 2.
P2-19. Hop chét theo phuong an P2-16, trong d6 bl bang 3.
P2-20. Hop chit theo phurong 4n P2-16, trong d6 bl bang 4.
P2-21. Hop chét theo phuong an P2-16, trong d6 bl bang 5.
P2-22. Hop chét theo phuong 4n P2-16, trong d6 b1 bing 8.

P2-23. Hop chit theo phuong 4n bat ky trong sé cac phuong 4n tir P2-2 dén P2-15
va P2-17, trong d6 b2 nam trong khoang tir 0 dén 8.

P2-24. Hop chét theo phuong 4n P2-23, trong d6 b2 bang 0.
P2-25. Hop chit theo phwong 4n P2-23, trong d6 b2 bang 2.
P2-26. Hop chit theo phurong 4n P2-23, trong d6 b2 bang 3.
P2-27. Hop chit theo phuong 4n P2-23, trong d6 b2 bang 4.
P2-28. Hop chét theo phuong 4n P2-23, trong d6 b2 bang 5.
P2-29. Hop chét theo phuong 4n P2-23, trong d6 b2 bang 8.

P2-30. Hop chit theo phuong 4n bét ky trong sb cac phwong 4n tir P2-2 d&én P2-29,
trong d6 ¢ bang 0.

P2-31. Hop chit theo phurong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n tir P2-2 dén P2-29,
trong d6 ¢ bang 1.

P2-32. Hop chit theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an tir P2-2 dén P2-31,
trong d6 d ndm trong khoang tir 0 dén 3.

P2-33. Hop chét theo phuong 4n P2-32, trong d6 d bang 1 hoic 2.
P2-34. Hop chét theo phuong 4n P2-32, trong d6 d bang 2.

P2-35. Hop chét theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an tir P2-2 dén P2-12,
trong d6 a bang 0, bl bang 0, ¢ bang 1 va d bang 2, va b2 ndm trong khoang tir 0 d&n 8.
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P2-36. Hop chét theo phuong 4n P2-35, trong d6 b2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

P2-37. Hop chét theo phuong an bat ki trong sb cac phuong 4n tir P2-2 dén P2-12,
trong d6 a bing 1, b2 bang 0, ¢ bang 0 va d bang 0, va bl nim trong khoang tir 0 dén 8.

P2-38. Hop chét theo phuong an P2-37, trong d6 bl bang 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

P2-39. Hop chét theo phuong an bat ki trong sb cac phuong 4n fir P2-2 dén P2-12,
trong d6 a bang 0, bl béng 0, ¢ bing 0 va d biang 1, va b2 ndm trong khoang tir 0 dén 8.

P2-40. Hop chét theo phuong 4n P2-39, trong d6 b2 bang 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

P2-41. Hop chét theo phurong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n tir P2-2 dén P2-12,
trong d6 bl bang 0, b2 bing 0, ¢ bing 0, mdt ctia a va d bang 0, va gi4 tri con lai trong s6
a va d nam trong khoang tir 1 dén 5.

P2-42. Hop chét theo phuong én P2-41, trong d6 gié tri con lai trong sbavad
bang 1 hoic 5.

P2-43. Hop chét theo phuong 4n bit ky trong s cac phuong 4n tir P2-2 dén P2-42,

trong d6 G* dugc chon tir

o 0o
s 04
(GLLI) QA (GLG) O\ N/ >”
o \DQO
I
G o "y Ce) Y
(0]
)
_0
G < f,\l \(ﬁﬂ (G \
\/‘\\ 0
0]
S— S)\'1
. /N N
G N (G") -
(NGy)
treng dé nhém NG, la tuy y
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(GL3—2) @ (GUO) /QH\/

(NO2)
trong d6 nhom NO, la tuy ¥

oS &

< (G //
a5 .

e ®
trong d6 nhém NO;, 1a tuy y

o

( GL3—4) f (GL12) @jﬁ

O,N

(GL3-3)

trong d6 nhém NO, la tuy

{ -
G Hal N G™) X\<,§\N/>\;f

trong d6 Hal =1, Br, Cl

O]
(GLS) Hal / (GL14) HZN\O}H,

o

trong d6 Ar thé hién nhém Cs_ arylen, va X thé hién C, alkyl.

