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(57) Sang ché d cap dén phiic hop peptit hai vong khac nhau néi tiép bao gdm phéi
tir peptit thir nhat, lién két véi Nectin-4, dugc 1ién hop thong qua cau ndi véi hai phéi tir
peptit thir hai, lién két véi CD137. Sang ché cling dé cap dén viéc st dung phirc hop
peptit hai vong khac nhau néi tiép nay trong ngin ngira, phong chéng hodc diéu tri bénh

ung thu.
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Linh vwe ki thuit dugc dé cap

Séng ché dé cap dén phirc hop peptit hai vong khéc nhau ndi tiép ma chira phdi
tur peptit thu nhét, ma lién két véi Nectin-4, duoc lién hop thong qua ciu n6i v4i hai
phéi tir peptit thir hai, ma lién két voi CD137. Sang ché ciing & cap dén viée st dung
phirc hop peptit hai vong khac nhau ndi tiép nay trong ngin nglra, phong chéng hoic

diéu tri bénh ung thu.
Tinh trang ky thuit ctia siang ché

Peptit vong c6 thé lién két bing 4i luc cao va huéng tinh dic hidu dén cac dich
protein va do d6 13 16p phan tir hp din dé nghién ctru phét trién cac liéu phap tri licu.
Trong thuc t€, mot vai peptit vong da dugc st dung thanh cong trong 1am sang, nhu vi
du, peptit khang khuan vancomyxin, thubc e ché mién dich xyclosporin hozc thubc
chbng ung thu octreotide (Driggers et al. (2008), Nat Rev Drug Discov 7 (7), 608-24).
Dic tinh lién két t5t do bé mit tuong tac tuong d6i 16n dugc tao ra gitta peptit va dich
cling nhu d6 linh dong c4u hinh cfia ciu triic vong gidm di. Thong thuong, cac vong 16n
lién két voi bé mit bing mot vai trim angstrom vuong, vi du nhu peptit vong CXCR4
chét dbi khang CVX15 (400 A%, Wu et al. (2007), Science 330, 1066-71), peptit vong
c6 motip Arg-Gly-Asp lién két v6i integrin o Vb3 (355 A?) (Xiong et al. (2002), Science
296 (5565), 151-5) hodc chét tc ché peptit vong upain-1 lién két v6i chat hoat hoa
plasminogen kiéu urokinaza (603 A2; Zhao et al. (2007), J Struct Biol 160 (1), 1-10).

Do két cdu vong cta chiing, cic vong peptit 16n it linh dong hon so véi peptit
mach thing, dAn dén mét it entropi hon khi lién két voi cc dich va din dén c6 4i luc
lien két cao hon. D9 linh dong giam di ciing d4n dén lam khéa ciu hinh dic hiéu dich,
lam ting tinh diic hidu lién két so voi peptit mach thang. Téc dung nay da duge ching
minh béng chét e ché c¢6 chon loc va hiéu nghiém cia co chét metalloproteinaza 8
(MMP-8), ma lam mét tinh chon loc cta n6 voi cac MMP khéc khi vong ctia né duge
ma ra (Cherney ef al. (1998), J Med Chem 41 (11), 1749-51). Céc déc tinh lién két co
loi dat duge thong qua viéc tao vong 16n tham chi con rd rang hon & peptit da vong c6

nhiéu hon mot vong peptit vi du nhu trong vancomyxin, nisin va actinomyxin.
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Cac ddi nghién ctru khac nhau trudc day da gén polypeptit v&i gdc xystein thanh
mdt cAu tric phan tir tong hop (Kemp and McNamara (1985), J. Org. Chem; Timmerman
et al. (2005), ChemBioChem). Meloen va cong su dé st dung tris(brommetyl)benzen
va cac phan tir lién quan dé tao vong nhanh va nhiéu thong long peptit da vong 1én trén
khung tdng hop dé bt chudc cu triic cia bé mit protein (Timmerman et al. (2005),
ChemBioChem). Phuong phap tao ra hgp chat thubc tmg vién trong d6 hop chat nay
duoc tao ra bang cach lién két xystein chira polypeptit v6i khung phén tir vi du nhu
1,1',1"-(1,3,5-triazinan-1,3,5-triyl)triprop-2-en-1-on (TATA) da duogc bdc 16 trong WO
2019/122860 va WO 2019/122863.

Cac cach tiép can t6 hop dua trén trinh dién thuc khuén thé da duoc nghién ciu
phat trién dé tao va sang loc cac thu vién 16n cua cac peptit hai vong dé hudng dén céc
dich quan tdm (Heinis ez al. (2009), Nat Chem Biol 5 (7), 502-7 and WO 2009/098450).
Tém lai, céc thu vién td hop cua peptit mach thing chtta ba gbc xystein va hai ving gdém
sau axit amin ngu nhién (Cys-(Xaa)s-Cys-(Xaa)s-Cys) duoc trinh dién trén thuc khuin
thé va duogc tao vong bang cach lién két cong héa tri chudi bén xystein voi phan tir nhd
(tris-(brommetyl)benzen).

Ban chit ky thut ciia sang ché

Theo khia canh thir nhat cua sang ché, sang ché @ xuat phtic hop peptit hai vong
khac nhau néi tiép bao gdm:

() phdi to peptit tht nhat lién két véi Nectin-4 va c6 trinh tu
CiP[1Nal][dD]CiM[HArg] DWSTP[HyP]WCii (SEQ ID NO: 1; BCY8116); dugc lién
hop théng qua cau nbi N-(axit-PEG3)-N-bis(PEG3-azit) véi

(b) hai phéi tir peptit thtt hai lién két véi CD137, ca hai déu c6 trinh ty Ac-
Ci[tBuAla]PE[D-Lys(PYA)]PYCiFADPY[NIe]Cii-A (SEQ ID NO: 2; BCY8928);

trong d6 mdi phéi tir trong cac phdi tir peptit da néu bao gdm polypeptit chira ba
nhém xystein phan ung (Ci, Cj va Ciij), dugc phan tach bai hai trinh tu thong long, va
mot khung phan tir 1a 1,1',1"-(1,3,5-triazinan-1,3,5-triyl)triprop-2-en-1-on (TATA) va
tao thanh lién két cong hoa tri vdi cac nhom xystein phan tng ctia polypeptit sao cho
hai thong long polypeptit dugc tao ra trén khung phén tir;

trong d6 Ac tuong ing vai axetyl, HArg twong tmg v6i homoarginin, HyP uvong
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ting voi trans-4-hydroxy-L-prolin,1Nal wong tng v6i 1-naphtylalanin, tBuAla tuong
ng v6i t-butyl-alanin,PYA tuong tmg véi axit 4-pentynoic va Nle tuong tng voi

norleuxin.

Theo khia canh tiép theo ciia séng ché, dugc d& xuét 1a dugc phdm chira phirc
hop peptit hai vong khac nhau nbi tiép nhu dugc dinh nghia & trén két hop v6i mot hoidc

nhiéu t4 duoc duoc dung.

Theo khia canh tiép theo ciia sang ché, dugc dé xuét 1a phirc hop peptit hai vong
khac nhau néi tiép nhu dwoc dinh nghia & trén dé sir dung trong ngin ngira, phong chbng

hodc diéu tri ung thu.
M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1: (A) Phan tich phirc hop peptit hai vong khac nhau ndi tiép Nectin-4/CD137
trong thir nghiém chit bdo cdo Promega CD137 luciferaza v&i sw c6 mit clia cac té bao
H292 biéu hién Nectin-4. BCY 11617 1a phirc hop peptit hai vong khac nhau néi tiép ma
lién két voi Nectin-4 bing 4i luc twong tw nhu véi BCY 11863 nhung khong lién két véi
CDI137. (B) So luoc v& EC50 (nM) ciia BCY11863 trong thir nghiém chat bdo cdo
Promega CD137 luciferaza khi ddngnuéi ciy véi cac dong té bao khac nhau, ma biéu

hién Nectin-4 noi sinh hodic dugc thiét ké dé biéu hién qué mirc Nectin-4.

Fig.2: Phitc hgp peptit hai vong khac nhau ndi tiép Nectin-4/CD137 gay tiét
xytokin IFN-y (Fig.2A) va IL-2 (Fig 2B) trong thir nghi¢ém cung nudi cdy PBMC-4T1.
Té bao 4T1 duoge thiét k& dé biéu hién Nectin-4. BCY11617 1a phtic hop peptit hai vong
khéc nhau néi tiép ma lién két véi Nectin-4 bang 4i lyc twong tu nhu véi BCY11863
nhung khong lién két véi CD137. Fig.2C trinh bay so luogc vé EC50 (nM) ctia
BCY11863 trong thir nghiém tiét xytokin v&i nhiéu ngudi cho PBMC & ngudi va dong
té bao khdi u.

Fig.3: Dugc dong hoc cua phitc hop peptit hai vong khac nhau nbi tiép
BCY 11863 & chudt ddng SD va khi duéi dai (cyno) dung theo dudng tinh mach 1an luot
tai 2 mg/kg (n=3) va 1 mg/kg (n = 2).

Fig.4: Hoat tinh chdng khdi u cia BCY11863 & md hinh khéi u MC38 biéu hién
qud muc Nectin-4 ¢ chudt nha ddng gen (MC38#13). Thé tich khéi u trong va sau khi
diéu tri BCY11863. S6 luong chudt nha dap tmg hoan toan (CR) vao ngay D69 dugc
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ghi trong ngodc don. QD: liéu luong hang ngay; Q3D: liéu lugng mdi ba ngay; ip: dung

trong mang bung.

Fig.5: Didu tri bing BCY11863 tao ra ghi nhé mién dich véi té bao khoi u MC38
bidu hién qué muc Nectin-4 (MC38#13). Thé tich khéi u dugc dua ra sau khi tiém cho
chuét nha C57BL/6J-hCD137 chua timg thit nghiém hogc nhitng chut nha c6 dép tmg
hoan toan (CR) véi BCY11863. Luuy rang khong c6 con chudt nao trong s6 cac chudt
nha CR phat trién khéi u vao cudi khoang thoi gian quan sat (22 ngay).

Fig.6: BCY 11863 chimg minh hoat tinh chéng khéi u trong m hinh khéi u CT26
bidu hién qua muc Nectin-4 ddng gen & chudt nha (CT26#7). Thé tich khéi u trong khi
didu tri BCY11863. Q3D: lidu lwong mdi ba ngdy; ip: dung trong mang bung.

Fig.7: Té bao T tong s va té bao T CD8+ ting 1én & mo khdi u CT26#7 1 giod
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trong mod khdi u CT26#7 1 gid sau lidu Q3D cubi cing cua BCY11863.

Fig.8: Bic tinh dugc dong hoc ctia BCY11863 trong huyét tuong va mé khéi u
ctia dong vat mang khéi u dong gen CT26#7 sau khi ding mot 14n duy nhét theo dudng
tinh mach (iv) 5 mg/kg BCY11863.

Fig.9: Néng d6 huyét twong theo thoi gian cia BCY11863 tir liéu lugng 15 mg/kg
theo duong trong mang bung & chuft nha CD-1 (n =3) va thoi gian ban hiy cudi trong
huyét trong d6i véi BCY11863.

Fig.10: Nghién ciru lién két cong hudng plasmon bé mit (Surface plasmon
resonance - SPR) ctia BCY11863 vdi (A) Nectin-4 va (B) CD137 dugc c¢b dinh. Thir
nghiém SPR lién két d6i ¢b dinh (C) CD137 va (D) Nectin-4 trén chip SPR, sau d6 dugc
bt gitt bing BCY11863. Ai Iuc cia BCY 11863 lién két v6i Nectin-4 (C) hodc CD137
(D) & ngudi hoa tan duogce do bang cach cho thu thé hoa tan dugc chdy qua chip & cac
ndng d6 khéc nhau. (E) Lién két BCY13582 (BCY11863 dugc biotin héa) duge ¢ dinh
trén chip SPR streptavidin véi CD137 ngui hoa tan.

Fig.11: K§ thudt microarray t& bao cua Retrogenix duoc sir dung dé kham pha
cac tuong tac chéch dich khong dac hiéu cua BCY 13582 (BCY11863 duogc biotin hoa).
DPugc trinh bay ¢ day 1a dit liéu sang loc cho thdy ring 1 pM BCY 13582 dugc thém vao

4
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céc ban kinh microarray biéu hién 11 protein khac nhau chi lién két véi CD137 va
Nectin-4 (dugc phat hién bang cach st dung streptavidin c6 gén nhin AlexaFluor647).
Tin hiéu lién két bi thay thé khi a véi BCY11863.

Fig.12: Duong cong sinh trudng khdi u cta khdi u MC38 #13 & chudt nha
huCD137 C57Bl/6 ching minh hoat tinh chéng khéi u ctia BCY11863 sau céc liu
lugng va khoang cach lidu khac nhau. S6 luong dong vat dap ung hoan toan (CR; khong

s& thiy khéi u) vao ngay tha 15 sau khi bét ddu didu tri dugc ghi trong ngodc don.

Fig.13: Buong cong sinh truéng khéi u (trung binh + SEM) ctia khdi u MC38#13
(n = 6/dot) & chudt nha huCD137 C57Bl/6 chiing minh hoat tinh chéng khdi u cta
BCY 11863 tai c4c lidu lugng va phac dd lidu khac nhau. S6 lugng dong vat dap tmg
hoan toan (CR; khong so thdy khdi u) vao ngay thu 52 sau khi bét dau diéu tri duge ghi
frong ngodc don. (A) dot lidu luong véi ta dugc 1ong hodc hoge 3 mg/kg tong lidu hang
tuan cua BCY11863. (B) dot liéu lugng véi t& duge 16ng hodc hodc 10 mg/kg téng lidu
hang tuan ctia BCY11863. (C) dot lidu luong véi ta duoc 1ong hodc hodc 30 mg/kg tdng
liéu hang tudn cia BCY11863.

Fig.14: Dugc dong hoc cta phirc hop peptit hai vong khac nhau néi tiép
BCY 11863 & chudt ddng SD ding theo dudng tinh mach voi 100 mg/kg (n = 3) va do
ndng d6 cia BCY11863 va céc chit chuyén héa tiém ning BCY15155 va BCY14602
trong huyét twong.

MG ta chi tiét sang ché

Theo khia canh thit nhit ctia sang ché, sang ché d& xuat phirc hop peptit hai vong
khéc nhau ndi tiép bao gbém:

(a) phbi tor peptit th@ nhit ma lién két v6i Nectin-4 va c6 trinh tu
CiP[1Nal][dD]CiM[HArg]DWSTP[HyP]WCii (SEQID NO: 1; BCY8116); duoc li€n
hop thong qua ciu néi N-(axit-PEG3)-N-bis(PEGs-azit) véi

(b) hai phdi ttt peptit thir hai, ma lién két véi CD137, ca hai déu c6 trinh tur Ac-
Ci[tBuAla]PE[D-Lys(PYA)]PYC;FADPY[Nle]Cii-A (SEQ ID NO: 2; BCY8928);

trong d6 mdi phdi tr trong cac phdi tir peptit da néu bao gdm polypeptit chira ba
nhém xystein phan tng (Ci, Cii va Ciii), duoc phan tach bang hai trinh tu thong long, va
mot khung phan t 1a 1,1',1"-(1,3,5-triazinan-1,3,5-triyl)triprop-2-en-1-on (TATA) va

5
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tao thanh lién két cong héa tri v6i cdc nhom xystein phan tmg clia polypeptit sao cho
hai thong long polypeptit dugc tao ra trén khung phén tr;

trong d6 Ac tuong Ung véi axetyl, HArg tuong tng v6i homoarginin, HyP uong
{ing v6i trans-4-hydroxy-L-prolin, 1Nal tuong tmg véi 1-naphtylalanin, tBuAla tuong
mg véi t-butyl-alanin, PYA tuong umg véi axit 4-pentynoic va Nle tuong ung vo6i
norleuxin.

Céc tham chiéu & day dén cdu néi N-(axit-PEG3)-N-bis(PEGs-azit) bao gdm:

Naxe ™~ ™~Og
0
/]/ N~ O/\/O\/\ o/\/U\ OH
Naxe ™~ ~Og

N-(axit-PEG3)-N-bis(PEGs-azit).

