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(54) DUQC PHAM CHUA KHANG THE KHANG CD20 NONG PO CAO

(57) Sang ché dé cap dén dugc pham chira khang thé khang CD20 nong dd cao, 6n dinh
duoc dung, nhu Rituximab, Ocrelizumab hoic HuMab<CD20>, hoac hon hop cua cac
phan tir khang thé nay dé tiém dudi da. Cu thé, sang ché dé cap dén cac dugc phim, ngoai
mot luong thich hop cua khang thé khang CD20, con chira mdt lugng hitu hi¢u cua it nhét
mot enzym hyaluronidaza 1am duoc pham két hop hodc dé dung dudi dang dong duogc
phém. Cac duoc phém nay con chura it nhat mot chat dém, vi du chat dém histidin, chat
lam 6n dinh hodc hon hop cua hai hoac nhiéu chit 1am 6n dinh (vi du, sacarit, nhu a,0-
trehaloza dihydrat hodc sucroza, va tily y metionin lam chat 1am 6n dinh thir hai), chat hoat
dong bé mit khong ion va mdt luong hitru hiéu cua it nhat mot enzym hyaluronidaza. Cac
phuong phap bao ché duge phdm nay ciing duoc dé xuat.
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Linh vwc k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén cac dugc phdm 6n dinh, chira khang thé khang CD20
ndng d6 cao duoc dung hodc hdn hop cua cac phan tir khang thé nay dé tiém
dué6i da. Cac dugc phdm nay, ngodi cac lugng 16n cia khang thé khang CD20
hodc hdn hop clia chiing, con chira chit dém, chét 1am 6n dinh hodc hén hop cta
hai hodc nhiéu chét 1am 6n dinh, chit hoat dong bé mit khong ion va mot luong
hitu hiéu cta it nhit mdt enzym hyaluronidaza. Sang ché con dé cap téi quy

trinh bao ché dugc phim nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Viéc sir dung cac khang thé dé 1am thubc ngay cang gia ting trong nhiéu
niam qua. Trong nhiéu truong hop cac khang thé nay duoc tiém hoic truyén qua
duong tinh mach (IV). Pidu dang tiéc 13 luong khang thé ma c6 thé duoc sir
dung qua duodng tinh mach bi han ché béi cac dic tinh héa ly cia khang thé, dic
biét boi tinh hoa tan va tinh 6n dinh cta né trong duoc phdm dang 1éng thich
hop va béi thé tich cua dung dich truyén. Cac duong dung thude khac 1a tiém
duéi da hoic trong co. Cac dudng ding nay can dén ndng d6 protein cao trong
dung dich cudi cung dé tiém [Shire, S.J., Shahrokh, Z. et al., “Challenges in the
development of high protein concentration formulations”, J. Pharm. Sci. 2004;
93(6): 1390-1402; Roskos, L.K., Davis C.G. et al., “The clinical pharmacology
of therapeutic antibodies”, Drug Development Research 2004; 61(3): 108-120].
Pé lam tang thé tich, va nh& d6 lidu chita bénh, ma c6 thé duoc st dung mot
cach an toan va thuin tién dudi da, di c6 dé xuét s dung (cic) enzym
glycosaminoglycanaza nhim 1am ting khe ho, ma dugc pham chira khang thé co

thé dugc tiém vao d6 [W02006/091871].
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Céc vi du vé& cac dugc pham 6n dinh chira cac khang thé duoc dung dung

dé chira bénh hién c6 ban trén thi truong 1a nhu sau:

RITUXAN®/MABTHERA® (Rituximab) 12 khang thé kham gén két véi
khang nguyén CD20 trén té bao B. Duoc phidm thuong mai 13 san phdm c6 dang
16ng khong chira chét bao quan, khong mau, trong, tiét tring dé dung qua dudng
tinh mach (IV). Rituximab dugc cung cdp vé6i néng d6 10mg/ml (10ml) trong
cac lo dung riéng biét 100mg hoic 500mg (50ml). San phim & dang bao ché
trong 9 mg/ml natri clorua, 7,35mg/ml natri xitrat dehydrat, 0,7mg/ml
polysorbate 80, va nudc ding dé tiém. Pé pH duoc didu chinh téi 6,5. Duoc
phim dang 16ng khac cta Rituximab thich hop dé dung qua dudng tinh mach
dugc boc 19 trong patent M§ s 6,991,790.