P2-44. Hop chét theo phuong 4n P2-43, trong d6 G* dugc chon tir G*'' va GM2,
P2-45. Hop chét theo phuong an P2-43, trong dé G 1a GM.

P2-46. Hop chét theo phuong 4n P2-1, trong d6 R" ¢6 cong thite Ib.

P2-47. Hop chat theo phuong 4n P2-46, trong d6 ca R™ va R™ deéu 1a H.

P2-48. Hop chét theo phuong 4n P2-46, trong d6 R™ 13 H va R 14 metyl.
P2-49. Hop chét theo phuong 4n P2-46, trong d6 ca R™ va R™ déu 1 metyl.

P2-50. Hop chit theo phuong 4n P2-46, trong d6 R"' va R™ clng véi nguyén tir
guy

carbon lién két véi chung tao thanh nhém xyclopropylen.

P2-51. Hop chit theo phuong 4n P2-46, trong d6 R™ va R™ cing v6i nguyén tir
op P guy!

carbon lién két v6i ching tao thanh nhém xyclobutylen.
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P2-52. Hop chét theo phuong 4n bat ki trong s6 cac phuong 4n tir P2-46 dén P2-
51, trong d6 e bang 0.

P2-53. Hop chét theo phuong 4n bat ki trong sb cac phuong 4n tir P2-46 dén P2-
51, trong d6 e bang 1.

P2-54. Thé tiép hop c6 cong thirc IV:
L - (D", (V)

hodc mudi hoic solvat duge dung cia né, trong d6 L 1a Pon vi phdi tir (tirc 13, chét

hudng dich), D" 1a don vi gbc lién két dugc chét c6 cong thire I1I:

R 13 gbc lién két dugc ndi vé6i don vi phdi tir duge chon tir

(ia’):

o)
LL
/lL G la'
AN

b

trong d6 Q va X 1a nhu dugce xac dinh theo phuong an bat ky trong sb cac phuong

4n tir P2-1 d&én P2-42 va G 1a gdc lién két duge ndi véi don vi phdi tir; va

(ib’):

" RL1\ RLZ
fK”/O\)<S)a b
@]

trong d6 R va R nhu duge xéc dinh trong tuyén bd bat ki trong sb cac phuong

4n P2-1 va tir P2-47 dén P2-51; va
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p 12 56 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 20.

P2-55. Thé tiép hop theo phuong 4n P2-54, trong d6 G™ duge chon tir

0 cBA N
(GLLI-I) CBA}_\CNK}LS (GLLS-I) N~ \\N
0] N CBA
G \ Y| ey thN,%
o
o) & N
(GLLZ) CBAs_& O\H)\w (GLL9-1) ’ N\:\{I,
o)
\O A
_N
N~ \N)i
(G CBA%_' S% (GLLQ-Z) \:g/
cBA
TCBA
(G3?) - g_ss\f (GH1) ;\{\;@/
H
. T (D
H HN
GHL4 ‘_>-N G ./
(G LA VI Rl L
0
LLS ceAs /) LL12 NT
@) = y (@) HL@
X
N
o al
(GLLG) CBAE /g (GLL13)
CBA H
(GLL7) g—\ (GLL14) cBA i‘{ N g O}“'

trong do Ar thé hién nhém Cs.g arylen va X thé hién C; 4 alkyl.
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P2-56.Thé tiép hop theo phuong 4n P2-55, trong d6 G™ dugc chon tir GM! va
GLL12

P2-57.Thé tiép hop theo phuong 4n P2-56, trong 6 G~ 1a GM.

P2-58.Thé tiép hop theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n tir P2-54 dén
P2-57, trong d6 don vi phdi tir 13 khang thé hodc manh c6 hoat tinh ciia ching.