Trong mot phuong an, phirc hgp peptit hai vong khac nhau nbi tiép 1A BCY11863:

6/70
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Chi tiét day di v& BCY 11863 duoc trinh bay trong bang A dudi déy:

Bang A: Thanh phan ctia BCY 11863

Phitc hop | Nectin-4 | Piém | Cau ndi CDI37 | Diém gin
56 BCY s6 gdin két BCY 56 két

BCY11863 | BCY8116 |PAauN | N-(axit-PEG3)- |BCY8928, | dLys
N-bis(PEG3-azit) | BCY8928 | (PYA)4

Dit liéu duge trinh bay & day trong Fig.1 va bang 1 cho thiy rang BCY11863
chirng minh ¢ hoat tinh CD137 manh trong thir nghiém chét bao cao CD137. Ngoai ra,
dit liéu dugc trinh bay trong Fig.2 va bang 2 cho thdy ring BCY11863 gay ra su tiét
xytokin IL-2 va IFN-y manh mé& trong thir nghiém ddng nuodi cdy PBMC véi nhidu dong
té bao khéi u va ngudi cho PBMC & ngudi. Hon nita, dir liéu duoc trinh bay ¢ dy trong
Fig.3 va Bang 5 cho thay ring BCY11863 ching minh dc tinh PK uu viét voi thoi gian
ban huy cubdi 14 4,1 gid & chudt dong SD va 5,3 gitr & khi dudi dai. Dt liéu dugc trinh
bay trong Fig.10 va 11 cung véi cac phan phuwong phap 11 va 12 chimg minh tinh lién
két va tinh chon loc nhay bén ciia BCY 11863 d6i v6i cac dich Nectin-4 va CD137 cua
né. Fig.4 va 5 chimg minh hoat tinh chéng khéi u manh mé cia BCY11863 & chudt nha
ddng gen MC38#13 va tao ra ghi nhé mién dich sau khi diéu tri bang BCY11863. Fig.6
va 7 chimg minh hoat tinh chéng kh&i u cia BCY 11863 trong mé hinh ddng gen CT26#7
v6i s xam nhdp tuong Gmg cia céc té bao T gay doc té bao vao khdi u. Fig.12 va 13
chimg minh 13 rang ring BCY 11863 khong phai duy tri ndng do trong huyét twong c6
thé do duoc khi dung liéu luong 1,5 mg/kg BIW va 5 mg/kg tai 0,24 gid trong tuln tao

ra hoat tinh chéng khdi u manh mé.

Su tham chiéu & day duoc thuc hién cho mét s chat twong tu (tic 13, cac dan
xuét dugce bién dbi) va cac chét chuyén héa cia BCY 11863, mdi chit tao thanh cac khia

canh bd sung cua sang ché va duoc tom tit trong Bang B duéi day:

Bang B: Thanh phin ctia chét tuong ty va chat chuyén héa BCY11863

8/70

BCY s6 |gén két BCY sb bién

Phrc hop sd|Nectin-4 [Piém  |Cau ndi CD137 Diém gin két |Chat diéu

BCY13390 [BCY8116PauN [N-(axit-PEG3)- [BCY8928, |dLys(PYA)4
N-bis(PEGz-azit)

8
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BCY13389

dLys(PYA)4

BCY13582

BCY8116

PauN

N-(axit-PEG3)-
N-bis(PEG3-azit)

BCY8928,
BCY13389

dLys(PYA)4
dLys(PYA)4

Biotin-
Pegl2

BCY13583

BCY8116

Pau N

N-(axit-PEG3)-
N-bis(PEGs3-azit)

BCY8928,
BCY13389

dLys(PYA)4
dLys(PYA)4

Alexa
Fluor 488

BCY 13628

BCY8116

Pau N

N-(axit-PEG3)-
N-bis(PEGs-azit)

BCY8928,
BCY13389

dLys(PYA)4
dLys(PYA)4

Xyanin 5

BCY 15155

BCY8116

PauN

N-(axit-PEG3)-
N-bis(PEGs3-azit)

BCY8928,
BCY14601

dLys(PYA)4
dLys(PYA)4

BCY 14602

BCY8116

PauN

N-(axit-PEG3)-

BCY14601

dLys(PYA)4

N-bis(PEG3-azit)

trong d6 BCY14601 tuong tng voéi phéi tr peptit hai vong c6 trinh tu
Ci[tBuAla]PE[D-Lys(PYA)|PYC;iFADPY[Nle]Cii-A (SEQ ID NO: 3) v6i TATA lam
khung phén tu;

va trong d6 BCY13389 tuong tmg voi phéi tir peptit hai vong c6 trinh tu
[Ac]Ci[tBuAla]PE[D-Lys(PYA)]PYC;iFADPY[Nle]Cii-K (SEQ ID NO : 4) v6i TATA

lam khung phén tu.

Trur khi duoc chi ra theo cach khéc, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va ky thuat
dugc st dung & ddy cé cling y nhia nhu thuong dugc hiéu boi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuét tuong Ung, chéng han nhu trong linh vuc héa hoc peptit,
nudi ciy té bao va trinh dién thuc khuén thé, hoa hoc axit nucleic va hoa sinh. K¥ thuat
tiéu chuin duogc sir dung trong sinh hoc phén t, di truyén va phuong phép héa sinh
(xem, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed., 2001, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Ausubel er al., Short
Protocols in Molecular Biology (1999) 4 ed., John Wiley & Sons, Inc.), dugc két hop
vao day dé tham khao.

Danh phdap
Dénh s6
Khi d& cap dén vi tri gdc axit amin trong hop chit theo sang ché, gbc xystein (C;,

Cii va Cii}) duoc bd qua khi dénh sb do ching khong thay ddi, do d6, viéc danh s gbe

9
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axit amin trong SEQ ID NO: 1 duogc dé cap dén nhu sau:
C;-P1-1Naly-dD3-Cii-My-HArgs-Ds-W7-Ss-To-P1o-HyP11-W12-Ciii (SEQ ID NO: 1).

Theo muc dich ctia phan mb ta ndy, peptit hai vong duoc tao vong véi 1,1',1"-
(1,3,5-triazinan-1,3,5-triyl)triprop-2-en-1-on (TATA) va thu dugc chu truc duoc thé ba

lan. Viéc tao vong voi TATA xay ra trén Ci, Cii, va Ciii.

Pinh dang phin ti

Céc phin md réng dau N hodc C cho trinh tu 13i hai vong duoc thém vao phia
bén phai hodc trai cua trinh tu, dugce phin tich bﬁng dau gach ngang. Vi du, du6i BAla-
Sar10 d4u N nén duoc ky hiéu la:

BAla-Sar10-A-(SEQ ID NO: X).

Trinh tu peptit ddo nguoc

Theo boc 19 trong Nair e al (2003) J Immunol 170(3), 1362-1373, nguoi ta du
do4n ring trinh tu peptit dugc boc 16 & day ciing s& 6 ich khi & dang dao nguoc cua
ching. Vi dy, trinh tu dugc dao nguoc (tuc 1a, dAu N tro thanh dau C va nguoc lai) va
hoa hoc 14p thé ctia chung ciing bi ddo nguoc (tic 14 axit amin-D trd thanh axit amin-L
va nguoc lgi). D& tranh nhim 18n, cc tham chiéu dén axit amin hogc duéi dang tén day
du ctia chiing ho#ic ma ba chit cai hodc mét chit cai cuia axit amin dugc du dinh trinh bay
& day la axit amin-L trir khi duoc chi ra khéc. Néu mdt axit amin duge du dinh trinh bay
dudi dang axit amin-D thi axit amin nay s& dugc bat dau bang cht céi d thuong trong
dau ngodc vudng, vi du, [dA], [dD], [dE], [dK], [d1Nal], [dNle], v.v..

Uu diém cia phéi ti peptit

Céc phirc hop peptit hai vong khac nhau néi tiép nhat dinh theo séang ché c6 mot
sé dic tinh ¢6 loi ma khién cho ching duoc xem 13 phan tir gibng thude thich hop dé
tiém, hit, dung theo dudng miii, mat, dudng miéng hoic ding tai chd. Cac dic tinh cé

loi bao gdm:

- Phan ung chéo loai. P4y 1a yéu ciu théng thuong dbi véi viée danh gid duge

luc hoc tién 1am sang va dugc dong hoc;

- Do 6n dinh proteaza. Ly tudng nhét 13 phirc hop peptit hai vong khac nhau ndi

tiép nén chimg minh d6 n dinh véi proteaza huyét twong, proteaza biéu md (“mang
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neo”), proteaza da day va rudt, proteaza bé mit phéi, proteaza ndi bao va tuong tu. Do
dn dinh proteaza nén dugc duy tri gifta cac loai khac nhau sao cho tng vién peptit hai
vong khac nhau ni tiép duogc nghién ctru phat trién trong mo hinh dong vat cling nhu

duogc dung cho nguoi noi riéng;

- Dic tinh d6 tan mong muon. D4y 1a ham cua ty 1€ gitta goc tich dién va uwa nude
so v&i gbe ky nudce va lién két H ndi phén t/lién phén tir, rat quan trong doi voi muc

dich hap thu va bao ché;

- b6 chon loc. Céc phtrc hop peptit hai vong khac nhau ndi tiép nhat dinh theo

sang ché chting minh d6 chon loc tdt trén céc dich khéac nhau;

- Thoi gian ban hity trong huyét tuong t1 wu trong tudn hoan. Phu thudc vao chi
dinh 14m sang va phéc dd didu tri, c6 thé cAn nghién ctru phat trién phirc hop peptit hai
vong khac nhau ndi tiép dé phoi nhiém ngén trong diéu kién diéu tri bénh cp tinh, hoic
nghién ctru phat trién phttc hop peptit hai vong khac nhau ndi tiép c6 thoi gian luu trong
tudn hoan ting 1én, va do d6 14 t8i wu dé& diéu tri nhidu tinh trang bénh man tinh. Cac
yéu t6 khéc thiic dAy thoi gian ban hiy trong huyét tuong mong mudn 12 diéu kién can
thiét ctia phoi nhiém dugc duy tri lién tuc dé dat hidu qua tri liéu tdi da so véi doc t6 di

kém do phoi nhiém dugc duy tri lién tyc v6i tdc nhén.

Quan trong 13, dit liéu dugc trinh bay & day trong d6 phirc hop peptit hai vong
khac nhau ndi tiép theo sang ché chimg minh hiéu qué chéng khéi u khi dugc cho ding
theo 1idu luong tai tin sudt ma khong duy tri ndng do huyét twong cao hon gia tri ECso
in vitro cua hop chét. Biéu nay trai ngugc véi cac phuong phap tiép can sinh hoc (tirc 14
dua trén khang thé) téi t& hop noi chung déi voi co ché cht van CD137 hodc co ché chu
van CD137 dic hiéu kép (Segal et al., Clin Cancer Res., 23(8):1929-1936 (2017), Claus
et al., Sci Trans Med., 11(496): eaav5989, 1-12 (2019), Hinner ef al., Clin Cancer Res.,
25(19):5878-5889 (2019)). Khong bi rang budc bdi ly thuyét, Iy do cho nhan dinh nay
duge cho 12 do thuce t& 1a cac phirc hop hai vong khac nhau ndi tiép c6 khdi luong phan
tir twong d6i thap (thudong <15 kDa), ching dugce tdng hop hoan toan va chung 1a chat
chi1 van hudng dich dén co ché chi van ctia CD137. Do d6, chung c6 thoi gian ban hiy
trong huyét twong twong d6i ngan nhung kha ning xAm nhép va luu gitt trong khdi u tét.
Dit lidu duge trinh bay & day hd tro ddy dii nhimg wu diém nay. Vi dy, hiéu qua chéng
khéi u trong mé hinh dong vat gdm nhdm déng gen ¢ chudt nha c6 CD137 dugc nhan
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héa duge ching minh hodc hang ngay hoic mdi ngay thir 3. Ngoai ra, dit liéu duoc dong
hoc trong mang bung cho thiy thoi gian ban hiy trong huyét twong 1a <3 gio, didu nay
¢6 thé du doan ring ndng do tudn hoan ctia phitc hop s& lién tuc giam xudng dudi ECso
in vitro gitta cac liéu. Hon nita, sd liéu duge dong hoc khéi u cho théy réng muc d6 cua
phtrc hgp hai vong khac nhau néi tiép trong mé khébi u c6 thé cao hon va duy tri 1au hon

so v6i muc d6 trong huyét twong.

Sé& duoc danh gia cao rang quan sat ndy tao thanh mot khia canh quan trong tiép
theo cta sang ché. Do d6, theo khia canh khac cta sang ché, sang ché dé xuit phuong
phap diéu tri bénh ung thu bao gdm budc ding phitc hop peptit hai vong khac nhau nbi
tiép nhu duoc x4c dinh trong tai liéu nay véi tan suét liéu luong khong duy tri lién tuc

ndng dd ciia phirc hop nay trong huyét twong cao hon ECsp in vitro clia phirc hop nay.

- Ghi nhé mi2n dich. Lién két phdi tir peptit hai vong lién két t€ bao ung thu véi
phdi tir peptit hai vong lién két t& bao mién dich mang lai wu diém hiép dong ctia ghi
nhé mi2n dich. Dit liéu dugc trinh bay & ddy da ching minh ring phitc hop peptit hai
vong khéc nhau ndi tiép theo sang ché dugc cho 14 khong chi loai bd khéi u ma khi ding
tac nhan gay khdi u, khong c6 chudt nha nao trong sd cac chudt nha da duoc tiém déap
{tng hoan toan phat trién khéi u. (xem Fig.5). Didu nay chi ra rdng viéc diéu tri bing
phtic hop peptit hai vong khac nhau ndi tiép duogc chon loc theo sang ché gay ra ghi nhé
gdy mién dich & chudt nha dap tmg hoan toan. Diéu nay c6 mot loi thé déng ké vé mit
lam sang d& ngan ngira su tai phat ctia khéi u néi trén khi né da duge kiém soat va loai
bo ban dau.

Phoi ti peptit

Phéi tir peptit, nhu dugc d& cap ¢ ddy, ding d chi peptit lién két cong héa tri véi
khung phén tir. Thong thudng, cac peptit nay chira hai hodc nhidu nhém phan tng (tic
1a gbc xystein) ma c6 kha ning tao thanh lién két cong héa tri voi khung, va trinh ty ndm
d6i dién gitta cdc nhém phan tmg d néu ma duge goi 12 trinh ty thong long, do dd, nd
tao thanh thong long khi peptit dugc lién két voi khung. Trong trudng hop nay, peptit
chtra it nhat ba nhém phan tmg duoc chon tir xystein, axit 3-mercaptopropionic va/hodc

xysteamin va tao thanh it nhit hai thong long trén khung.
Muéi dwoc dung

Sé& dugc danh gia cao rang cadc dang mudi nam trong pham vi cua sang ché nay,
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va viéc tham chiéu dén cac phdi tir peptit chira cac dang mudi ctia phoi tir dd néu.

Céc mudi cta sang ché co thé dugce tdng hop tir hop chét me chira gbc bazo hogc
axit bang cac phuong phéap hda hoc truyén thong chiang han nhu phuong phap duge mo
ta trong Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use, P. Heinrich Stahl
(Editor), Camille G. Wermuth (Editor), ISBN: 3-90639-026-8, Hardcover, 388 pages,
August 2002. Thong thuong, cac mudi nay c6 thé dugc didu ché bing cach cho céc dang
axit hodc bazo tu do cua cac hop chét nay phan tmg véi axit hodc bazo thich hop trong

nude hodc dung moi hitu co, hodc trong hon hop cta ca hai.

Cac mudi cong axit (mudi don hoic d6i) c6 thé dugce tao thanh béng nhiéu loai
axit, ca hitu co va vé co. Vidu vé cac mudi cdng axit bao gSm mudi don hodc ddi duoc
tao thanh béng axit dugc chon tir nhom bao gém axetic, 2,2-dicloaxetic, adipic, alginic,
ascobic (vi du, L-ascobic), L-aspartic, benzensulfonic, benzoic, 4-axetamidobenzoic,
butanoic, (+) camphoric, camphor-sulfonic, (+)-(1S)-camphor-10-sulfonic, capric,
caproic, caprylic, xinnamic, Xitric, Xyclamic, dodecylsulfuric, etan-1,2-disulfonic,
etansulfonic,  2-hydroxyetansulfonic, fomic, fumaric, galactaric, gentisic,
glucoheptonic, D-gluconic, glucuronic (vi du, D-glucuronic), glutamic (vi du, L-
glutamic), a-oxoglutaric, glycolic, hippuric, axit hydrohalic (vi duk hydrobromic,
hydrochloric, hydriodic), isethionic, lactic (vi du, (+)-L-lactic, (#)-DL-lactic),
lactobionic, maleic, malic, (-)-L-malic, malonic, (+)-DL-mandelic, metansulfonic,
naphtalen-2-sulfonic, naphtalen-1,5-disulfonic, ~1-hydroxy-2-naphthoic, nicotinic,
nitric, oleic, orotic, oxalic, palmitic, pamoic, phosphoric, propionic, pyruvic, L-
pyroglutamic, salixylic, 4-amino-salixylic, sebacic, stearic, sucxinic, sulfuric, tannic,
(+)-L-tartaric, thioxyanic, p-toluensulfonic, undexylenic va axit valeric, cling nhu axit

amin dugc axyl hoa va nhua trao doi cation.

Mbt nhém mudi cu thé bao gém mubi duge tao thanh tir axit axetic, clohydric,
hydriodic, phosphoric, nitric, sulfuric, xitric, lactic, sucxinic, maleic, malic, isethionic,
fumaric, benzensulfonic, toluensulfonic, sulfuric, metansulfonic (mesylat),
etansulfonic, naphtalensulfonic, valeric, propanoic, butanoic, malonic, glucuronic va

lactobionic. M6t muéi cu thé 1a mudi hydroclorua. Mudi cu thé khac 1a mudi axetat.