HERCEPTIN™ (Trastuzumab) 13 khang thé don dong khang lai thu thé
HER2 (khang HER2) hién dugc ban & chau Au dudi dang duogc phém chiaa
150mg bdt dong kho nhanh (chita khang thé, a,a-trehaloza dihydrat, L-histidin
va L-histidin hydroclorua va polysorbate 20) ma s& dugc hoan nguyén dé truyén
v6i nudce tiém nhim thu duoc lidu luong dung dé tiém khoang 21mg/ml. O M¥
va nhidu nudc khic lo da liéu chira 440mg Trastuzumab dugc ban trén thi

truong.

AVASTIN™ (Bevacizumab) 13 khang thé don dong khéang lai thu thé yéu
t6 sinh truéng ndi mé mach (VEGF) hién duoc ban & chau Au dudi dang dugc
pham 16ng trong hai loai lo 14n luot chira 100mg: a) Bevacizumab trong 4ml va
b) 400mg Bevacizumab trong 16ml, tao ra ndng do cudi cung 13 25mg/ml trong
nudc tiém chtra cac td duogc | sau: trehaloza dihydrat, natri phosphat va

polysorbate 20.

Trong khi cac dugc phdm chira khang thé néu trén dugc théy 1 thich hop

dé str dung qua dudng tinh mach thi mudn tao ra cic duoc phém 6n dinh, néng
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dd cao chira cac khang thé dudi dang dé tiém duéi da. Loi ich cua viée tiém
dudi da 1a cho phép théy thudc thuc hién trén bénh nhan véi su can thiép kha
nhanh. Ngoai ra, bénh nhan cé thé dugc tap luyén dé tu tiém dudi da. Thong
thuong viéc tiém dudi da dugce gidi han & khoang 2ml. Dbi véi cac bénh nhan
can nhiéu lidu, mot vai duoc phdm lidu don vi ¢ thé duoc tiém tai nhidu vi tri

trén bé mat co thé.

Hai san phim chira khang thé sau @ sir dung duéi da hién dang c6 ban

trén thi truong.

HUMIRA™ (Adalimumab) 13 khang thé don dong khang yéu t6 hoai tir
khéi u alpha (TNF alpha) hién duoc ban & chau Au dudi dang lidu chira 40mg
trong thé tich thudc tiém 0,8ml dé s dung dudi da (nbéng do: 50mg khang
thé/ml thé tich thubc tiém).

XOLAIR™ (Omalizumab) 13 khang thé don dong khéang globulin mién
dich E (khang IgE) hién duoc ban trén thi truong dudi dang liéu chira 150mg bot
dong kh6é nhanh (chita khang thé, sucroza, histidin va histidin hydroclorua
monohydrat va polysorbate 20) ma s& dugc hoan nguyén véi nudc ding dé tiém

dué6i da nhim thu dugc lidu thube tiém 13 125mg/ml.

Khéng c6 duoc phim 6n dinh, chira khang thé khang CD20 ndng d6 cao
nao thich hop dé sir dung dudi da hién dang c6 ban trén thi truong. Vi vay
muén tao ra cac dugce phdm 6n dinh, ndng do cao chira cac khang thé duoc dung

dé tiém dudi da.

Viéc tiém céc duoc chit ngoai duong tiéu héa vao 16p dudi da thudng bi
gidi han & cac dung tich nhé hon 2ml do do bén nhét dan hoi véi d6 dan nude
trong md dudi da (SC) va do ap luc nguogc sinh ra khi tiém [Aukland K. va Reed
R., “Interstitial-Lymphatic Mechanisms in the control of Extracellular Fluid

Volume”, Physiology Reviews”, 1993; 73:1-78], cling nhu do cic cadm nhén dau.
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Viéc bao ché cac duge phém chtra protein ndng d6 cao 13 van dé thuc su
thir thach va can phai diéu chinh timg duoc phim theo cac protein cu thé ding
do mdi protein c6 dic tinh két tu khac nhau. Cac thé két tu duoc cho 1 giy ra
tinh tao mién dich clia cic protein chita bénh trong it nhét mot s6 truomg hop.
Phan mg gdy mién dich chéng lai céc thé két tu protein hoiic khang thé c6 thé
din dén viéc 1am trung hoa cac khang thé ma co thé khién protein hoic khang
thé chira bénh khéng c6 hiéu qua. Dudng nhu 14 tinh gy mién dich cua thé két
tu protein 1a rat khé giai quyét khi tiém duéi da, do d6 viéc st dung 13p lai lam

tang nguy co dap tmg mién dich.