P2-59.Thé tiép hop theo phuong 4n P2-58, trong d6 khang thé hodc manh khéang
thé 12 khang thé hodc manh khang thé d6i voi khang nguyén két hop khdi u.

P2-60.Thé tiép hop theo phuong 4n P2-59, trong d6 khang thé hodc méanh khéng
thé 1a khang thé ma lién két véi mot hodc nhidu khang nguyén két hop khéi u hodc thu
thé bé mit té bao duogc chon tir (1)-(89): (1) BMPRIB; (2) E16; (3) STEAPI; (4) 0772P;
(5) MPF; (6) Napi3b; (7) Sema 5b; (8) PSCA hlg; (9) ETBR; (10) MSG783; (11)
STEAP2; (12) TrpM4; (13) CRIPTO; (14) CD21; (15) CD79b; (16) FcRH2; (17) HER2;
(18) NCA; (19) MDP; (20) IL20R-alpha; (21) Brevican; (22) EphB2R; (23) ASLG659;
(24) PSCA; (25) GEDA; (26) BAFF-R; (27) CD22; (28) CD79a; (29) CXCR5; (30)
HLA-DOB; (31) P2X5; (32) CD72; (33) LY64; (34) FcRH1; (35) IRTA2; (36) TENB2;
(37) PSMA - FOLHI; (38) SST; (38.1) SSTR2; (38.2) SSTRS5; (38.3) SSTRI;
(38.4)SSTR3; (38.5) SSTR4; (39) ITGAV; (40) ITGB6; (41) CEACAMS; (42) MET;
(43) MUC1; (44) CA9; (45) EGFRVIII; (46) CD33; (47) CD19; (48) IL2RA; (49) AXL;
(50) CD30 - TNFRSFS; (51) BCMA - TNFRSF17; (52) CT Ags - CTA; (53) CD174
(Lewis Y) - FUT3; (54) CLECI4A; (55) GRP78 - HSPAS; (56) CD70; (57) khéang
nguyén dic hidu t& bao gbc; (58) ASG-5; (59) ENPP3; (60) PRR4; (61) GCC -
GUCY2C; (62) Liv-1 - SLC39A6; (63) 5T4; (64) CD56 - NCMALI; (65) CanAg; (66)
FOLR1; (67) GPNMB; (68) TIM-1 - HAVCR1; (69) RG-1/Mindin dich khéi u tuyén tién
liét - Mindin/RG-1; (70) B7-H4 - VICN1; (71) PTK7; (72) CD37; (73) CD138 - SDCI;
(74) CD74; (75) Claudins - CLs; (76) EGFR; (77) Her3; (78) RON - MSTIR; (79)
EPHAZ2; (80) CD20 - MS4A1; (81) Tenascin C - TNC; (82) FAP; (83) DKK-1; (84)
CD52; (85) CS1 - SLAMF-7; (86) Endoglin - ENG; (87) Annexin Al - ANXAT; (88) V-
- CAM (CD106) - VCAMI; (89) ASCT2 (SLCIAS).

P2-61.Thé tiép hop theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tir P2-58 dén
P2-60, trong d6 khang thé hoic manh khang thé 13 khang thé dugc thiét ké xystein.

P2-62.Thé tiép hop theo phuong an bét ky trong sb cac phirong 4n tir P2-58 dén
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P2-61, trong d6 tai luong duoc chat (p) cia dugc chat (D) véi khang thé (Ab) 13 sb
nguyén nim trong khoang tir 1 d&én khoang 10.

P2-63.Thé tiép hop theo phwong 4n P2-62, trong d6 p bang 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9
hoic 10.

P2-64. Hn hop cia cac thé tiép hop theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong
4n tir P2-58 dén P2-63, trong d6 tai lugng dugc chét trung binh trong mdi khang thé trong
hén hop cla cac thé tiép hop dugc chit khang thé nim trong khoang tir khoang 1 dén
khoang 10.