Néu hop chét 12 anion, hodc ¢6 nhém chuc c6 thé 14 anion (vi du, -COOH c6 thé

la -COO"), sau d6 mudi co6 thé dugc tao thanh véi bazo vo co hodc hitu co, dé tao ra
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cation thich hop. Vi du vé cation v6 co thich hop bao gdm, nhung khong chi gi6i han 6,
ion kim loai kiém, ching han nhu Li*, Na* va K*, cation kim loai kiém thd ching han
nhur Ca2* va Mg?*, va cation khac ching han nhu AP* hodc Zn*. Vi du vé cation hitu co
thich hop bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, ion amoni (ttrc 1a, NHs") va ion amoni
duoc thé (vi du, NH3R*, NHR2", NHRs", NR4*). Vi du vé mot vai ion amoni dugc thé
la nhiing ion co ngudn gdc tir: metylamin, etylamin, dietylamin, propylamin,
dixyclohexylamin, trietylamin, butylamin, etylendiamin, etanolamin, dietanolamin,
piperazin, benzylamin, phenylbenzylamin, colin, meglumin, va tromethamin, cling nhu
axit amin, chang han nhu lysin va arginin. Vi du vé jon amoni bac bén thong thudng 14

N(CHa)4™.

Khi hop chat theo sdng ché chita nhém chirc amin, chiing c6 thé tao thanh mudi
amoni bac bén, vi du, bing cach phan tmg v&i chit alkyl héa theo phwong phép da biét
v6i nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat tuong tng. Cac hop chit

amoni bac bon nay nam trong pham vi ctia sang che.
Cac dan xuat dwoc bién doi

Sé& duoc dénh gia cao ring cac din xudt duoc bién dbi cta phdi tir peptit nhu
duoc xéc dinh trong ban md ta nay nim trong pham vi clia sang ché. Vi du vé cac din
xuht duoc bién déi thich hop bao gdm mot hogc nhiéu bién déi duge chon tir: bién dbi
diu N va/hoic ddu C; thay thé mot hodc nhiéu gdc axit amin bing mot hoic nhidu gbc
khong phai axit amin (ching han nhu thay thé mot hodc nhiéu gdc axit amin phan cuc
bing mot hodic nhiéu axit amin cé cung vi tri hodc c6 cing sb electron; thay thé mot
hodc nhiéu gbc axit amin khong phan cuc bing axit amin ¢6 cung vi trf hogic c6 cling sd
electron phi ty nhién khac); thém nhém dém; thay thé mot hodc nhiéu gbc axit amin
nhay cam v&i qué trinh oxi héa bing mot hodc nhidu géc axit amin chdng oxi héa; thay
thé mot hodc nhidu gbe axit amin bang alanin, thay thé mot hodc nhiéu gbe axit amin-L
bing mot hodc nhidu gde axit amin-D; N-alkyl héa mot hozc nhiéu lién két amit béng
phdi tir peptit hai vong; thay thé mot hodc nhiéu lién két peptit bang lién két thay thé;
bién ddi chidu dai mach peptit; thay thé hydro trén cacbon anpha ctia mét hodc nhiéu
goc axit amin bing nhom héa hoc khéc, bién d6i axit amin ching han nhu xystein, lysin,
glutamin/aspartat va tirosin bang amin thich hop, thiol, axit cacboxylic va chit phan tmg
phenol phan tmg dé chitc héa céc axit amin da néu, va dua vao hogc thay thé cac axit
amin ma m& diu cho kha ning phan tmg truc giao thich hop d chirc hoa, vi du, nhém
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azit hodc alkyn mang axit amin ma cho phép chuc hda bang gbc mang alkyn hodc azit,

mot cach tuong Ung.

Theo mot phuong 4n, d&n xuét dugc bién ddi bao gém bién ddi dau N va/hoic
dAu C. Theo phuong 4n tiép theo, trong d6 dan xuét dugc bién dbi bao gdm bién ddi dau
N st dung chét phan tmg amino thich hop va/hodc bién ddi dau C sir dung chit phan
tmg cacboxy thich hgp. Theo phuong an tip theo, viéc bién doi dAu N hozc dau C da
néu bao gdm thém nhém tac dong, bao gdm nhung khong chi giéi han & chit gay doc té

bao, chét chelat phong xa hodc nhém mang mau.

Theo phuong 4n khéc, dan xut duoc bién dbi bao gdm bién dbi dau N. Theo
phuong 4n khéc, dan xuét duoc bién dbi bao gdm nhom axetyl diu N. Theo phwong 4n
nay, nhom xystein dau N (nhém dugc goi & day 1a C;) duoc gén mii v6i axetic anhydrit
hoic chét phan tng thich hop khéc trong qua trinh tdng hop peptit tao ra phéan tir dugc
axetyl hoa dau N. Phuwong 4n ndy mang lai uu diém 12 loai bo diém nhén biét tiém ning

d6i voi aminopeptidaza va tranh duge kha nang peptit hai vong bi phan huy.

Theo phuong 4n thay thé, bién ddi dau N bao gdm viéc thém nhém phan tir dém
8 tao diéu kién thuén loi cho viéc lién hop ctia nhém phan tng lai kich thich va duy tri

hiéu nghiém cua peptit hai vong véi dich cta nd.

Theo phuong 4n khac, din xudt dugc bién ddi bao gdm bién dbi déu C. Theo
phuong 4n khéc, bién d6i diu C bao gdbm nhém amit. Theo phuong 4n nay, nhém xystein
dAu C (nhém duoc goi & ddy la Cii) duge téng hop dudi dang amit trong qué trinh tong
hop peptit tao ra phan tir dugc amit hoa dAu C. Phuong 4n nay mang lai uu diém 14 loai
bo diém nhan biét tiém ning ddi véi cacboxypeptidaza va gidm dugc kha nang peptit

hai vong bi ly giai protein.

Theo mot phuong 4n, din xuit duoc bién dbi bao gdm su thay thé mot hodc nhidu
gbc axit amin bing mot hodc nhiéu gdc axit amin phi tw nhién. Trong phuong 4n nay,
axit amin phi tu nhién c¢6 thé dugc chon cé chudi bén c6 cing vi tri/cé cing s eletron
ma khong duoc nhén ra bing proteaza phan hiy hodc khong c6 bat ky tac dung phu nao
1én hiéu nghi€ém dich.

Ngoai ra, axit amin phi tyr nhién c6 thé duoc sir dung c6 chudi bén axit amin bi
han ché, sao cho qua trinh thily phéan protein cta lién két peptit gan d6 bi can tré mot
cach phit hop va c6 dinh huéng. Cu thé 13, cac chit twong tu prolin lién quan, chudi bén
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khéng 18, dAn xuét dugc thé hai 14n Co~(vi du, axit aminoisobutyric, Aib), va axit amin

vong, dan xuét don giam 13 axit amino-xyclopropylcacboxylic.

Theo mot phuong an, dan xuit dugc bién doi bao gom viéc thém nhém dém.
Theo phuong an tiép theo, din xuit duogc bién d6i bao gom viéc thém nhém dém vao

xystein dau N (C;) va/hodc xystein déu C (Cii).

Theo mot phuong an, din xuét duoc bién dbi bao gém viéc thay thé mot hoic
nhiéu gbc axit amin nhay v6i oxi hoa bang mot hoidc nhiéu gbc axit amin chéng oxi hoa.
Theo phuong 4n tiép theo, din xuét duoc bién ddi bao gdm viéc thay thé gdc tryptophan
bing gbc naphtylalanin hodc alanin. Phuong 4n nay mang lai uu diém 14 cai thién dic

tinh &n dinh dugc phim cta phéi tit peptit hai vong thu dugc.

Theo mdt phuong 4n, dAn xuit dugc bién d6i bao gém viéc thay thé mét hoic
nhiu gdc axit amin tich dién bang mot hodc nhiéu gbc axit amin ky nudc. Theo phuong
4n thay thé, din xuit dugc bién ddi bao gdm viéc thay thé mot hodc nhidu gde axit amin
ky nuéc bang mdt hodc nhiéu gdc axit amin tich dién. Su can bang chinh x4c cua gbe
axit amin tich dién so véi axit amin ky nudc la déc tinh quan trong cua phéi tir peptit hai
vong. Vi du, gbc axit amin ky nuée anh huong dén marc d6 lién két cia protein huyét
twong va do d6 ndng d6 cua phan tu do ¢6 s&n trong huyét tuong, trong khi gbc axit
amin tich dién (cu thé 1 arginin) c6 thé anh hudéng dén tuong tic clia peptit véi mang
phospholipit trén bé mit t€ bao. Ca hai két hop v6i nhau c6 thé anh hudng dén thoi gian
ban hy, thé tich phan b va phoi nhidm cta thubc peptit, va c6 thé duoc bién doi tily
theo diém cubi 1am sang. Ngoai ra, viéc két hop chinh xac va s6 lugng gbc axit amin
tich dién so voi gde axit amin ky nudc ¢ thé lam giém kich tng tai vi tri tiém (néu

thudc peptit duge dung dudi da).

Theo mét phuong 4n, din xuét dugce bién ddi bao gdm viéc thay thé mot hodc
nhiéu gbc axit amin L bing mot hodc nhiéu gbc axit amin D. Phuong 4n nay duoc tin 1a
lam tang tinh on dinh ly giai protein bang can trd sw bd tri cdc nguyén tir trong khong
gian va bing thién huéng cla axit amin D dé bn dinh cu hinh dang-quay (Tugyi et al
(2005) PNAS, 102(2), 413-418).

Theo mdt phuong 4n, din xuét duoc bién déi bao gdm viéc loai bd gdc axit amin
bat ky va thay thé bang alanin. Phuong 4n nay mang lai uu diém 13 loai bod (cac) vi tri

tan cong c6 kha ning ly giai protein.
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Cén luu y ring mdi bién ddi trong s6 cac bién d6i néu trén déu nham muc dich
cai thién hiéu luc hodc do on dinh ctia peptit. C6 thé dat dugc cic cai thién hiéu luc hon

nita dua trén cac bién d6i thong qua cac co ché sau:

- Két hop céc gbe ky nudc gitip khai thac hidu ing ky nude va din dén giam toc

d6 hon, dé dat duogc 4i luc cao hon;

- Két hop cac nhém tich dién giup khai thac cac tuong tac ion khoang rong, dan
dén tdc d6 nhanh hon va 4i luc cao hon (xem vi du Schreiber et al, Rapid,
electrostatically assisted association of proteins (1996), Nature Struct. Biol. 3, 427-31);

va

- Két hop rang bude bd sung vao peptit, bing cach han ché cac chudi bén cla axit
amin mot cach chinh x4c sao cho viéc mét di entropi 1a nho nhét khi lién két dich, han
ché cac gbc xodn clia mach chinh sao cho viée mét entropi 12 nhé nhét khi lién két dich

va m& dAu tao vong bd sung trong phan tir vi nhimmg 1y do gidng hét nhau.

(dé xem lai, xem Gentilucci ef al, Curr. Pharmaceutical Design, (2010), 16, 3185-

203, and Nestor et al, Curr. Medicinal Chem (2009), 16, 4399-418).
Cdc bién thé dong vi

Sang ché bao gdm tit ca cac phdi tir peptit dugc dénh dau déng vi (phong xa)
duoc dung, trong d6 mot hodc nhiéu nguyén tir dugc thay thé bang cac nguyén tir ¢6
cing sb6 nguyén tir, nhung khdi lwong nguyén tir hodc s6 khéi khac so véi khéi lugng
nguyén tir hogc s6 khdi thuong dugc tim thdy trong tu nhién, va phdi tir peptit theo sang
ché, trong d6 cac nhom chelat kim loai duge gén vao (duoc goi 1a “chét tac dong”) c6
kha ning git cac ddng vi (phéng xa) thich hop, va phdi tir peptit theo sang ché, trong
d6 cac nhém chirc nhat dinh dugc thay thé cong hoa tri bing déng vi (phdéng xa) hoac

nhém chitc duoc dan nhin déng vi.

Vi du vé cac dong vi thich hop d& dua vao phdi tir peptit theo sang ché bao gém
cac ddng vi cua hydro, chéng han nhu 2H (D) va *H (T), cacbon, chang han nhu ''C, 13C
va 4C, clo, ching han nhu %Cl, flo, ching han nhu '$F, i6t, ching han nhu %1, 151 va
131 nito, ching han nhu N va 5N va 15N, oxy, ching han nhu 0, 170 va '#0,
phospho, ching han nhu 2P, luu huynh, ching han nhu **S, ddng, ching han nhu 5Cu,
gali, chéng han nhu ’Ga hojc %Ga, ytri, ching han nhu *°Y va luteli, chdng han nhu
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177Lu va Bitmut, ching han nhu 2"*Bi.

Céc phéi tit peptit dwoc danh ddu ddng vi nhit dinh theo sang ché, vi du, céc phoi
t&r két hop ddng vi phéng xa, 6 ich trong cac nghién ctru phan b6 mé thude va/hoic co
chét, va @& danh gid 1am sang sy c6 mat va/hodc Véng mit cua cua dich Nectin-4 trén
céc md bénh. Cac phdi tir peptit theo sang ché ¢6 thé con c6 dic tinh chan doan c6 gia
tri & chd ching c¢6 thé duoc st dung dé phat hién hodc xac dinh su tao thanh phirc hop
gitta hop chit duoc ddnh diu va céac phan ti, peptit, protein, enzym hodc thu thé khéc.
Cac phuong phap phat hién hodc xac dinh c6 thé stt dung cac hop chit duge gin nhin
vé6i chit dan nhan nhu ddng vi phong xa, enzym, chét huynh quang, chét phét sang (vi
du, chit phat quang, din xuét chit phat quang, luciferin, aequorin va luciferaza), v.v..
Ddng vi phong xa triti, tirc 12 *H (T) va cacbon-14, tic 1a '*C, dic biét hitu ich cho muc

dich nay do d& két hop va céc phuong tién phat hién san sang.

Viéc thay thé bing céc ddng vi ning hon nhu doteri, ttc 1a 2H (D), c6 thé mang
lai cac uu didm tri liéu nhét dinh do tinh chuyén héa én dinh hon, vi du, thoi gian ban
huy in vivo tang 1én hodc nhu cAu lidu dung giam di va, do d6 c6 thé dugc wu tién trong

mdt s6 truong hop.

Viéc thay thé bing ddng vi phét pozitron, nhu 'C, '*F, 10 va BN, ¢6 thé dugc
sir dung trong nghién ctru chup cit 16p phat xa pozitron (Positron Emission Topography

- PET) dé kiém tra su cu tra ctia dich.

Hop chit duoc d4nh dau dong vi cua phéi tir peptit néi chung c6 thé dugc didu
ché bing cac k¥ thuat thong thuong da biét dbi véi ngusi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat hoac bing quy trinh twong tw véi quy trinh duge md ta trong phan vi
du dinh kém st dung chét phan g dugc ddnh ddu ddng vi thich hop thay cho chét phan

g khéng duoc danh diu duge dung trude do.
Téng hop

Cac peptit theo sang ché c6 thé duoc san xuit theo kidu téng hop bang cac k¥
thudt tiéu chudn, sau d6 phan tmg v6i khung phén tir in vitro. Khi tién hanh, héa chét
tiéu chudn c6 thé dugc st dung. Pidu nay cho phép chuin bi nhanh chéng trén quy md
1ém vt lidu hoa tan cho céc thir nghiém hodc x4c nhan tiép theo. Cdc phuong phap nhu
vay cé thé duoc thuc hién béng cach st dung hda chét thong thuong nhu dugc tiét 10
trong Timmerman va cfng su (6 trén).
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Do d6, sang ché ciing d& cap dén viéc san xuét polypeptit hodc céc lién hop duoc
chon nhu dugc trinh bay & day, trong dé qud trinh san xuét con bao gdm céc bude tiy
chon nhu duogc giai thich bén duéi. Theo mt phuong an, cac budce nay duge thuc hién

trén polypeptit/lién hop san pham cubi cling duoc tao ra béng cach tong hop héa hoc.

Céc gbc axit amin tity y trong polypeptit dugc quan tdm c6 thé duoc thay thé khi

san xut lién hop hodc phirc hop.

Peptit ciing c¢6 thd dugc kéo dai, dé két hop vi du mot thong long khac va do do

tao ra tinh da dac hi¢u.

Dé kéo dai peptit, peptit nay c6 thé don gidn dugc kéo dai v& mit héa hoc tai dau
N hodc dau C ctia né hodc trong céc thong long béng cach st dung lysin dugc bao vé
truc giao (va céc chét tuong t) béng céach str dung héa chét pha rn tiéu chuin hoic pha
dung dich. Céc k¥ thuat lién hop (sinh hoc) tidu chudn c6 thé dugc st dung dé tao ra
mot diu N hodc C dugc hoat héa hoic c6 thé hoat hoa.
Ngoai ra, viéc bd sung co thé dugc thuc hién b%mg cach ngung tu manh hodc ndi béng
hoa chat tu nhién, vi du: nhu duge mo ta trong (Dawson et al. 1994. Synthesis of Proteins
by Native Chemical Ligation. Science 266:776-779), hodc béng enzym, vi du sir dung
subtiligaza nhu duge mo ta trong (Chang et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994 Dec 20;
91(26):12544-8 hodc trong Hikari ef al Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters Volume 18, Issue 22, 15 November 2008, Pages 6000-6003).