Trong khi cac khang thé ¢ ciu tric chung rét gidng nhau thi cic khang
thé nay lai khac nhau trong dugc pham axit amin (cu thé 1a trong cac ving CDR
chiu trach nhiém vé su gin két véi khang nguyén) va dang glycosyl héa. Ngoai
ra, c6 thé con c6 cac stra dbi sau phién ma nhu céc thé bién di tich dién va

glycosyl hoa.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 13 d& xuit dugc phdm 6n dinh, chira khang thé
khang CD20 ndng d6 cao dugc dung hodic hdn hop cia céc phan tir khang thé

nay, tot hon 13 dé tiém duéi da.

Cu thé hon, dugc phdm 6n dinh, chita khang thé khang CD20 ndng d6 cao

duoc dung theo sang ché chua:
- 20 dén 350 mg/ml khang thé khang CD20;
- 1 dén 100 mM chét dém tao ra 46 pH=5,5 + 2,0;

- 1 dn 500 mM chit lam 6n dinh hodc hdn hop cua hai hoic nhiéu chét
1am &n dinh, trong d6 metionin tiy y dugc st dung lam chét 1am 6n dinh thi hai,

t5t hon 14 v6i ndng d6 ndm trong khoang tir 5 dén 25mM;
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- 0,01 dén 0,1% chit hoat dong bé mit khéng ion; va
- t&t hon 13 mot lugng hitu hiéu ctia it nhat mot enzym hyaluronidaza.
MBO ta chi tiét sang ché

Thuat ngit "khang thé" duoc sir dung & ddy theo nghia rong nhit va dic
biét chira cac khang thé c6 chiu dai ddy du, cic khang thé dugc tao ra bing
c4ch di truyén nhu cac khang thé don dong, cic khang thé tai to hop, cac khang
thé da dong, cac khang thé da dic hiéu (vi du, cac khang thé dic hiéu kép) duoc
tao ra tir it nhit hai khang thé c6 chidu dai ddy du, khéng thé kham, khéng thé
duoc 1am gidng nhu khang thé ctia ngudi, cac khang thé hoan toan ctia nguoi va
cling nhu céc phan doan ciia cac khang thé nay véi diéu kién ching c6 hoat tinh

sinh hoc mong mudn.