P2-65. Thé tiép hop hodc hdn hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n
tir P2-54 dén P2-64, dé st dung trong tri lidu.

P2-66.Dugc phim chira thé tiép hop hodc hdn hop theo phuong 4n bat ky trong sb
cac phuong an tr P2-54 dén P2-64 va chit pha loing, chit mang hoic ta dugc duge dung.

P2-67.Thé tiép hop hodc hdn hop theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n
tir P2-54 dén P2-64, hodc duoc phim theo phuong an P2-66, & sir dung trong viée diéu
tri bénh tang sinh & dbi tugng.

P2-68.Thé tiép hop, hdn hop hodc dugc phdm theo phuong &n P2-67, trong d6
bénh 1a bénh ung thu.

P2-69.Sir dung thé tiép hop hodc hdn hop theo phuong 4n bét ki trong sb céc
phuong 4n tir P2-54 dén P2-64, hogc dugc phim theo phwong 4n P2-66 trong phuong
phap diéu tri bénh.

P2-70.Phuong phap didu tri bénh bao gdm budc cho bénh nhén st dung dugc
pham theo phuong 4n P2-66.

P2-71.Phuong phéap theo phuong an P2-70, trong do phuong phép diéu tri bénh 1a
dé didu tri bénh ung thu.

P2-72.Phuong phép theo phuong an P2-71, trong d6 bénh nhan dugc st dung
* duogc chat héa tri lidu, két hop véi thé tiép hop.

P2-73.St dung thé tiép hop hodc hdn hop theo phuong 4n bat ky trong sb cac
phwong 4n tir P2-54 dén P2-64 trong phuong phép san xudt thube dé didu tri bénh ting
sinh.

116



49225 117/126

P2-74. Phuong phap diéu tri déng vat c6 vii mic bénh ting sinh, bao gdm budc sir
dung lrong hiru hiéu cta thé tiép hop hoic hdn hop theo phuong 4n bét ky trong s cac
phwong 4n tir P2-54 d&én P2-64, hoic dugc pham theo phuong 4n P2-66.

P2-75. Hop chét A:

dudi dang chit ddng phan ddi anh don 1é hoic & dang dugc 1am gidu chit dong
phan dbi anh.
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YEU CAU BAO HQ

1. Hop chét c6 cong thire I:

\ A \ 9 r r L 1» A A A A A % r A -
va mudi va solvat cia né, trong dd R~ 13 goc lién ket dé€ ndi vdi khang thé hoac

manh gin két khang nguyén ctia khang thé, durge chon tir:

(ia):
I
L
f{"‘{;} X~
trong do:
Ci=0} %
KN/Qﬁ fH
H
D

Q la: '
trong d6 Q* 14 nhém sao cho Q 12 13 gdc axit amin, goc dipeptit, gde tripeptit hodc

€9 vy

N thé hién nhoém ma cic nguyén t

gbc tetrapeptit, va trong d6 nhan bén trén

duogc lién két vao;

X la:
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trong 6 a=0 dén 5, bl =0 dén 16, b2 =0 dén 16, c1 = 0 hodc 1, c2 = 0 hoic 1,
d =0 dén 5, trong d6 it nhat bl hodc b2 = 0 va it nhit c1 hoic c2 = 0;

G" 1a gbc lién két dé nbi véi khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia

khang thé, trong d6 G" duoc chon tir:

(GLl-l)

(G")

(GLI —2)

L7

(G")

@)

(G

(GLS—I)

oy
o
>,

5—35

INOs)
trong d6 nhém NO, la
thy y

G")

(GL3-2)

S8

¢ vcz}
trong d6 nhém NO, 1a
tiy y

(GLIO)

(GL3-3)

susj\f
A
NN,

trong 46 nhém NO, 1a
thy ¥

(GLII)

(GL3-4)

]

trong d6 nhém NO, 1a

(GLIZ)
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N.