Ngoai ra, cac peptit c6 thé dugc kéo dai hogc bién dbi bing cach tiép tuc lién hop
thong qua cac lién két disunfua. Diéu nay c6 thém loi thé 1a cho phép peptit thir nhat va
thir hai phan ly khoi nhau khi trong mdi truong khir cua té bao. Trong trudng hop nay,
khung phén tir (vi du TATA) c6 thé dugc thém vao trong qué trinh tdng hop héa hoc
ctia peptit thir nhat d& phan img v6i ba nhom xystein; mot xystein hogc thiol tiép theo
sau d6 co thé duoc ndi vao dau N hoic C cia peptit thir nhét, sao cho xystein hoc thiol
nay chi phan tmg véi xystein hodc thiol tu do cua peptit thit hai, tao thanh lién hop

peptit-peptit hai vong c¢6 cau néi disunfua.

Céc k¥ thuat twong tu cling ap dung tuong tw cho viéc tbng hop/lién két ctia hai
phan tir vong 16n dic hiéu kép va hai vong, cé kha ning tao ra mot phén tir dac hiéu
bbn.

Ngoai ra, viéc bd sung thém cic nhém chitrc hodc nhém tac dong khac co thé
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duoc thuc hién theo cach tuong tu, st dung héa chét thich hop, lién két & dau N hoic C
hoic théng qua chudi bén. Theo mdt phwong 4n, viéc lién két duoc tién hanh theo cach

ma khong cén trd hoat tinh cia mot trong hai thyc thé.
Duoc phdm

Theo khia canh khac cua séng ché, sang ché dé xuét duoc phém chta phéi tir
peptit nhu dugc xac dinh trong tai liéu nay két hop v6i mot hodc nhiéu ta duge duge

dung.

Thong thudng, phéi tir peptit theo sang ché s& duogc sir dung & dang da tinh sach
cung véi ta duge hodc chit mang dugc 1y thich hop. Dién hinh 13, c4c ta duoc hodic chit
mang nay bao gdm dung dich ruou/dung dich chira nuéc, nhii twong hodc huyén ph,
bao gdm nude mudi va/hodc moi trudng dém. T4 dugc 1ong ding ngoai dudng tiéu hoa
bao gébm dung dich natri clorua, dextroza Ringer, dextroza va natri clorua va Ringer
lactat héa. Chét phu gia thich hop c6 thé chip nhan vé mit sinh ly hoc, néu can dé giir
phtrc hop polypeptit trong huyén ph, ¢6 thé dugc chon tir chét 1am diy ching han nhu

cacboxymetylxenluloza, polyvinylpyrolidon, gelatin va alginat.

Chét din thudcding theo dudng tinh mach bao gbm chét 16ng va cac chét bd sung
dinh dudng va cac chit b sung chat dién giai, nhu cac chét dua trén Ringer dextroza.
Chét bao quan va céc chét phu gia khac, ching han nhu chit khang khuén, chit chéng
oxy hoa, chét tao chelat, cling c6 thé c6 mit (Mack (1982) Remington's Pharmaceutical

Sciences, 16th Edition).

Phéi tir peptit theo sang ché c6 thé duoc sir dung dudi dang ché phim dugc ding
riéng r& hodc két hop voi céc chit khac. Ching c6 thé bao gdm khéng thé, manh khang
th8 va cac thubc liéu phap mién dich khic nhau, chéng han nhu xylcosporin,
methotrexat, adriamyxin hoic cisplatinum va khang dgc t6. Dugc phim c6 thé bao gdm
“dung dich hdn hop thubc” gdm nhiéu chat gay doc té bao hodc nhiéu chit khac nhau
két hop véi phdi tir protein theo sang ché, hodc tham chi két hop véi cac polypeptit duge
chon loc theo sang ché c6 tinh dic hi¢u khac nhau, chéng han nhu polypeptit duge chon
str dung cac phéi tir dich khéc nhau, cho dut ¢6 hay khéng c6 viéc ching duoc gop lai
trudce khi dung.

Puong ding dugc phim theo séng ché c6 thé 1a bét ky dudong ding ndo di biét
v6i nhitng ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt tuong ng. Dé tri licu,
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phéi tir peptit theo sang ché c6 thé duogc dung cho bit ky bénh nhan nao theo dung k§
thuat tiéu chudn. Viéc ding cho thé bing bét ky duong dung nao pht hop, bao gbm,
dung ngoai dudng tiéu hoa, theo dudng tinh mach, trong co, trong mang bung, qua da,
thong qua dudng phdi, hodc ngoai ra, thich hop, bang cach truyén truc tiép voi mot dng
thong duong tiéu. T6t hon néu, dugce phém theo sang ché duoc dung bing céch hit vao.
Liéu luong va tin suét sit dung s& phu thudc vao do tudi, gi6i tinh va tinh trang ctia bénh
nhén, viéc sit dung ddng thi véi céc thude khac, chéng chi dinh va thong sb khéc phai

duoc bac s§ luu tim dén.

Phéi tir peptit theo sing ché c6 thé duge lam kho lanh dé bao quan va hoan
nguyén trong chit mang thich hop trudc khi st dung. K thuét nay da dugc ching minh
1a c6 hidu qua va céc k¥ thut 1am khoé lanh va hoan nguyén da biét trong linh vuc k¥
thuat c6 thé duoc st dung. Nhitng ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat
twong Uing s€ danh gia cao ring qué trinh 1am kho lanh va hoan nguyén c6 thé dan dén
lam thay d8i mtrc d6 mét hoat tinh va muc do d6 c6 thé phai dugc diéu chinh 1én dé bu

vao.

Ché phdm chira phdi tir peptit theo sang ché hodc dung dich hén hop thude cia
chung cé thé dugc ding dé diéu tri du phong va/hodc tri liéu. Trong tmg dung tri liéu
nhit dinh, ham luong di dé dat dugc tc ché it nhat mot phan, can trd, diéu bién, tiéu
diét, hodc thong sb c6 thé do duge khac nao do, quan thé cta té bao duge chon duge goi
1a “liéu luong c6 hiéu qua tri liéu”. Ham lugng cAn dé dat duoc lidu luong nay s€ phu
thudc vao muc do nghiém trong ctia bénh va tinh trang chung cua hé mién dich clia
chinh bénh nhan, nhung khoang thong thudng tir 0,005 dén 5,0 mg cta phdi tir peptit
duoc chon trén mdi kilogam thé trong, véi liéu lugng 13 0,05 dén 2,0 mg/kg/liéu thudong
duge st dung hon. Pé dung trong du phong bénh, ché phdm chira phéi tir peptit theo
sang ché hodc dung dich hdn hop thude clia né cling s& duge dung véi lidu lugng tuong

tu hodc it hon mdt chut.

Ché phim chira phéi tir peptit theo sang ché c6 thé duoc str dung trong phong
ngua va didu tri @ hd tro cho viéc bién ddi, bit hoat, tiéu diét hodc loai bd quén thé té
bao dich duoc chon & dong vat cé vi. Ngoai ra, cac phéi tir peptit dugc mod ta & day c6
thé duoc sit dung ngoai co thé hodc in vitro mot cach chon loc dé tiéu diét, lam suy yéu
hoc loai bd quén thé té bao dich ra khoi tip hop khong dong nhat. Mau tir dong vat ¢6
vii ¢6 thé duoc két hop ngoai co thé véi cac phdi tir peptit dugc chon trong d6 cac té bao
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khong mong mudn bi tiéu diét hodc loai bo ra khoi mau dé dua trd lai dong vat c6 va

theo céc k¥ thuat ti€u chuin.
St dung trong tri liéu

Theo khia canh tiép theo ctia sng ché, dugc dé xuét 1a phitc hop peptit hai vong
khéc nhau ndi tiép nhu duoc dinh nghia & trén dé sit dung trong ngan ngira, phong chong

hodc diéu trj ung thu.

Céc vi du vé ung thu (va céc déi tac lanh tinh ctia ching) c6 thé duoc diéu tri
(hoidc tc ché) bao gbm, nhung khong gi6i han & cac khéi u c6 nguodn gbc biéu mé (u
tuyén va ung thu biéu md cla céc loai khéc nhau bao gdm ung thr biéu mé tuyén, ung
thu bidu mé vay, ung thu biéu mé té bao chuyén tiép va ung thu biéu mo khac) nhu ung
thu bidu mé cua bang quang va dudng tiét niéu, vi, dudng tiéu hoa (bao gdm thuc quan,
bung (da day), rudt non, két trang, truc tring va hiu mon), gan (ung thu biéu mé té bao
gan), tii mat va hé duong mat, tuyén tuy ngoai tiét, than, phéi (vi du ung thu biéu md
tuyén, ung thu biéu mo phdi té bao nho, ung thu biéu mo phdi khong té bao nho, ung
thu biéu md phé quan va trung that), ddu va cb (vi du ung thu ludi, khoang miéng, thanh
quan, hau hong, vom hong, amidan, tuyén nude bot, khoang miii va xoang canh mili),
buéng trung, 6ng dan tring, mang bung, &m dao, 4m hg, duong vat, cd tur cung, co tr
cung, ndi mac tir cung, tuyén gidp (vi du ung thu biéu mo nang tuyén giap), tuyén thuong
than, tuyén tidn liét, da va cdu triic ngoai phdi (vi du khéi u 4c tinh, ung thu biéu mé té
bao déy, ung thu biéu mé té bao vy, u gai simg, nevi loan san); nhém bénh méu 4c tinh
(tic 12 bénh bach cau, u lympho) va r6i loan méu tién 4c tinh va rdi loan 4c tinh ranh
gii bao gdbm céc u mau 4c tinh va cac diéu kién lién quan cia dong lympho (vi du bénh
bach cAu cap tinh dong t& bao lympho [ALL], bénh bach ciu man tinh dong té bao
lympho [CLL], u lympho té bio B nhu u lympho t bao B 16n lan téa [DLBCL], u
lympho thé nang, u lympho Burkitt, u lympho té bao vo, u lympho va bénh bach cau té
bao T, u lympho té bao tiéu diét tu nhién, u lympho Hodgkin, bénh bach cu té bao 16ng,
bénh gammopathy thé don khéng xac dinh, ung thu té bao plasma, da u tiy, va rdi loan
ting sinh lympho sau ghép), va u mau 4c tinh va céc didu kién lién quan ctia dong
lympho (vi du bénh bach ciu cép tinh dong tay [AML], bénh bach cdu man tinh dong
ty [CML], bénh bach cau méan dong don ciu tily [CMML], hdi chimng ting bach ciu ai
toan, hoi chimg tang sinh dong tiy nhu bénh da hdng cu, ting tiéu ciu tién phét va xo
héa tly xwong nguyén phét, hoi ching téng sinh tiy, hdi chirg loan sinh tiy, va bénh
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bach cu tién tiy bao); khdi u ¢6 ngudn gdc trung mo, vi du Saccom md mém, xuong
hodc sun nhu Saccom xuong, Saccom x0, Saccom sun, Saccom ¢o van, Saccom co tron,
Saccom m&, Saccom mach mau, Saccom Kaposi, Saccom Ewing, Saccom hoat dich,
Saccom bidu md, u md dém duong tidu héa, u mod bao lanh tinh va é4c tinh, va Saccom
u soi bi; khéi u hé than kinh trung wong hodc ngoai vi (vi du u t& bao hinh sao, u thin
kinh dém va u nguyén bao than kinh dém, u mang ndo, u mang nio thit, u tuyén ting
va u bao soi than kinh); khéi u ndi tiét (vi du khdi u tuyén yén, khéi u thuong thén, khoi
u t& bao tiéu déo tuy, khéi u tuyén can giap, khdi u carcinoid va ung thu biéu mo tly ctia
tuyén giap); khéi u & mét va phan phu (vi du nhw u nguyén bao vong mac); khdi u té
bao mam va 14 nudi phdi (vi du u quai, u tinh, u t& bao mam chua biét hoa, ndt rudi dang
nang san va ung thu da con); va céac khéi u & tré em va phdi thai (vi du nhu u nguyén
bao tuy, u nguyén bao than kinh, u Wilms, va u biéu bi thin kinh nguyén thuy); hodc
céc hoi chimg bam sinh hodc cdc hdi ching khac khién bénh nhan d& méc bénh ac tinh

(vi du nhu bénh khé da nhiém héc séc td).

Theo phuong 4n khac, bénh ung thu dugc chon tir bénh ac tinh tao mau nhu duoc
chon tir: u lympho khéng Hodgkin (NHL), u lympho Burkitt (BL), bénh da u tay (MM),
bénh bach cAu mén tinh dong t& bao lympho B (B-CLL), bénh bach cau cap tinh dong
lympho B va T (ALL), u lympho té bao T (TCL), bénh bach cdu dong tiy cép tinh
(AML), bénh bach ciu té bao 16ng (HCL), u lympho Hodgkin (HL), va bénh bach ciu
dong tuy mén tinh (CML).

Tham chiéu & day dén thudt ngit “ngin nglra” bao gom viéc dung ché pham bao
vé trude khi mic bénh. “Phong chong” dung dé€ chi viéc ding ché pham sau su kién cam
g, nhumg trude khi ¢ bieu hién 1am sang cua bénh. “Dicu tri” bao gébm viéc dung ché

phém bao vé sau khi céc triéu ching bénh tr¢ nén r0 rang.

Hé théng md hinh ddng vat co thé duoc st dung dé sang loc hiéu qua cta céac
phéi tlr peptit trong viéc bao vé chéng lai bénh hodc diéu tri bénh 13 c¢6 san. Sang ché
tao diéu kién cho viéc st dung céc hé théng mo hinh dong vét, cho phép nghién ciru
phat trién cac phéi tir polypeptit ma c6 thé phan tmg chéo véi cac dich & ngudi va dong
vét, dé cho phép str dung cic mo hinh dong vét.

Sang ché duoc mo ta thém clng v6i viée tham khéo céc vi du sau day.

Vi du thye hién sing ché
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No6i chung, phttc hop peptit hai vong khéc nhau ndi tiép theo séng ché c6 thé
duoc diéu ché theo phuong phép chung sau day:

BP-23825/
N-(axit-PEG3)-N-bis(PEF3-azi) O

o]
|
HD)'\/\O/\/O\/\O/\/N N

i 0/\/0\/\0/\/N3
\0/\,0\/\0/\/N3
[}
KATU, DIPEA, DMF
: i o N
Veogddit _np, o VOng ddi 1 —’ly‘Jj\/\o/\-’ ~ o \L
of'\/ov'\o/'\/N:
1 2
NN,
Vongd8i? ..— 0O N \)—- Vong d6i 2
CuS04, VeNa, THPTA o
IBUOHMEZO, NHHEDy 0 I o~ /\/,L y
B — el —N (o) () 1 N=l
§ 7o a1 2
H O/\/o\/\o/\/n\/)—-\msgdox-

3

Tét ca cac dung mdi duge khir khi va lam sach b:ﬁng khi N2 3 14n. Dung dich cia
BP-23825 (1,0 duong luong), HATU (1,2 duong luong) va DIEA (2,0 duong lugng)
trong DMF dugc trdn trong 5 phut, sau do bd sung thém Vong ddi 1 (1,2 duong lugng).
Hén hop phéan tng duge khudy & 40°C trong 16 gid. Hon hop phan tng sau d6 dugc c6
dic trong didu kién 4p suét rit gon dé loai bd dung mdi va tinh sach bang HPLC diéu
ché dé tao ra chét trung gian 2.

Hbn hop ciia chét trung gian 2 (1,0 duong luong) va Vong d6i 2 (2,0 duong
luong) duge hoa tan trong t-BuOH/H2O (1:1), va sau d6 CuSO4 (1,0 duong lugng),
VcNa (4,0 duong lugng), va THPTA (2,0 duong lugng) dugce thém vao. Cubi cing,
NH4HCO; 0,2 M duogce thém vao dé didu chinh pH thanh pH 8. Hon hop phan tng dugc
khudy & 40°C trong 16 gid trong mdi truong chira nhiéu Na. HOn hop phéan tng duoc
tinh sach truc tiép bing HPLC diéu ché.

Thir nghiém chi tiét hon ddi véi phitc hop peptit hai vong khéc nhau néi tiép theo

sang ché dugc cung cip dudi day trong tai liéu nay :

Vidu 1: Tong hop BCY11863
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OH

BCY11863 7? e i
HN _s k) Sy
T i

Quy trinh diéu ché BCY12476

NS\/\O/\/O\/\O
HATU, DIEA

) /\i + BCY8116
J/"\/\o/\/ox/\o OH DMF

NS\/\O/\/O\/\O

N-(axit-PEG3)-N-bis(PEF3-azit)

N~ ~O 0
S o
),N\/\O/\/O\/\O/\/KN,BCYBﬂG
H
Naxe~g ™~ O

BCY12478

Hon hop ctia N-(axit-PEG3)-N-bis(PEG3-azit) (70,0 mg, 112,2 umol, 1,0 duong
luong), HATU (51,2 mg, 134,7 umol, 1,2 duong luong) va DIEA (29,0 mg, 224,4 pmol,
40 uL, 2,0 duong lugng) dugc hoa tan trong DMF (2 mL), va dugc tron trong 5 phut.
Sau d6 BCY8116 (294,0 mg, 135,3 pmol, 1,2 duong lugng) duoc thém vao. Hdn hop
phan tng duge khudy tai 40°C trong 16 gid. LC-MS cho thdy mét dinh san phim chinh

v6i m/z mong mudn. C6 dic hon hop phéan tmg trong diéu kién ap suat rat gon dé loai
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bd dung mdi va tao ra phén ba. Phan ba duoc tinh sach bang HPLC diéu ché. Thu duoc
BCY12476 (194,5 mg, 66,02 pmol, hiéu sudt 29%, do tinh sach 94%) dudi dang chét
rén mau tring. MW duoc tinh toan: 2778,17, m/z quan sat dugc: 1389,3 (M+2H)*";
926,7 (M+3H)*".