Thuat ngit "khang thé don dong" nhu dugc str dung & day chi khang thé
thu duogc tir quan thé cac khang thé hdu nhu dong nht, tic 13 cac khang thé
riéng biét chira quin thé dong nhit vi/hodc gin két véi cliing epitop, trir cac thé
bién di c6 thé ma co thé xuét hién trong qua trinh tao ra khang thé don dong, cac
thé bién di nay thudng c6 mit véi cac luong rat nhé. Nguoc lai véi cac duge
phim chtra khang thé da dong ma thuong chira cac khang thé khac nhau khang
cac yéu tb di truyén khéc nhau (céc epitop), mdi khang thé don dong khang mot
yéu t6 di truyén trén khang nguyén. Ngoai tinh dic hiéu ctia chiing, cic khing
thé don dong c6 lgi vi ching khéng bi nhiém céc globulin mién dich khac. Gen
stra dbi “don dong” bidu thi dic tinh ctia khang thé khi thu duoc tir quin thé
khang thé hiu nhu ddng nhét, va khong dugc hiéu 14 cin tao ra khang thé theo
mét phuong phap bit ky. Vi duy, cac khang thé don dong dung theo sang ché c6
thé duoc tao ra trude tién bang phuong phap lai duoc md ta bai Kohler et al,
Nature, 256:495 (1975), hodc c6 thé dugc tao ra bang cic phuong phap tai to
hop ADN (xem, vi du, patent My No. 4,816,567). "Cac khang thé don dong"
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con ¢6 thé dugc phén 14p tir cac thu vién khang thé thuc khuin thé bang cac k¥
thuat dugc mo ta chi Clarkson et al., Nature, 352:624-628 (1991) va Marks et al.,
J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991). Céc thuét ngit "khang thé don dong" hoic
“dugc phdm chita khang thé don dong" nhu duoc sir dung & ddy chi duge phdm
chira cdc phan tir khang thé cia ché phim axit amin don. Vi viy, thuét ngir
“.khéng thé don dong cua ngudi" duge dung dé chi cac khang thé thé hién tinh
dac hiéu gin két don ma c6 cac ving bién d6i va 6n dinh c6 ngudn gbe tir cac
trinh tu globulin mién dich dong phéi cia ngudi. Theo mdt phuong 4n, céc
khang thé don dong ctia ngudi duoc tao ra bang khdi té bao lai ké ca té bao B
thu duoc tir dong vat chuyén gen khong phai nguoi, vi du, chuot chuyén gen, c6
hé gen chita gen chuyén chudi ning cta ngudi va gen chuyén chudi nhe cia
ngudi dung hop véi té bao bat tir. Thuat ngit “cac khang thé don dong” & day
dac biét chira cac khang thé kham trong d6 mot phan cta chudi ning va/hoic
chudi nhe 12 ddng nhat véi hodc tuong ddng véi cac trinh tu tuong tmg trong cac
khang thé thu dugc tir cac loai dic biét hodc thudc 16p hodc phan 16p khang thé
dic biét, trong khi phan con lai cia (cac) chudi 13 dong nhit véi hoic twong
ddng véi cac trinh ty tuong Ung trong cac khang thé thu dugc tir cac loai khac
thudc 16p hodc phan 16p khang thé khac, ciing nhu cac doan cua cic khang thé
ndy, voi didu kién chung cé hoat tinh sinh hoc mong mudn (patent My s
4,816,567; va Morrison et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).
Céc khang thé kham duoc quan tim & day chira cac khang thé “duoc lam giéng
nhu khang thé ciia dong vét linh truéng” chira cac trinh tu gin két khang nguyén
ctia mién bién ddi thu duoc tir déng vat linh truéng khong phai ngudi (vi du Old

World Monkey, Ape...) va cac trinh tr ving 6n dinh ctia nguoi.

"Céc manh khang thé" chira mét phan cua khang thé c6 chiéu dai day du,
thudng it nhat 13 phan gin két khang nguyén hoic ving bién dbi ciia chiing. Céc
vi du vé c4c méanh khang thé chtra cac doan Fab, Fab', F(ab'),, va cac manh Fv;

cac thé dia-; cac phan tir khang thé chudi don; cac doc to mien dich, va cac
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khang thé da dic hidu duoc tao ra tir (cic) méanh khang thé. Ngoai ra, cac manh
khang thé chita cac polypeptit chudi don cé céc dic tinh ctia chudi VH, d6 c6
thé 1 tap hop clng véi chubi VL gén két v6i khang nguyén CD20. "Cac manh
khéng thé" con chira cic manh ma chinh n6 khéng thé tao ra céc chirc nang tac
dong (ADCC/CDC) nhung tao ra chirc nang nay theo cach theo sang ché sau khi
duge két hop véi (cac) mién 6n dinh ca khang thé thich hop.

"Khang thé c6 chidu dai dy di" 13 mét khang thé chira viing bién d6i gan
két v&i khang nguyén ciing nhu mién 6n dinh chudi nhe (CL) va cac mién 6n
dinh chudi niang, CH1, CH2 va CH3. Cac mién 6n dinh c6 thé 13 cic mién 6n
dinh trinh tu nguyén thé (vi du, cdc mién 6n dinh trinh ty nguyén thé ctia nguoi)
hodc céc thé bién di trinh tr axit amin cia chung. Cu thé 13, khang thé c6 chiéu

dai day du c6 mét hodc nhiéu chire ndng tac dong.