X'~ N,
(Cy i ( G") \ij\ v

trong d6 Hal = 'I, Br, Cl
O

G5 Hal— 0—% (G HEN"O}"

trong d6 Ar thé hién nhom Cs._g arylen, va X’ thé hién C alkyl;

(ib):

23 L2
) s M.
© 5 S e~ b
o]
O S &

trong d6 R™ va R™ doc 14p dugc chon tir H va metyl, hodc cing véi nguyén tir
carbon lién két véi chung tao thanh nhém xyclopropylen hogc xyclobutylen; va e bang 0

hodc 1.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 R" ¢4 cong thirc Ia, va trong d6 Q 12 (a) gbc axit amin
duoc chon tir: Phe, Lys, Val, Ala, Cit, Leu, Ile, Arg, va Trp; hodc (b) gbe dipeptit dugc
chon tir M-Phe-Lys-“°, M._val-Ala-“°, M.Val-Lys-“°, ™.Ala-Lys-“°, "™.Val-Cit-
&0 NH_phe Cit-“C, M. Leu-Cit-“°, ™-Ile-Cit-“°, ™-Phe-Arg-“"°, ™-Trp-Cit-“°, va
M_Gly-Val-“™; hoic (c) gde tripeptit duge chon tir: N Glu-Val-Ala-“°, M™.Glu-Val-
Cit-°°, M gGlu-Val-Ala-°, va M-aGlu-Val-Cit-“"%; hoic (d) gdc tetrapeptit dugc
chon tir: M-Gly-Gly-Phe-Gly-“"°; va ™-Gly-Phe-Gly-Gly--"°, trong d6 "-thé hién dau

tan cing N, va -~ ° thé hién dau tan ciing C clia gbe.

3. Hop chét theo diém 2, trong d6 a bang: (a) 0 dén 3; hodc (b) 0 ho#c 1; hodc (c) 0, va
cling tuy y trong do6 bl bing: (a) 0 dén 8; hoic (b) 0; hodc (c) 2; hodc (d) 3; hoic (e) 4;
hoic (f) 5; hodc (g) 8, va van cling tly ¥ trong d6 b2 bang: (a) 0 d&én 8; hoidc (b) 0; hoic
(c) 2; hodc (d) 3; hodc (e) 4; hodc (f) 5; hodc (g) 8.

4. Hop chét theo diém 2 hoic 3, trong d6 (i) c1 bang: (a) 0; hodc (b) 1; va (ii) c2 bang: (a)
0; hogc (b) 1; trong do it nhit mot trong sd ¢l va ¢2 bang 0, va ty ¥ trong d6 d bang: (a)
0 dén 3; hodc (b) 1 hodc 2; hoic (c) 2; hoic (d) 5.
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5. Hop chét theo diém bat ky trong sd cac diém tir 2 dén 4, trong d6 (a) a bang 0, bl bang
0, c1 bang 1, c2 bing 0 va d bing 2, va b2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8; hodc (b) a bang 1, b2
bang 0, c1 bang 0, c2 bing 0 v d bing 0, va bl bing 0, 2, 3, 4, 5 hozc 8; hogc (c) a bang
0, bl bing 0, c1 bing 0, c2 bang 0 va d bang 1, va b2 bing 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8; hoic (d)
© bl bing 0, b2 bang 0, c1 bang 0, c2 bing 0, mot trong sb a va d bing 0, va mot trong s6 a
va d con lai bang 1 hoic 5; hoic (e) a bing 1, b2 bang 0, cl bing 0, c2 bing 1, d bing 2,
vabl bang 0, 2, 3, 4, 5 hoic 8.

6. Hop chét theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 G" duoc chon tir G+
'vaGh?

7. Hop chét theo diém 1, trong d6 R* ¢6 cong thic Ib, v (a) ca R va R™ 1a H; hoic (b)
RM 13 H va R™ 12 metyl; hodc (c) ca R va R™ 13 metyl; hoic (d) trong ¢6 R™ va R™
cung véi nguyén ti carbon lién két v6i ching tao thanh nhém xyclopropylen; hoic (e)
trong d6 R va R cing véi nguyén tir carbon lién két v6i chiing tao thanh nhém

xyclobutylen

8. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 14 1-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrol-
1-yl)propanamido)-N-((S)-1-(((S)-1-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-
hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-
oxopropan-2-yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-yl1)-3,6,9,12,15,18,21,24-
octaoxaheptacosan-27-amit.

9. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chit nay 1a (S)-2-(2-(2-(2-(2-
azidoetoxy)etoxy)etoxy)axetamido)-N-((S)-1-(((S)-9-etyl-9-hydroxy-10,13-dioxo-
2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-benzo[de]pyrano[3°,4’:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-
4-yl)amino)-1-oxopropan-2-yl)-3-metylbutanamit.

10. Hop chét theo didm 1, trong d6 hop chit nay 1a N-((S)-1-(((S)-1-(((S)-9-etyl-9-
hydroxy-10,13-diox0-2,3,9,10,13,15-hexahydro-1H,12H-
benzo[de]pyrano[3°,4°:6,7]indolizino[ 1,2-b]quinolin-4-yl)amino)-1-oxopropan-2-
yl)amino)-3-metyl-1-oxobutan-2-y1)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadec- 18-ynamit.

11. Thé tiép hop c6 cong thie IV:

L-(D"), (IV)

hodc mubi hoic solvat duge dung ctia nd, trong d6 L 1a don vi phéi tir, D" 14 don

vi dugc chit gde lién két c6 cong thire I1I:
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R™ 13 gbc lién két duge ndi véi don vi phéi tir duoc chon tir

(ia’):

O
;a"\ /;L ,GE“L &
Q X’

trong d6 Q va X 1a nhu dugc dinh nghia theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1

dén5va G 1a goc lién ket dugce ndi véi don vi phdi tir, trong 46 G™ dugc chon tir:

: N
(GLLl-l) CEAI—&)& (GLLS-I) KN\-‘;Q.

K b{f'ﬁ‘H

e AT -
(GLLI-Z) e f}; (GLL8 2) \_:g»
0 i
| o A Ny
G ‘@g._&’ Wﬁ‘ G \;-;gﬂ
o
8] B4,

:a oA

(GLL9-2) .y

(GLL3- 1) C‘aai_s

(GLL3-2) CEA%— sj\j (GLLIO)
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1
\
(GLL-4) WN (GH! 1)
S

(GLLS) (GLL12) N

HN—N

X
X' o
o<t o >
(GLLé) i_g, (GLL13)
LBA

8 H
(GLL7) %—\ | (GLL14) %&%{N\O },"

trong d6 Ar thé hién nhém Cs_g arylen va X’ thé hién C, alkyl; va

(ib):

L1 L2
K R R
AH/O\XS}'S b
O

trong do R™ va R™ 1a nhu dugc dinh nghia theo diém 1 hoidc 7; va

p 13 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 20,

va trong d6 don vi phdi tir 13 khang thé hoic méanh c6 hoat tinh ctia né.
12. Thé tiép hop theo diém 11, trong d6 G dugc chon tir GM'! va GM12
13. Thé tiép hop theo diém 11, trong d6 Q 1a gbc dipeptit 13 "-Val-Ala-“"°, a bang 0, bl
bang 0, c1 bang 1, c2 bing 0 va d bing 2, b2 bing 8 va G*"1a G*'"', trong d6 ""-thé hién

dAu tan cing N, va - thé hién ddu tan cling C cua gbc.

14. Thé tiép hop theo diém bit ky trong sb cac diém tir 11 dén 13, trong d6 tai lugng
duoc chit (p) ciia duoc chit (D) vé6i khéng thé (Ab) 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 1
dén 10.
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15. Dugc phim chtra thé tiép hop theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 11 dén 14 va

chét pha loang, chét mang hodc ta dugc dugce dung.

16. Hop chét c6 cong thirc VI:

Vi

trong d6 Q 1a nhu dugce dinh nghia theo diém 1 hoac 2.
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