Quy trinh diéu ché BCY11863

Na~_~ O/\/O\/\ 0

(¢] CuS045H,0 VcNa THPTA

+  BCY8928
J/N\/\o/\/ O\/\o/\/U\H’BCYB“G +-BUOH/0.2 M NH,HCO5(1:1)

NB\/\O/\/O\/\O
BCY12476

N=N
BCYSQZB’&/N\/\O/\/O\/\O

0]
J/N\/\o/\/o\/\o/\/u\”,BCY81 16

N:N
BCY8928 f&/;‘\] o
~No "0 BCY11863

Hon hop cua BCY12476 (100,0 mg, 36,0 pmol, 1,0 duong lugng), BCY 8928
(160,0 mg, 72,0 pmol, 2,0 duong luong) dAu tién dugc hoa tan trong 2 mL t-BuOH/H20
(1:1), va sau dé6 CuSO4 (0,4 M, 180 puL, 1,0 dwong luong) va VcNa (28,5 mg, 143.8
nmol, 4,0 duong luong), THPTA (31,2 mg, 71,8 pmol, 2,0 duong lugng) dugc thém
vao. Cubi cling, NHZHCO;3 0,2 M duge thém vao dé didu chinh pH thanh pH 8. Tét ca
cac dung moi duge khir khi va duge lam sach bang khi N». Hon hop phan tng dugc
khudy & 40°C trong 16 gi¢ trong mdi trudng chira nhidu N,. LC-MS cho thiy BCY8928
con lai va m/z mong mudn ciing phat hién dugc. Hdn hop phan ung dugc tinh sach truc
tiép bing HPLC diéu ché. Tinh sach lan thir nhat tao ra BCY11863 (117,7 mg, 15,22
umol, hiéu suft 42,29%, d6 tinh sach 93,29%) dudi dang mubi TFA, trong khi c4c phﬁn
it tinh sach hon duoc tinh sach lai 14n nita bing HPLC diéu ché, tao ra BCY11863 (33,2
mg, 4,3 pmol, hiéu suét 12%, do tinh sach 95%) dudi dang mudi TFA. MW dugc tinh
toan: 7213,32, m/z quan sat dugc: 1444,0 ((M+5H]*).

Vi du 2: Téng hop BCY13390
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BCY13390 pr;s Ic‘;NVN\Cps\gm";‘_\_

Quy trinh diéu ché BCY13689

Nase~ g™~ O
0 CuSO45H,0 VcNa THPTA
_BCY 6 + BCY8928 >
IN\/\O/\/O\/\O/\/U\N 811 t-BUOH/0.2 M NH,HCO5(1:1)
Ng\/\o/\/o\/\o
BCY12476
NS\/\O/\/O\/\O

(0]
J/N\/\O/\/O\/\O/\)'J\”,BCY81 16

N=N
BCY8928 —4Q_N o
~No "0 BCY13689

Hdén hop ctia BCY12476 (47,0 mg, 16,91 pmol, 1,0 duong luong), BCY8928
(30,0 mg, 13,53 umol, 0,8 duong luong), va THPTA (36,7 mg, 84,55 pmol, 5,0 duong
lugng) dugc hoa tan trong t-BuOH/H20 (1:1, 8 mL, khir khi truée va lam sach bang Na),
va sau do CuSOs (0,4 M, 21,0 pL, 0,5 duong luong) va VeNa (67,0 mg, 338,21 umol,
20,0 dwong luvong) dugc thém vao dudi khi No. pH ctia dung dich nay dugc diéu chinh
thanh 8 bing cach thém timg giot NHsHCO3 0,2 M (trong 1:1 t-BuOH/H20), va dung
dich chuyén sang mau vang nhat. Hon hgp phan tmg duge khudy & 25°C trong 1,5 gioy
trong moi trudng chita nhidu Na. LC-MS cho thiy rang mot vai BCY12476 van con,
BCY 8928 duoc tiéu thu hoan toan, va phat hién ra dinh c6 m/z mong mudn. Hop phan
ung duogc loc va cd dic trong diéu kién ap sudt rat gon dé taora phﬁn ba. San phém tho
duoc tinh sach bing HPLC didu ché, va thu duoc BCY13689 (25,3 mg, 4,56 umol, higu
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suAt 27%, d6 tinh sach 90%) dudi dang chit rin mau tring. MW duoc tinh toan: 4995,74,
m/z quan sat duoc: 1249,4 ((M+4H]*"), 999,9([M+5HJ*).

Quy trinh diéu ché BCY13390

Naxe o™ O

[o]

HaN .
Ns Ne O~ AN BOYB116 \ CuSO5H;0 VeNa THPTA
..-«)‘ o o N +  BCY13389
BOYBSZE NN 0 t-BUOH/0.2 M NH,HCO4(1:1)
~ oo BCY13689
Nen
|
HZN/BCYH389 ’&N\/\O/\/O\/\O
o
N=N N\/\O/\/O\/\O/\/U\N, BCY8116
BCYB928 —Q A j H
’_«/N\/\O/\/O\/\O

BCY13390

Hbén hop cua BCY13689 (43,6 mg, 8,73 pmol, 1,0 duong luong), BCY 13389
(20,8 mg, 9,16 umol, 1,05 duong luong), va THPTA (3,8 mg, 8,73 umol, 1,0 duong
lwong) duoc hoa tan trong t-BuOH/HO (1:1, 1 mL, khir khi trude va lam sach bang khi
Nb), va sau d6 CuSO4 (0,4 M, 22,0 pL, 1,0 duong lugng) va VeNa (3,5 mg, 17,45 pmol,
2,0 duong luong) dugc thém vao dudi khi N2. pH ctia dung dich nay duoc diéu chinh
dén 8 bang cach thém timg giot NHyHCO3 0,2 M (trong 1:1 t-BuOH/H20) va dung dich
chuyén sang mau vang nhat. Hén hop phan tng duoc khudy & 25°C trong 2 gid trong
moi truong Na. LC-MS cho thy mot dinh quan trong tuong Ung véi m/z mong mudn.
Hon hop phan tng dugc loc va ¢ dic trong didu kién 4p sudt rat gon dé tao ra phan bA.
San phim thé duoc tinh sach bing HPLC diéu ché, va thu duge BCY13390 (33,8 mg,
4,21 pmol, hiéu sudt 48%, dé tinh sach 90%) dudi dang chit rin mau trang. MW duoc
tinh toan: 7270,41, m/z quan sat dugc: 1454,9([M+5H]>), 1213,2([M+6H]").

Vi du 3: Téng hop BCY13582
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I
N"%o o] o
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NH )/ e
o s o
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BCY13582 é oY A‘”@

Quy trinh diéu ché BCY13582

N=n
\
N~ BCOY13389 ——&’N\/\o/\/o\/\o

O,
H o) OYNH o Q
J/N\/\o’\/o\/\o/\)LN’BCme + HN\C,/\/\)LH/\/O\/‘[O/\,P\O,N
H s 1 o

N=N
BCY8928 "Q\,r‘q o.
~No "o BCY13390

OYNH o (o} N=N

\
HY NP - N~ BCY13389 —'&’N\/\o’\/o\/\o
NaHCO;, d H 1 H H

MeCN/H,0

o
N\/\o/\/o\/\o/\)kﬁ/ BCY8116

N=n
BCY8928 -—Q\/,‘q o. )/
~No "o BCY13582

Hbén hop cia BCY13390 (5,0 mg, 0,6 pmol, 1,0 duong luong), este biotin-
PEG12-NHS (CAS 365441-71-0, 0,7 mg, 0,72 pmol, 1,1 duong luong) dugc hoa tan
trong MeCN/H2O (1:1, 2 mL). pH cuia dung dich nay duoc diéu chinh dén 8 bing cach
thém timg giot NaHCO3 1,0M. Hon hop phan tng duge khudy tai 25°C trong 0,5 gio.
LC-MS cho théy BCY 13390 dugc tiéu thu hoan toan, va mot dinh chinh véi m/z mong
mudn duoc phat hién. Hop phan tng duoc loc va cd dic trong diéu kién ap sudt rat gon
dé tao ra phén ba. San phém thé duoc tinh sach bﬁng HPLC diéu ché, va thu dugc
BCY13582 (2,5 mg, 0,30 pmol, hiu suét 43%, d6 tinh khiét 96%) dudi dang chét ran
mau tréng. MW duogc tinh toan: 8096,43, m/z quan sat duge: 1351,1 ([M+6H]), 1158,5
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(IM+7H]™).

Vi du 4: Téng hop BCY13583

PR & ;
] ¢ !

NH s ;
/T'f) N’L"\xﬁ g&\_j‘hwov\/\ol\”l
T, ST 5

BCY13583 7& SO 4‘/@
HN\O'T:ﬁ;Sf %

N N O
et
Nf o
H,c“'kxi
Quy trinh diéu ché BCY13583
N=N
\
- BCY13389 ’«\/N\/\o/\/o\/\o
o
"&N N\/\O/\/O\/\o/\/U\N/ BCY8116 + Alexad88-NHS
BCY8928 —\_N o j N
oo BCY13390
o] N=N
\
Alexa488/U\ H/ BOY13389 /Q\’N\/\o/\/o\/\o
DIEA, DMF .
_—

IN\/\O/\/O\/\O/\)J\H'BCYBﬂG

N:N
BCYB928 —4_N o
N
~"o ~"o BCY13583

Hon hop ctia BCY13390 (15,0 mg, 2,06 umol, 1,0 duong luong) va este Alexa
fluor® 488 NHS (2,5 mg, 4,12 umol, 2,0 duong lugng) dugc hoa tan trong DMF (0,5
mL). DIEA (2,6 mg, 20,63 pmol, 3,6 pL, 10 dwong lugng) sau d6 dugc thém vao timg
giot. Hon hop phan tng dugc khudy tai 25°C trong 1 gid. LC-MS cho thdy BCY 14964
van con, va mot dinh chinh ¢6 m/z mong mudn duoc phat hién. Este Alexa fluor® 488
NHS (2,0 mg, 3,09 pmol, 1,5 duong luong) nita dugc thém vao hdn hop phan ung, va
hdn hop phéan tmg duoc khudy tai 25°C trong thém mdt gio nita. HPLC cho thiy
BCY13390 duogc tiéu thu hoan toan. Hon hop phén tmg dugc loc va co déc trong diéu
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kién 4p sudt rat gon dé tao ra phan ba. Tinh sach san phim tho bang HPLC didu ché va
thu duoc BCY 13583 (5 mg, 0,61 pmol, hi¢u sut 29%, d6 tinh sach 95%) dudi dang
chit rin mau do6. MW duoc tinh toan: 7787,9, m/z quan sit dugc: 194838
(M+4H+H01*), 1558,6 ([M+5H+H0]%"), 1299,1 (IM+7H+H20]™).

Vi du 5: Téng hop BCY13628

BCY13628 C-k £ ]{’s

Quy trinh diéu ché BCY13628

N=N
- BCY13389 —Q_\
HoN "Q/N\/\o/\/o\/\o

o
Nen IN\/\O/\/O\/\O/\)LN,BCYBHG
H

BCY8928 ’«\/r\q o
~"No "0 BCY13390

NaHCOs,
MeCN/H,0

H N=n
X N.’\/\/\n/N\BCYwaBg —_&/"\‘v\o/\/o\/\o
[e]
) N :
J/N\/\O/\/o\/\o/\/U\N/ BCY8116
H

N=n
BCY8928 -’&/r‘q o
~No ™o BCY13628

Hbn hop ctia BCY13390 (5,6 mg, 0,77 pmol, 1,0 dwong lugng) va este xyanin 5
NHS (0,5 mg, 0,85 umol, 1,1 duong lugng) duoc hoa tan trong MeCN/H,0 (1:1, 2 mL).
pH cuia dung dich nay dugc diéu chinh thanh 8 béng cach thém ting giot NaHCO; 1,0
M. H8n hop phan tmg duge khudy tai 25°C trong 0,5 gio. LC-MS cho thiy BCY13390
duoc tiéu thu hoan toan va mét dinh chinh v6i m/z mong mubn duoc phat hién. Hon

hop phan tmg duoc loc va c6 dac trong diéu kién ap sut rat gon dé tao ra phén ba. Tinh
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sach san phdm tho bang HPLC diéu ché, va thu dugc BCY13628 (2,9 mg, 0,36 umol,
hiéu suit 46%, do tinh sach 95%) 1 chét ran mau xanh. MW dugc tinh toan: 7736,06,
m/z quan sat dugc: 1289,9 ((M+6H]%), 1105,5 ((M+7H]™).

Vi du 6: Téng hop BCY15155

BCY15155

0
J—q & . NH
%N?Eﬁf S catat
0 HNT O
r oo
NH,
Quy trinh dieu ché BCY15155
Ng\/\o/\/o\/\o
0
CuSO45H,0 VeNa THPTA
N=I\‘l N\/\O/\/O\/\O/\)LN,BCYBﬂG . BCY 14601 uS04oH,0 VeNa
BCY8928 "Q\/N\/\ 0O H t+-BUOH/0.2 M NH4HCO3(1:1)

BCY13689

N=pN
|
BCY14601 ’&N\/\O/\/O\/\O
0
J/N\/\O/\/O\/\o/\)kN,BCY8116
H

N=
BCY8928 ——{\/,‘\, 0
AN
~"o ~"o BCY15155

Hén hop ctia BCY13689 (25,0 mg, 5,00 pmol, 1,0 duong luong), BCY14601
(13,0 mg, 6,01 umol, 1,2 duong luong), va THPTA (2,0 mg, 5,00 pmol, 1,0 duong
luong) dugc hoa tan trong t-BuOH/NH4HCO;3 0,2 M (1:1, 0,5 mL, khtr khi trude va lam
sach béng N>), va sau d6 CuSO4 (0,4 M, 12,5 uL, 1,0 duong luong) va Ve (3,5 mg,
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20,02 pmol, 4,0 duong lugng) dugc thém vao dudi khi No. pH ctia dung dich nay dugc
didu chinh thanh 8 va dung dich chuyén sang méau vang nhat. Khudy hon hop phan tng
& 25°C trong 2 gid trong moi trudng N2. LC-MS cho thly BCY13689 dugc tiéu thu
hoan toan, mdt sd BCY 14601 van con va mot dinh chinh véi m/z mong mudn duoc phat
hién. Hon hop phan tng duoc loc va c6 déc trong didu kién 4p suét rit gon dé tao ra
phn ba. San phédm tho dugc tinh sach bing HPLC diéu ché, va thu duge BCY15155
(19,7 mg, 2,41 pmol, hiéu suét 36%, d6 tinh sach 97%) dudi dang chét rin mau tréng.
MW duoc tinh toan: 7171,3, m/z quan sat dwoc: 1434,7 ((M+5H]>), 1196,2 (IM+6H]°").

Vi du 7: Téng hop BCY14602

I LLA ;
PR #
0
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Quy trinh diéu ché BCY14602

Ns\/\o/\/o\/\o

o]

N 0 _BCY811 CuS045H,0 VeNa THPTA
j ~"o T \/\0/\)\” CY8116 | Becvi4sot bl -~

Ny~ O +BUOH/0.2 M NHZHCOs(1:1)
0 ~"o BCY12476

N=N
BCY14601 _’Q\/"“\/\o/\/o\/\o

o]
J/N\/‘\O/\/O\/\o/\)]\”,BCY8116

N=N
|
BCY14601"§\/N\/\ N BCY14602

Hoén hop ctia BCY 12476 (100,0 mg, 36,00 umol, 1,0 duong luong), BCY14601
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(158,0 mg, 72,63 pmol, 2,04 duong luong), va THPTA (15,6 mg, 36,00 umol, 1,0 duong
luong) duge hoa tan trong t-BuOH/NHsHCO3 0,2 M (1:1, 2 mL, khtr khi truée va lam
sach béng Na), va sau d6 CuSOs4 (0,4 M, 89,0 uL, 1,0 duong luong) va VeNa (28,5 mg,
143,98 umol, 4,0 duong lugng) duoc thém vao dudi khi Na. pH cua dung dich nay duogc
diéu chinh thanh 8 va dung dich chuyén sang mau vang nhat. THPTA va VcNa duoc
thém vao hai 1in, va toan bd dung dich dugc khudy tai 25°C trong 48 gid' dudi khong
khi chtra nhidu Na. LC-MS cho thdy BCY 12476 duoc tiéu thu hoan toan, BCY 14601
van con, va mot dinh chinh véi m/z mong mudn duogc phat hién. San phém phu nao dé
ciing dugc phat hién. Hop phan tng dugc loc va c¢d ddc trong didu kién ap suét rat gon
d8 tao ra phin ba. San pham thé dugc tinh sach bing HPLC diéu ché, va thu duoc
BCY 14602 (45,2 mg, 5,51 umol, hiéu sut 15%, dd tinh sach 86%) dudi dang chat rén
mau tring. MW duoc tinh toan: 7129,2, m/z quan sat dugc: 1426,6 (IM+5H]>),
1189,1([M+6H]Y).

S4 liéu phén tich

Phirc hop peptit hai vong khéc nhau nbi tiép sau diy theo sédng ché dugc phan
tich st dung phuong phap khéi phé va HPLC. Thiét 1ap HPLC nhu sau:

Pha dong: A: TFA 0,1% trong H>O; B: TFA 0,1% trong ACN
Luu luong: 1,0 ml/phut

Cot: Gemini-NX C18 5um 110A 150*4,6mm

Thiét bi: Agilent 1200 HPLC-BE(1-614)

Gradien duoc st dung 13 30-60% B trong 20 phit va s6 liéu duoc tao ra nhu sau:

o Thoi gian
ID phikc hop | Dik liéu phdn tich - Khoi pho luu HPLC
(phuit)
MW: 7213,32, m/z quan sat dugc: 1444.0
BCY11863 (IM/5+H]+) 10,649
Dt liéu sinh hoc

1. Thir nghiém chét bao cdo CD137 ddng nudi véi té bao khéi u

M0oi truong nudi c?iy, dugc goi la moi truong R1, duge chuén bi béng céach bd
sung FBS 1% vao RPMI-1640 (thanh phdn cta kit Promega CS$196005). Chuan bi dung
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dich pha lodng ndi tiép clia cac mau thi trong R1 trong dia 96 giéng. B6 sung 25 pL
mbi giéng ciia mAu thir hodic R1 (1a d6i chimg nén) vao céc giéng dugc chi dinh trong
dia nudi cAy té bao tring. Thu hoach té bao khdi u* va tao huyén phi lai v6i ndng do
400.000 t& bao/mL trong méi truong R1. Hai muoi lam (25) pL/giéng té bao khdi u
dugc thém vao dia mdi truong nudi cly tring. R dong t€ bao Jurkat (kit Promega
CS196005, 0,5 mL) trong bé nudc va sau d6 thém vao 5 ml méi truong R1 déd lam 4m
sin. Sau d6 bd sung thém hai muoi lam (25) ul/giéng t& bao Jurkat vao dia moi truong
nudi cy tréng. U té bao va mAu thir trong 6 gidy & 37°C, COz 5%. Vao cudi 6 gio, thém
Bio-Glo™ 75 pL/giéng thubc thir (Promega) va U trong 10 phut trude khi doc d9 phat
quang trong may doc dia (Clariostar, BMG). Tinh toan s 1an thay ddi so véi cac té bao
don 1¢ (t& bao Jurkat + Dong té bao dugc stt dung trong ddng nudi ciy) va vé bidu do
trong GraphPad Prism duéi dang log(chéit cht van) so véi su dép ting dé xac dinh ECso
(nM) va S6 14n Cam Ung trén nén (T4i da).

Loai t& bao khéi u duge st dung trong déng nudi cdy 1a NCI-H292, CT26 #7,
MC38 #13, HT1376, NCI-H322 va T47D ma di dugc chimg minh 1a biéu hién Nectin-
4.

Dit liéu duoc trinh bay trong Fig.1A cho thdy ring phttc hop khéc nhau nbi tiép
Nectin-4/CD137 (BCY11863) lam hoat héa manh CD137 trong thit nghi€ém chét bao
cé0 CD137 va viéc hoat héa phu thudc vio lién két ctia phirc hop khéc nhau nbi tiép véoi
CD137. BCY11617, phan ti trong d6 peptit hai vong CD137 chira tat ca céc axit amin-
D loai bo lién két khong gay ra co ché chu van CD137.

So luge vé& ECso (nM) gdy ra boi phirc hop peptit hai vong khac nhau ndi tiép
BCY 11863 va chét trong tur gan giii trong thit nghiém chét bao cao CD137 trong dong
nudi cdy véi dong té bao khéi u biéu hién Netin-4 dugc béo céo trong bang 1 bén dudi
va duoc trinh bay trong Fig.1B. Dit liu nay chirng minh tiém niang ctia BCY11863 trong
viéc ghy ra co ché chi van CD137 trong ddng nudi cdy voi dong té bao ma cé pham vi

biéu hién Nectin-4.

Bang 1: ECso (nM) ctia s6 14n cam tng trén nén dugc tao ra boi phirc hop peptit
hai vong khéc nhau ni tiép Nectin-4/CD137 trong thir nghiém chat bdo cdo CD137

ID phue hop | Loai dong té | Dong té bao dugc | ECso (nM) trung binh s6
bao khoiu | st dung trong dong hoc
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nudi ciy

BCY11863 | Chudtnha CT26#7 0,14 + 0,07
BCY11863 | Chudtnha MC38#13 0,31+0,26
BCY11863 nguoi NCI-H292 0,28 + 0,20
BCY11863 nguoi HT1376 0,52 +0,30
BCY11863 nguoi NCI-H322 0,33+£0,21
BCY11863 nguoi T47D 0,42 +0,24
BCY11863 nguoi MDA-MB-468 0,23 £0,01
BCY13582 nguoi HT1376 0,58 £ 0,27
BCY13582 nguoi MDA-MB-468 0,34 +0,02
BCY13583 nguoi HT1376 1,7+0,9

BCY13583 nguoi MDA-MB-468 0,84 + 0,07

2. Thir nghiém ddng nudi chy PBMC nguoi (giai phéng Xytokin)

Céc t€ bao khéi u ngudi va chudt nha duge ddng nudi cdy theo huéng dan cua
nha san xuit. PBMC d6ng lanh tit ngudi cho khée manh dugce rd déng va rira sach mot
1an trong PBS nhiét d6 phong, va sau dé dugc tao huyén pht lai trong méi trudng R10.
100 w1l PBMC (1000000 PBMC/ml) va 100 pl t& bao khéi u (100000 té bao khdi u/ml)
(Ty 1 chét téc dong: té bao dich (E:T) (10:1) dugc dua vao trong mdi giéng clia dia 96
giéng day phang dung cho thir nghiém ddng nudi cdy. BS sung thém 100 ng/ml mAb
khang CD3 hoa tan (dong OKT3) vao méi trudng nudi cy & ngay 0 dé kich thich PBMC
& nguodi. Pha lodng cac hop chét thir nghiém, ddi chimg hogc dbi ching ta dugc 16ng
trong moi trudng R10 va 1an lugt bd sung thém 50 pL vao cac giéng dé dua thé tich cudi
clng cta mdi giéng 1én 250 pL. Day céc dia bing mang thoang khi va 1 trong budng
1am 4m & 37°C véi CO 2 5% trong hai ngay. Thu phéan dich ndi 48 gid sau khi kich thich,
va TL-2 va IFNy ngudi duoc phat hién bing Luminex. Tém lai, bd sung céc chat chudn
va mAu vao dia 96 giéng mau den. Bb sung dung dich hdn hop vi hat (dugc cung cép
trong kit Luminex, R&D Systems) va lic trong 2 gid & nhiét dd phong. Dia dugc rira 3
1An bing cach st dung gi4 do tir tinh. Sau d6, dung dich hén hop Biotin duoc thém vao

dfa va lic trong 1 gio tai nhiét d phong. Pia dugc rira 3 14n bang cach sir dung gia d&
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tir tinh. Dung dich hdn hop Streptavidin dugc thém vao dia va l5c trong 30 phut tai nhiét
- d6 phong. Bia duoc rira 3 14n bang céach sir dung gia d& tir tinh, tao huyén pht lai trong
100 pL. dém rira, lac trong 2 phut & nhiét d6 phong, va doc béng Luminex 2000. Phan
tich sé liéu tho bing phdn mém Luminex tich hop sin dé tao ra cac duong cong chuan
va ndi suy n@mg dd protein, tAt ca cac phan tich dit liéu va vé dd thi khac duoc thuc hién
béng Excel va Prism. S6 liéu dai dién cho mdt nghién ctru véi 3-5 PBMC ctia nguoi cho

doc 1ap duge thi nghiém trong thir nghiém l3p lai ba lan.

Dit liéu trinh bay trong Fig.2A va 2B chirmg minh rang phirc hop khac nhau nbi
tiép Nectin-4/CD137 (BCY11863) gay tiét nhidu xytokin IL-2 va IFN-y trong thu
nghiém ddng nudi cdy PBMC-4T1. BCY11617 la d8i chimg am lién két v6i Nectin-4
nhung khong lién két véi CD137.

So luge vé& ECso (nM) va viée tiét xytokin IFN-y t6i da (pg/ml) gay ra bdi phirc
hgp peptit hai vong khac nhau nbi tiép Nectin-4/CD137 dugc chon trong thir nghiém
ddng nudi cdy PBMC & ngudi (gidi phong xytokin) dugce béo céo trong bang 2 bén dudi
va trinh bay trong Fig.2C. Piéu nay chimg minh tiém ning cia BCY 11863 trong viéc
gdy ra tiét xytokin khi c6 mat mot s6 dong t& bao khéi u khac nhau biéu hién Nectin-4.

Bang 2: ECso ciia viéc tiét xytokin IFN-y gdy ra bodi phitc hop peptit hai vong
khac nhau ndi tiép Nectin-4/CD137 trong thir nghiém ddng nudi cdy PBMC & ngudi
(giai phong xytokin) dugc chon

) S6 luong nguoi
Dong t€ bao IL-2 (nM) IFNy (nM) cho
MC38#13 4
(chudt nha) 0,25 +0,08 0,17+0,11
4T1-D02 4
(chudt nha) 0,16 £0,22 0,04 + 0,04
HT1376 5
(nguoi) 0,39+0,29 0,23 +£0,15
T-47D 3
(nguoi) 0,20 £ 0,07 0,08 + 0,06
H322 (nguoi) 0,84 +0,15 0,85+ 0,66 3
BCY11863 | 4T1-me (Nectin4-) Khong c6 cam ung lén ¢én 100 nM
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3. Duoc dong hoc ctia phirc hop khéc nhau ndi tiép Nectin-4/CD137 BCY 11863
trong chudt ddng SD

Chuot déng SD duc dugc cho dung theo 1idu lwong véi phitc hop khac nhau ndi
tiép Nectin-4/CD137 BCY 11863 dugc bao ché trong Histidin Hel 25 mM, sucroza 10%
pH 7 bang cach tiém nhanh IV, truyén IV (15 phit) hodc tiém dudi da. Tién hanh 13y
mau theo tht tu (khoang 80 pL. mau/thoi diém) dudi hodc qua tinh mach hién tai mdi
thoi diém. Chuyén ngay lap tirc tit ca cac miu méu vao 6ng ly tAm siéu nhé dugc lam
lanh sin c6 chita 2 pL K2-EDTA (0,5M) lam chét chdng dong va dit trén da uot. X ly
ngay lap tic miu mau dé 14y huyét tuong bang cach ly tim & nhiét do khoang 4°C,
3000g. Két tia bao gdm chat chudn ndi ngay 14p tirc duge thém vao huyét tuong, tron
déu valy tdm & 12000 vong/pht, 4°C trong 10 phut. Dich ndi dugc chuyén sang 6ng ly
tAm nho polypropylen duoc gin nhin sin, va sau d6 dong lanh nhanh trén da khé. Bao
quan mAu & 70°C hodc thdp hon néu cin cho dén khi phén tich. Bom tryc tiép 7,5 pL
dich ndi d& phéan tich LC-MS/MS bing c4ch sir dung Orbitrap Q Exactive ¢ ché do ion
duong dé x4c dinh ndng do ciia chit phan tich. Phan tich sb liéu ndng d6 huyét twong
theo thoi gian bing phuong phap tiép can khong phan ving st dung chuong trinh phan
mém Phoenix WinNonlin 6.3. Bao céo CO0, Cl, Vdss, T, AUC(0-last), AUC(0-inf),
MRT(0-last), MRT(0-inf) va db thi cia dic diém ndng d6 huyét twong theo thdi gian,
Céc tham sé duoc dong hoc tir thir nghiém nhu duoc trinh bay trong Bang 3:

Bang 3: Tham s6 duoc dong hoc trén chudt dé)ng SD

Liéu Pudng %F
) lugng diung Clp
Hop chat | (mg/kg) T1/2(giv) | Vdss (L/kg) | (ml/phit/kg)
1,9 Tiém 4,1 1,6 7,7 -
nhanh IV
3.2 Truyén 3,1 1,3 9,3 -
IV (15
BCY11863 phit)
6,3 SC 2,5 - - 95%

Dit liéu trong bang 3 ¢ trén va Fig.5 cho thiy rang BCY11863 la phan tit thanh
thai thap vdi thé tich phan b 16n hon so véi thé tich huyét twong. Ngoai ra, kha dung
sinh hoc tir lidu SC ctia BCY 11863 cao & chudt dong.
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Bang 4: Tham sb dugc dong hoc cua BCY11863 va chit chuyén héa tiém ning
trong nghién ctru duge dong hoc chudt déng SD sau khi ding lidu lwong 100 mg/kg theo

duong tinh mach

Chét phan | Cmax AUC Vdss Clp

tich (ng/mL) | (ng.h/mL) | T1/2(gio) (L/kg) (ml/phut/kg)
BCY11863 | 279540 | 129863 5.4 2.3 13
BCY15155 | 2854 1296 3,1 - -
BCY14602 - - - - -

Dit liéu trong Bang 4 va Fig.14 cho thdy ring < 1% ctia BCY 11863 dugc chuyén
héa thanh BCY 15155 khi dung BCY 11863 theo dudng tinh mach cho chudt ddng SD.
Khong ¢6 chuyén dbi dang k& nao thanh BCY14602 dugc ghi nhan trong 24 gid dau
tién cta nghién clru.

4. Duoc dong hoc ctia phirc hop khac nhau néi tiép Nectin-4/CD137 BCY 11863
trong khi dudi dai

Khi dudi dai da duoc thir nghiém dugc cho dung theo lidu lwong thong qua truyén
tinh mach (15 hodc 30 pht) vao tinh mach ddu véi 1 mg/kg phic hop khac nhau ndi
tiép Nectin-4/CD137 BCY 11863 dugc bao ché trong Histidin HC1 25 mM, sucroza 10%
pH 7. Tién hanh 14y mau theo tht tu (khoang 1,2 ml maw/ thoi diém) tir mach ngoai vi
cua dong vat bi nhét gitt, khong cho dung thuéc an thin tai mdi thoi diém vao éng ban
san c6 chua kali (K2) EDTA*2H,0 (0,85-1,15 mg) trén da udt va duge xir ly huyét
turong. Ly tAm mau (3000 x g trong 10 phit & 2 dén 8°C) ngay sau khi thu. 0,1 mL huyét
tuong duoc chuyén vio trong dng ly tAm nho polypropylen da dén nhén. 5 1an cua két
tia bao gdm chit chudn noi 100 ng/mL Labetalol &100 ng/mL dexametason &100
ng/mL tolbutamit & 100 ng/mL Verapamil & 100 ng/mL Glyburide &100 ng/mL
Celecoxib trong MeOH ngay lap tic duge thém vao huyét tuong, tron déu va ly tim &
12000 vong/phut trong 10 phit & 2 dén 8°C. Chuyén mAu dich néi vao cac dng ly tdm
nhé polypropylen dugc dén nhn sin va déng lanh trén da khd. Bao quan mau tai -60°C
hoic thdp hon néu can cho dén khi phan tich LC-MS/MS. B& sung phan phan udc cia
40 pL chét chudn chuén do, di ching chit lugng, mau tréng don va méu tréng d6i vao
éng 1,5 mL. Dap tit 1an luot m&i mAu (ngoai trir mAu tréng d6i) bing 200 pL IS1 (dap
tit mau trng doi bang 200 pL MeOH véi tritonX-100 0,5%), va sau d6 tron xody k¥
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hén hop (it nhét 15 gidy) véi mdy xody va ly tdm trong 15 phut ¢ 12000 g, 4°C. Bom
10 uL dich ni dé phan tich LC-MS/MS biing cach sir dung Orbitrap Q Exactive & ché
d6 ion duong dé xac dinh ndng do chét phan tich. Phan tich s liéu ndng do huyét twong
theo thoi gian bing phuong phap tiép can khong phén ving sir dung chuong trinh phan
mém Phoenix WinNonlin 6.3. C0, Cl, Vdss, TY%, AUC(0-last), AUC(0-inf), MRT(0-
last), MRT(0-inf) va d6 thi ndng d6 huyét trong theo thoi gian duge bao céo. Cac tham
sb duoc dong hoc di véi BCY 13272 nhu dugc trinh bay trong Bang 5.

Bang 5: Tham s6 duoc dong hoc & khi dudi dai

) Liéu luong Duong Clp Vdss

Hop chat (mg/kg) dung Ti(gio) | (ml/phut/kg) | (L/kg)
0,93 T(;‘(‘)ygﬁulg 53 33 0,62

BCY11863 0,97 Tégy;ﬂult\)/ 4,5 4.8 0,91
9,4 T(i‘;y;;‘lg 8,9 3,9 1,1

Fig.3 cho thdy dudng cong ndng d6 huyét tuong theo thdi gian ciia BCY11863
tir lidu luong 2 mg/kg theo dudng tinh mach & chudt ddng SD (n =3) va truyén 1 mg/kg
theo dudng tinh mach & khi dudi dai (n = 2). BCY11863 ¢4 thé tich phan b & trang thai
&n dinh (Vdss) 1a 1,6 L/kg va do thanh thai 1a 7,7 mL/phut/kg & chudt dong, dan dén
thoi gian ban hiy cudi 1a 4,1 gio. BCY11863 c6 thé tich phan bd & trang thai 6n dinh
(Vdss) 12 0,62 L/kg va do thanh thai Ia 3,3 mL/phat/kg & khi dudi dai, dan dén thoi gian
béan hiy cudi 1a 5,3 gio. Cac nghién ctru sau d6 thdng nhit v6i nghién ctru nay. Tham s&
duoc dong hoc tir nghién ctru theo dudng tinh mach & khi dudi dai cho thiy ring day 1a
phan tir thanh thai huyét tuong thap vai thé tich phan bd twong ty nhu tong lwong nude

co thé.

5.Dugc dong hoc cua phirc hop khac nhau ndi tiép Nectin-4/CD137 BCY11863
trong chudt nha CD1

6 chudt nha CD-1 duc dugc cho dung theo lidu lugng 15 mg/kg phiic hgp khac
nhau nbi tiép Nectin-4/CD137 BCY11863 dugc bao ché trong Histidin HCI 25 mM,

sucroza 10% pH 7 bing c4ch dung trong mang bung hodc tinh mach. Tién hanh 14y mau
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theo tht tu (khoang 80 pL mau/thdi diém) dudi ham dudi hodc qua tinh mach hiién tai
mdi thoi diém. Chuyén ngay 1ap tirc tht ca cac mau mau vao dng ly tm siéu nhé duoc
1am lanh sin c6 chira 2 uL K2-EDTA (0,5M) 1am chit chéng dong méu va dat trén da
wét. X ly ngay 1ap tirc miu mau dé 13y huyét twong bang cach ly tdm & khoang 4°C,
3000g. K&t tia bao gdm chat chun ndi duoc thém ngay 1ap tic vao huyét tuong, tron
déu va ly tAm & 12000 vong/phit, 4°C trong 10 phut. Dich ndi duoc chuyén sang éng ly
tAm nho polypropylen dugc gan nhan sin, va sau d6 dong lanh nhanh trén d4 kho. Bao
quan mau tai 70°C hodc thap hon néu can thiét cho dén khi phan tich. Bom truc tiép 7,5
uL dich ndi d& phan tich LC-MS/MS bing cach st dung Orbitrap Q Exactive & ché do
ion duong dé xac dinh ndng do cua chét phan tich. Phan tich s liéu ndng d6 huyét twong
theo thoi gian bang phuong phép tiép can khong phan ving st dung chuong trinh phan
mém Phoenix WinNonlin 6.3. CO0, Cl, Vdss, T%, AUC(0-last), AUC(0-inf), MRT(0-
last), MRT(0-inf) va db thi ndng do huyét twong theo thoi gian duge béo cdo.

Fig.9 cho thiy dudng cong ndng do huyét twong theo thoi gian cia BCY11863
tir lidu luong 15 mg/kg theo duong tinh mach & chu¢t nha CD1 (n =3) va thoi gian bén
hay cubi trong huyét tuong ddi véi BCY11863.

Bang 6: Tham s6 dugc dong hoc trong chudt nha CD-1

Liéu Pudng %F
, lugng dung Clp
Hop chat | (mg/kg) T1/2(giv) | Vdss (L/kg) | (ml/phut/kg)
5,6 Tiém 2,6 1,6 9,7
nhanh IV
0,96 Tiém 1,7 2,9 21
nhanh IV
12 Tiém 2,6 2,5 17
nhanh IV
32 Tiém 2,4 2,1 16
BCY11863 nhanh IV
15,5 IP 2,5 - - 100

Dit liéu trong Fig.9 va Bang 6 & trén cho thay ring BCY 11863 c6 thé dugc ding
theo dudng tiém nhanh IV va duong IP ¢ chudt nha. Kha dung sinh hoc tr lidu IP cua
BCY11863 cao & chudt nha. Tham sé dugc dong hoc tir nghién ctru theo dudng tinh
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mach cho thiy rang day I phan tir thanh thai thip v&i thé tich phan b rong hon so véi
thé tich huyét twong.

6. Hoat tinh chéng khdi u ciia BCY11863 & md hinh khéi u MC38 bicu hién qué

murc Nectin-4 ddng gen

Chudt nha cai C57BL/6J-hCD137 6-8 tudn tudi dugc tiém vao trong sudn voi
1x106 t& bao MC38 bidu hién qué mérc Nectin-4 ddng gen (MC38#13). Khi khdi u dat
dén kich thudc trung binh 72mm3, chudt nha dugce nhan ngiu nhién chat dan thude hoc
BCY11863 (theo dudng trong mang bung). BCY11863 dugc dung (n=6/ dot diéu tri)
tai 1 mg/kg hodc 10 mg/kg hing ngay (QD) hodc mdi 3 nay (Q3D). Chudt duge cho
ding theo lidu luong QD nhén 16 lidu BCY11863 va chudt dugc cho dimg theo liéu
lwvong Q3D nhan 10 lidu BCY11863. Theo dbi su sinh trudng ciia khdi u biang thude
kep cho dén ngay 69 ké tir khi bat du didu tri. Két qua ctia thir nghiém nay dugc trinh
bay trong Fig.4 trong d6 quan sat thdy sinh trudng ctia khéi u giam di déng ké (p<0,05,
ANOVA 2 chidu véi thir nghiém Dunnett cho kidm dinh nhiéu gia thuyét) trong 2 dot
diéu tri vao ngay 7 va ngay 14 & tit ca cdc nhom didu tri khac dang ké so véi nhém ta
duoc 1ong. Vao ngay 48, 22 trén 24 dong vat dugc diéu tri bang BCY11863 ¢6 déap ing
hoan toan véi diéu tri va khong con khdi u s thy.

Dua trén thoi gian ban hiy trong huyét tuong ctia BCY11863 & chudt nha sau
khi tiém IP (2,5 gid), ndng d6 cham day huyét tuong s& gAn bang 0 sau ca hai liéu lugng
BCY 11863 (1 va 10 mg/kg) va khoang thoi gian gifta cac lidu (QD va Q3D) do d6 chimng
minh rang phoi nhiém huyét tuong cua BCY 11863 it lién tuc hon tir lidu luong ngit
quing la dia dé dan dén hoat tinh chéng khéi u d4ng ké tao ra dap tmg 1au bén hoan toan.

7. Didu tri bdng BCY11863 tao ra ghi nhé mién dich véi md hinh khbi u MC38
biéu hién qua mirc Nectin-4

Vao nay 69, 5 ddng vat dap tng hoan toan véi diéu tri BCY 11863 dugc ciy lai
voi 1x106 t& bao MC38#13. Mot dot gdbm 5 chudt nha cai C57BL/6J-hCD137 chua thit
nghiém bao gid duoc tiém 1x10° t& bio MC38#13 lam ddi chimg. Két qua cia thur
nghiém nay c6 thé thdy trong Fig.5 trong d6 tat ca 5 chudt nha cai C57BL/6J-hCD137
chua duoc tiém chung déu sinh truong khéi u vao ngay 13 sau khi tiém trong khi khong
6 chudt nao trong sd cac chudt ddp tmg hoan toan da tiém phat trién khdi u. Didu nay

chimg minh ring dong vat dat duoc dap ting chéng khdi u hoan toan nho didu trj
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BCY11863 di phat trién ghi nhé mién dich.

8. BCY11863 chimg minh hoat tinh chéng khéi u trong mé hinh khéi u CT26
biéu hién qué mirc Nectin-4 dong gen (CT26#7)

Chudt nha cai BALB/c-hCD137 6-8 tudn tudi dugc tiém vao trong suon voi
3x105 t& bao CT26 biéu hién qua mirc Nectin-4 ddng gen (CT26#7). Khi khéi u dat dén
kich thudc trung binh khoang 70mm?, chudt nha dugc nhan ngau nhién chit dén thudc
hodc 5 mg/kg BCY11863 theo dudng trong mang bung mdi ba ngay (tdng cong 6 licu).
Theo ddi su sinh truong ctia khdi u bing thudc kep cho dén ngay 14 ké tir khi bét dau
diéu tri. Két qua ctia thir nghiém nay ciing thy trong Fig.6 trong d6 diéu tri BCY 11863
giam dang ké sinh trudng khéi u (p<0,0001, Student’s t-test) tir ngay 7 trd di.

Dua trén thoi gian ban hiy tudn hoan trong huyét twong ctia BCY 11863 & chudt
nha khi tiém IP (2,5 gid), phoi nhiém huyét tuong s& khong duoc lién tuc trong sudt thoi
gian gitta céc lidu chimg minh rdng phoi nhiém huyét twong ctia BCY11863 it lién tuc

hon 14 di d tao ra hoat tinh chéng khdi u dang ké.

9. Té bao T tdng sé va té bao T CD8+ tang 1én & md khéi u CT26#7 1 gidy sau
khi lidu lwong Q3D cudi cung (liéu thit 6) cia BCY11863

1 gio sau khi lidu chét din thubc hoic BCY11863 cudi ciing, chudt nha mang
CD26#7 bi giét va thu 14y khéi u, tién hanh xir Iy mét minh huyén phu t& bao va nhudm
dé phan tich té bao theo dong chay dbi v6i té bao T tong sb (CD45+CD3+), t€ bao T
CD8+ (CD45+CD3+CD8+), té bao T CD4+ (CD45+CD3+CD4+) va té bao T didu hoa
(Tregs; CD45+CD3+CD4+Foxp3+). Két qua ctia thir nghiém nay ¢ thé thay trong Fig.7
trong d6 c6 thé thiy ring diéu tri bing BCY11863 dAn dén giam dang ké té bao T téng
s (p<0,0001, Student’s t-test) va té bao T CD8+ (p<0,0001, Student’s t-test) cling nhu
giam dang k& trong ty 18 té bao T CD8+/Treg (p<0.05, Student’s t-test).

Didu nay chimg minh rang viéc diéu tri bing BCY 11863 c6 thé din dén lam ting

ndng d6 t& bao T nam trong md khéi u sau khi ding ngét quing.

10. Dic tinh dugc dong hoc cia BCY 11863 trong huyét tuong va mo khéi u cta
dong vat mang khéi u déng gen CT26#7 sau khi dung mét 1an duy nhét theo dudng tinh
mach (iv) 5 mg/kg of BCY11863

Chu6t nha cai BALB/c 6-8 tudn tubi duoc tiém vao trong sudn véi 3x10° té bao
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CT26 biéu hién qua muc Nectin-4 (CT26#7) ddng gen. Khi khéi u dat dén kich thudc
trung binh khoang 400 mm3, chudt dugc nhan nghu nhién mot lidu duy nhat chat din
thubc hodc 5 mg/kg BCY11863 theo dudng tinh mach. Mét nhom chudt (n=3/thdi diém)
bi giét tai céc thoi diém 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 va 24 gid va thu hoach huyét tuong va md
khoi u duoc phan tich déi véi BCY11863. Dé phan tich ham lugng BCY11863 trong
khéi v, chit ddng nhét khdi u duoc tao ra bing cach ddng nhit héa mé khoi u voi 10 thé
tich (trong lwong:thé tich) dung dich dong nhét héa (MeOH/15 mM PBS (1:2, thé
tich/thé tich)). 40 uL mAu duoc dap tét bing 200 uL IS1 va hdn hop dugc tron bing
cach lac trong 10 phut & 800 vong/phit va ly tAm trong 15 phut ¢ 3220 g & 4°C. Dich
ndi duge chuyén sang mot dia 96 giéng sach khéc va ly tdm trong 5 min ¢ 3220 g & 4
°C, va 10,0 pL dich ndi sau d6 duoc tiém dé phan tich LC-MS/MS bing cach str dung
Orbitrap Q Exactive & ché d6 ion duong d& x4c dinh ndng do6 cua chat phan tich. Dé
phén tich ham lugng BCY11863 trong huyét twong, miu mau duge thu thap vao trong
éng K2-EDTA va xtt Iy ngay 1ap tirc thanh huyét twong bing céch ly tAm tai xép xi 4°C,
3000g. 40 pL mAu huyét twong dwoc dap tit bang 200 puL IS1 va hdn hop dugce tron
bang cach lic trong 10 phiit & 800 vong/phut va ly tm trong 15 phut ¢ 3220 g & 4°C.
Dich ndi duge chuyén sang mot dia 96 giéng sach khac va ly tAm trong 5 min & 3220 g
& 4°C, va 10,0 pL dich néi sau d6 duoc tiém dé phan tich LC-MS/MS bang cach sir
dung Orbitrap Q Exactive & ché d6 ion duong dé x4c dinh ndng do ctia chit phan tich.
Két qua ctia thir nghiém ndy duogc trinh bay trong Fig.8 trong d6 c6 thé thiy ring
BCY 11863 duoc giit lai trong md khéi u sau khi BCY11863 huyét twong dugc loai bd

ra khoi hé tudn hoan nhu duoc chi ra bdi su khic nhau gitta T12 cuia BCY11863 trong
huyét twong (1,65 gi®) va Ti2 trong khéi u (13,4 gio).

11. Lién két cia BCY 11863 v6i Nectin-4 va CD137 trén bén loai tién 1am sang

Lién két cuia BCY11863 véi dich nguyén thiiy Nectin-4 va CD137 dugce dinh &
dic diém st dung cong huong plasmon bé mit (SPR).

(a)  Nectin-4

BCY11863 lién két v&i Nectin-4 khi dudi dai, chudt ddng, chudt nha va ngudi
v6i Kp ndm trong khoang tir 5 — 27 nM nhu dugc do bing cach lién két truc tiép véi
ving ngoai bao ma da dugc biotin héa va bt gitt trén bé mit chip cam bién streptavidin.

Béang 7: Ai luc lién két cia BCY11863 véi viing ngoai bao Nectin-4 dugc biotin
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héa: Dit liéu SPR

SPR Kp Loai tht Nguoi Nguoi NHP Chuc}t Chudt nha
(HM) nghlém (250C) (37OC) (25°C) déng (2soc)
(25°C)
BCY11863 | Liénkét | 5,021 | 52+ 27+ 15 15+1 | 46=2,1
tryc tiep n="7 L1 n=9 n=6 n=9
n=9

P& hidu lidu lién két ciia BCY11863 v6i Nectin-4 ¢6 bi thay déi trong bdi canh
ctia phitc hop bic ba hay khong, tirc 1a khi cling lién két v6i CD137, mot thit nghiém
lizn két SPR nhiéu thanh phin d& dugc phét trién. DAu tién BCY11863 dugc bét giit véi
CD137 & nguoi dugce ¢b dinh trén bé mit chip SPR va sau d6 Nectin-4 tir cac loai khéc
nhau duoc chuyén qua chip dé xc dinh i luc cta chung véi BCY 11863 bi bit git (xem
Fig.10C). Ai luc véi Nectin-4 thuong duoc duy tri khi c6 mét lién két CD137 nhu dugce
trinh bay bén dudi:

Bang 8: Ai luc lién két cia BCY11863 v6i ving ngoai bao Nectin-4 sur dung

CD137 & ngudi duge biotin hoa lam chit bt gitt

SPR Kp Loai thr | Nguoi | NHP Ct‘lu(f)t Chudt nha
(nM) nghiém dong

BCY11863 Thu 12+2 | 28+£5 25+2 6,7+ 1,7
nghiém n=4

sandwich n=3 n=3 n=3

() CDI37

Lién két truc tiép cia BCY11863 v6i CD137 lién két bé mat khong thé duoc do
chinh xac bing SPR vi 4i luc do hai vong doi lién két CD137 trong BCY11863 dén dén
Kofr cuc ky chdm (xem Fig.10B). Ngoai ra, viéc biotin héa CD137 khi du6i dai loai bd
lien két ctia BCY 11863, c6 thé 1a do su bién ddi cta lysin trén protein khi dudi dai ma
rat quan trong déi véi lién két BCY11863. Do d6, chét twong tw BCY 11863 chira lyssin
duoc biotin héa ddu C (BCY13582) duoc thir nghiém trong SPR d xéc dinh tinh dic
hiéu chéo loai cia BCY11863. BCY 13582 dugc bét gitt vao chip cam ung st dung kit
bét giit biotin thusn nghich va ai luc véi Nectin-4 tir cac loai khéc nhau duoc xac dinh.

Ca hai chién luge déu cho thdy ring chat trong tw BCY11863 nay lién két véi CD137
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khi dudi dai va ngudi véi Kp < 10 nM va c6 lién két khong dang ké v6i ca CD137 chudt
ddng va chudt nha.
Bang 9: Ai lyc lién két ctia chat tuong ty BCY11863 duoc biotin héa véi ving

ngoai bao CD137: dit liéu SPR

SPR Kp Loai thu Nguoi NHP Chudt Chudt nha
(nM) nghiém dong
BCY13582 | Lién két 8.4+42 4,23 NB NB
truc tiep n=3 n=1 n=1 n=1

D4 hidu lidu lién két cia BCY 11863 v6i CD137 ¢6 bi thay dbi trong béi canh cla
phirc hop béc ba hay khong, tirc la khi cling lién két v6i Nectin-4, mot thir nghiém lién
két SPR hai thanh phin d& duoc phét trién. Dau tién BCY 11863 duoc bat gift véi Nectin-
4 duoc ¢b dinh trén bé mit chip SPR va sau d6 CD137 hoa tan tir cic loai khac nhau
duoc chuyén qua chip dé xéc dinh 4i luc ctia ching véi BCY11863 bi bt gitt (xem
Fig.10D). Ai lyc v6i CD137 thuong dugce duy tri khi c6 mat lién két Nectin-4 nhu duoc
trinh bay bén dudi: |

Bang 10: Ai lyc lién két cia BCY11863 véi ving ngoai bao CD137 st dung

Nectin-4 nguoi dugc biotin hoa lam chit bét giit

SPR Kp Loai thtr Nguoi NHP Chudt Chuot nha
(nM) nghiém dong
BCY11863 | Lién két hai | 63+0,7 | 18£6 NB NB
thanh phan n=4 | n=3 n=2 n=2

Fig.10A trinh bay mot d thi cam bién mAu chiing minh rdng BCY 11863 lién két
véi Nectin-4 (& ngudi) voi ai luc 1a 4,1 nM. Fig.10B thé hién dd thi cam bién ring
BCY11863 lién két véi CD137 (& ngudi) véi 4i luc cao. Do sy ¢6 mét ctia 2 phén tir
vong d6i lién két véi CD137 trong BCY 11863, ty 1 khong twong tac tir protein CD137
cb dinh 1a rat thdp va Kp dugc béo cdo c6 thé 1a danh gia qua cao (Fig.10B). Fig.10C
cho thiy ring BCY11863 lién két v6i Nectin-4 trong khi nhanh CD137 dugc lién két
véi protein CD137 duoc ¢b dinh trén chip dé tao thanh phtc hop béac bon. Fig.10D cho
thdy ring BCY11863 lién két voi CD137 trong khi nhanh Nectin-4 duoc lién két véi
protein Nectin-4 duoc ¢b dinh trén chip dé tao thinh phttc hop bac bon. Fig.10E chimg
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minh kha nang cua BCY 13582 duogc ¢b dinh trén chip SPR lién két v6i CD137 & nguoi.
12. D6 chon loc ciia BCY11863 dbi v4i Nectin-4 va CD137

Sang loc gen Nectin — 4 ¢6 cung ngudn gbc: Lién két cia BCY 11863 dugc danh
gia bang cach st dung SPR chdng lai Nectin-1 (2880-N1, R&D Systems), Nectin-2
(2229-N2, R&D Systems), Nectin-3 (3064-N3, R&D Systems), Nectin-like-1 (3678-54-
050, R&D Systems), Nectin-giéng-2 (3519-S4-050, R&D Systems), Nectin-giéng-3
(4290-S4-050, R&D Systems), Nectin-giéng-4 (4164-S4, R&D Systems) va Nectin-
gibng-5 (2530-CD-050, R&D Systems) bing cach dan nhan ching véi biotin va c6 dinh
ching trén bé mat streptavidin. BCY11863 khong thé hién bat ky lién két nao véi cac
dich nay v6i ndng do 1én dén 5000 nM.

Sang loc gen CD137 ¢6 cung ngudn gdc: Lién két cia BCY 13582 dugc bit gitt
trén streptavidin (BCY 11863 dugc biotin héa) duoc danh gid bang cach st dung SPR
chéng lai thu thé ho TNF hoa tan OX40 va CD40. BCY13582 khong lién két voi céc
dich nay v6i ndng d6 1én dén 100 nM.

Sang loc microarray Retrogenix: Ky thudt microarray té bao ctia Retrogenix dugc
stt dung d& sang loc twong tac lién két chéch dich cu thé ctia BCY11863 dugc biotin hoa

duoc goi 1a BCY13582.

Nghién ctru vé mirc d6 lién két cua peptit thir nghiém véi té bao HEK293 ¢6 dinh,
chua bién nap, va véi té bao biéu hién qua muc Nectin-4 va CD137 (TNFRSF9), cho
thiy 1 pM peptit thir nghiém 1 ndng d6 thir nghiém pht hop. Dusi céc diéu kién nay,
peptit thir nghiém duoc sang loc dé lién két chéng lai té bao HEK293 & ngudi, biéu hién
riéng 1& 5484 protein mang sinh chit & nguoi dly du chiéu dai va protein dugc tiét ra.
Diéu nay cho thdy 9 dich chinh bao gém, Nectin-4 va CD137.

M3i dich chinh duoc biéu hién lai, cung véi hai thu thé d6i ching (TGFBR2 va
EGFR), va dugc thit nghiém lai véi 1 uM peptit thir nghiém BCY 13582, 1 uM peptit
tht nghiém BCY 13582 khi c6 mdt 100 uM BCY'11863, va céc diéu tri d6i chiing duong
va am khéc (Fig.4). Sau khi loai bo cac dich khong déc hiéu, khong téi tao va khong
quan trong, con lai ba tuong tac dac hiéu d6i véi peptit thir nghiém. Day 1a cac dang da

gin va chua gan ctia Nectin-4, va CD137 - cac dich chinh.

Khong c6 tuong tac chéch dich dac hiéu nao dugc xdc dinh dbi voi BCY13582,
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cho thdy tinh dic hiéu cao dbi véi cac dich nguyén thiy cia nod.

13. Hoat tinh chéng khdi u ciia BCY11863 ¢ m6 hinh khéi u MC38 biéu hién
qué muc Nectin-4 ddng gen (MC38#13) trén lidu lwong hai 1an mot tuan tai Smg/kg tai
0,24 gio va 10 mg/kg tai 0 gio

Chudét nha cai C57BL/6J-hCD137 6-8 tudn tudi [chuft nha B-
hTNFRSF9(CD137); Biocytogen] duoc cly dudi da 1x1010° t& bao MC38 (1€ bao
MC38 duoc thiét ké dé bidu hién qua mirc té bao Nectin-4 chudt). Chudt nha dugc phéan
ngAu nhién thanh céc nhém didu tri (n=6/dot) khi thé tich khéi u dat dén khoang 95 mm’
va duoc didu tri v6i lidu chat dan thudc hang tuan (histidin 25 mM, sucroza 10%, pH7)
hodc 10 mg/kg BCY11863 v6i hai phac db liéu khac nhau déi véi hai chu trinh lidu (5
mg/kg BCY11863 tai 0 gio va 24 gid vao ngay DO va D7, hodc 10 mg/kg tai 0 gio vao
ngay DO va D7). Tét ca diéu tri déu duogc dung theo dudng tinh mach (IV). Theo ddi su

phét trién ciia khéi u dén ngay 15 ké tir khi bat dau diéu tri.

BCY 11863 tao ra hoat tinh chéng khéi u déng k& véi ca hai phac @6 liéu, nhung
phac db lidu voi lidu luong 5 mg/kg tai 0 gidr va 24 gid vuot trdi hon so voi liéu lwong
10 mg/kg tai 0 gio khi d4p ung hoan toan dugc phan tich vao ngay 15 sau khi diéu tri
ban ddu (Fig.12). Liéu luong 5 mg/kg BCY11863 tai 0 gid va 24 gid vao ngay DO va
D7 tao ra 4 trén 6 dap tng khéi u hoan toan trong khi lidu lugng 10 mg/kg BCY 11863
tai 0 gid vao ngay DO va D7 tao ra mot trén 6 dép Umg khéi u hoan toan. Dit liéu nay
cung voéi dit liéu PK huyét twong chudt nha BCY11863 cho thay rang viéc duy tri phoi
nhiém huyét tuong BCY 11863 tai ndng do tao ra boi lidu lwong 5 mg/kg 0 gidy va 24 gio
trong mdt chu ky hang tudn tao ra phan ing chéng khéi u gin nhu hoan toan trong md
hinh khéi u MC38#13.

14. Hoat tinh chéng khéi u ctia BCY11863 & m6 hinh khéi u MC38 biéu hién
quéa mirc Nectin-4 déng gen

$ 3 lidu hang tudn 1a 3, 10 va 30 mg/kg véi lidu hang tudn dugc chia nhd, hai
tuAn mot 1An va hang ngay, chudt nha cdi C57BL/6J-hCD137 tir 6 dén 8 tudn tudi chudt
[B-hTNFRSF9 (CD137) chudt; Biocytogen] duge chy dudi da véi 1x10° MC38#13 (té
bao MC38 dugc thiét ké dé tao ra d& biéu hién qua mic té bao Nectin-4 chuot). C4c con
chudt duoc chia ngAu nhién thanh cac nhom didu tri (n = 6 /dot) khi thé tich khéi u trung

binh dat khoang 107 mm® va duoc diéu trj véi 21 lidu t& dugce long hang ngay (histidin
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25 mM, sucroza 10%, pH 7). Tién hanh diéu tri BCY11863 & ba muc liéu tdng sb khac
nhau (3, 10 va 30 mg/kg lidu hang tudn tong s6) duoc chia thanh ba phac d6 khéac nhau
(QD: hang ngay; BIW: hai lAn mot tudn hoic QW: hang tudn). Cac dot diéu tri
BCY 11863 khac nhau duoc nhan 21 lidu hang ngay (0,43, 1,4 hoic 4,3 mg/kg), 6 lidu
hai 1An mét tudn (1,5, 5 hodc 15 mg/kg) hogc 3 lidu hang tuan (3, 10 hodc 30 mg/kg).
T4t ca diéu tri déu duoc dung theo dudng tinh mach (IV). Sinh trudng cta cua khéi u
dwoc theo doi cho dén khi khéi u dat thé tich trén 2000 mm® hodc cho dén 31 ngay sau
khi bit dAu didu tri. Cac dép tmg hoan toan (dong vét khdng c6 khdi u s thdy) duoc
theo ddi cho dén ngay D52.

BCY11863 tao ra hoat tinh chéng khdi u déng k& vi nhiéu phac dd lidu, phac do
lidu BIW phéc dd hiéu qua nhét, dic biét 1a lidu 5 mg/kg BIW. Didu nay dugc ching
minh bing sb luong dong vat dap ung hoan chinh vao ngay 52. Vao ngay 52 sau khi bt
dAu diéu tri, 15/18 con chudt dugc didu tri BIW véi BCY 11863 1a nhing con chudt dép
g hoan toan, 12/18 con chudt duogc didu tri QD véi BCY11863 1a nhitng con chudt
dap Ung hoan toan va 6/18 con chudt dugc diéu tri QW v6i BCY11863 1a nhitng con
chudt dap tng hoan toan. Liéu 5 mg/kg BIW dan dén ty 1& dép tmg hoan toan 100% véi
6/6 CR (Fig.13). Nhiing dit liéu nay cling v6i dit liéu PK huyét twong chudt BCY11863
cho thiy ring khong cin phoi nhiém lién tuc BCY11863 trong huyét tuong dé dép tmg
chdng khéi u véi BCY11863 trong md hinh khdi u MC38#13.
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DANH MYC TRINH TV
<118> BICYCLETX LIMITED

<120> PHUC HOP PEPTIT HAI VONG KHAC NHAU NOI TIEP VA DUQC PHAM CHUA PHUC
HOP PEPTIT NAY

<130> BIC-C-P2832PCT
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<150> 62/910,088
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<150> 62/931,442
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<150> 63/022,667
<151> 2020-05-11

<150> 63/024,715
<151> 2020-05-14

<160> 4
<170> PatentIn phién ban 3.5

<216> 1

<211> 15

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Peptit tong hop

<220>

<221> Xaa

<222> (3)..(3)
<223> Xaa la 1Nal

<220>

<221> Xaa

<222> (7)..(7)
<223> Xaa la HArg

<220>

<221> Xaa

<222> (13)..(13)
<223> Xaa la HyP
<400> 1

Cys Pro Xaa Asp Cys Met Xaa Asp Trp Ser Thr Pro Xaa Trp Cys
1 5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Cys Xaa Pro Glu Xaa Pro Tyr Cys Phe Ala Asp Pro Tyr Xaa Cys Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>
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2

16

PRT

Nhan tao

Peptit tdéng hagp

Xaa

(2)..(2)

Xaa la tBuAla
Xaa

(5)..(5)

Xaa la D-Lys(PYA)
Xaa

(14)..(14)

Xaa la Nle

2

5 10

3

16

PRT

Nhan tao

Peptit téng hop

Xaa

(2)..(2)
Xaa la tBuAla

Xaa

(5)..(5)
Xaa la D-Lys(PYA)

Xaa
(14)..(14)
Xaa la Nle
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<400> 3

Cys Xaa Pro Glu Xaa Pro Tyr Cys Phe Ala Asp Pro Tyr Xaa Cys Ala
1 5 10 15

<210> 4

<211> 16

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Peptit tong hop

<220>

<221> Xaa

<222> (2)..(2)
<223> Xaa la tBuAla

<220>

<221> Xaa

<222> (5)..(5)

<223> Xaa la D-Lys(PYA)

<220>

<221> Xaa

<222> (14)..(14)
<223> Xaa la Nle
<400> 4

Cys Xaa Pro Glu Xaa Pro Tyr Cys Phe Ala Asp Pro Tyr Xaa Cys Lys
1 5 10 15
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YEU CAUBAO HO

1. Phirc hop peptit hai vong khac nhau nbi tiép bao gdm:

(a) phdi tr peptit the nhét lien két véi Nectin-4 va 6 trinh tu
CiP[1Nal][dD]CiM[HArg]DWSTP[HyP]WCiii (SEQID NO: 1); lién hop théng qua cau
néi N-(axit-PEG3)-N-bis(PEGs-azit) voi

(b) hai phéi tir peptit thir hai lién két voi CD137, ca hai déu c6 trinh tu Ac-
Ci[tBuAla]PE[D-Lys(PYA)]PYCiFADPY [Nle]Cii-A (SEQ ID NO: 2);

hodc mubi dugc dung ctia no,

trong d6 mdi trong 36 cac phéi tir peptit dd néu bao g6m polypeptit chira ba nhom
xystein phan tmg (Ci, Cii va Cii)), dugc phén tich boi hai trinh tu thong long, va khung
phan tr la 1,1',1"-(1,3,5-triazinan-1,3,5-triyl)triprop-2-en-1-on (TATA) va tao thanh
lien két cong hoa tri véi cdc nhém xystein phan tmg clia polypeptit sao cho hai thong
long polypeptit dugc tao ra trén khung phén tir;

trong d6 Ac biéu thi axetyl, HArg biéu thi homoarginin, HyPrbiéu thi trans-4-
hydroxy-L-prolin, 1Nal biéu thi 1-naphtylalanin, tBuAla biéu thi t-butyl-alanin, PYA

biéu thi axit 4-pentynoic va Nle biéu thi norleuxin.

2. Phirc hop peptit hai vong khac nhau néi tiép theo diém 1, 1a:
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hoic mudi dugc dung ctia no.

3. Phuc hop peptit hai vong khéc nhau néi tiép nhu dugc xdc dinh theo diém 1,
trong do mubi duoc dung duge chon tir axit tw do hodc mudi natri, kali, canxi, hoic

amoni.

4. Dugc pham chira phitc hop peptit hai vong khac nhau ndi tiép theo diém 1, hodc

mudi dugc dung ctia né, két hgp véi mét hodc nhiéu ta duge duge dung.

5. Phtrc hop peptit hai vong khac nhau nbi tiép, la:
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hodc muoi dugc dung cua nd.

6. Phirc hop peptit hai vong khic nhau nbi tiép theo diém 5, trong d6 mubi duoc

dung dugc chon tir axit ty do hodc mudi natri, kali, canxi, hodc amoni.

7. Dugc pham chira phirc hgp peptit hai vong khac nhau nbi tiép theo diém 5, hodc

muoi dugc dung cia nd, ket hop véi mot hoac nhiéu t4 duoc dugc dung.
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-0~ Chét dan thubc (0/6 CRs)

o BCY11863 iv 5 mg/kg 0 va 24 gio
vao DO va D7 (4/6 CRs)

BCY11863 iv 10 mg/kg 0 gid vao
D0 va D7 (1/6 CRs)
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« Chét din thudc

BCY11863, 0,43 mg/kg QD (4/6 CRs)

. BCY11863, 1,5mg/kg BIW (5/6 CRs)

BCY11863, 3 mg/kg QW (0/6 CRs)

Ngay

~» Ta duoc 16ng

@ BCY11863, 1,4 mg/kg QD (4/6 CRs)
-&- BCY11863, 5mg/kg BIW (6/6 CRs)
=% BCY11863, 10 mg/kg QW (3/6 CRs)

Ngay

=S T3 duogc long

69/70

.- BCY11863, 4,3 mg/kg QD (4/6 CRs)
-x- BCY11863, 15mg/kg BIW (4/6 CRs)

— BCY11863, 30 mg/kg QW (3/6 CRs)
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-~ BCY11863
- BCY15155
-+ BCY14602

1

Thoi gian (gio)

Fig. 14