Khang thé "thé bién di cia trinh ti axit amin" & day 1a khang thé v&i trinh
tu axit amin khéc v6i khang thé dang chinh. N6i chung, cac thé bién di cta trinh
tu axit amin s& ¢6 mirc d6 turong dong it nhit khoang 70% véi khang thé dang
chinh, va t8t hon 14 ching c¢6 muc d6 trong dong it nhit khoang 80%, tét hon
nita 12 it nh4t khoang 90% v&i khang thé dang chinh. Cac thé bién di cta trinh tu
axit amin c6 céac su thay thé, khuyét doan, va/hodc xen doan tinh mot sb vi tri
bén trong hoac gan k& véi trinh ty axit amin cla khang thé dang chinh. Cac vi du
vé c4c thé bién di cta trinh tu axit amin & day chira thé bién di axit (vi du, thé
bién di khir amit héa), thé bién di bazo, khang thé véi phan kéo dai chudi chinh
d4u tan cung amino (vi dy, VHS-) trén mét hodc hai chudi nhe ctia chung, khang
thé véi gbe lysin dau tin cung C trén mét hodc hai chudi niing cla chiing, v.v. va
chtra t6 hop ciia cac bién d6i dbi véi cac trinh tur axit amin clia cac chudi ning
va/hodc cac chudi nhe. Thé bién di khang thé dugc dic biét quan tim & day 1a

khang thé chira phan mé rong chinh dau tan cung amino trén mgt hodc hai chudi
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nhe cua ching, tily y con chira trinh tu axit amin khac va/hodc cac khac biét

glycosyl héa so véi khang thé dang chinh.

Khang thé "thé bién di glycosyl hoa" & diy 1a khang thé v6i mot hoic
<nhiéu gbc cacbon hydrat gén véi ching ma khac véi mot hoic nhiéu gbc cacbon
hydrat gén voi khang thé dang chinh. Cac vi du vé cac thé bién di glycosyl héa &
day chira khang thé véi cu tric oligosacarit G1 hoic G2, thay cho cAu truc
oligosacarit GO, gin véi ving Fc ctia né, khang thé v6i mot hoic hai gbc cacbon
hydrat gin v6i mot hozc hai chudi nhe cta ching, khang thé khong c6 cacbon
hydrat gin v6i mot hodc hai chudi ning ctia khang thé,v.v., va céc to hop cla
cac bién dbi glycosyl héa. Ngoai ra, thuét ngit "thé bién di glycosyl héa” chira
cac khang thé duoc tao ra bing cach di truyén bang glycogen nhu dugc mo ta

trong cong bd don qubc t& WO 1331266 va US 7,517,670.

"Cac chic ning tac dong" cua khang thé duoc dung dé chi cac hoat tinh
sinh hoc duge cho 13 do ving Fe (ving trinh tu Fc nguyén thé hodc ving trinh tur
axit amin Fc bién thé) cua khang thé tao ra. Cac vi du vé cac chirc ning tac dong
ctia khang thé chira sur gén két Clq; doc tinh té bao phu thude b thé (CDC); gén
két thy thé Fc; doc tinh té bao do té bao phu thudc khang thé tao ra (ADCC); su
thuc bao; qué trinh didu hoa gidm cia cac thu thé bé mit té bao (vi dy, thu thé té

bao B; BCR),v.v..

Tuy thudc vao trinh tu axit amin thu¢c vung &n dinh cia cac chudi nang
cua chiing, cac khang thé c6 chidu dai ddy du duoc chia thanh “cac loai” khac
nhau. C6 nidm loai chinh cia cac khang thé c6 chiéu dai ddy du IgA, IgD, IgE,
IgG va IgM, va mdt vai loai trong sb d6 ¢ thé duge con duge chia thanh cac
phan 16p (céc isotyp), vi du, IgG1, IgG2, IgG3, va IgG4, IgA va IgA2. Cac mién
6n dinh chudi ning tuong Ung véi cac loai khac nhau cia céc khang thé 14n luot

duoc goi la a [alpha], & [delta], € [epsilon], ¥ [gama], va p [mu]. Céc cAu tric
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dudi don vi va cac cau hinh ba chi€u cua cac loai khac nhau cua céac globulin

mién dich la da biét rd.

& day, "hoat tinh sinh hoc" ctia khang thé don dong dugc dung dé chi kha
ning ctia khang thé gin két véi khang nguyén va tao ra dép tmg sinh hoc c6 thé
do duoc ma c6 thé duge xéc dinh in vitro hodc in vivo. Hoat tinh nay c6 thé 1a

d6i khang (vi du, trong d6 khang thé 13 khang thé CD20) hozc chii vén.

Thuat ngit "khang thé dugc 1am gidng nhu khang thé ctia nguoi" duoc
ding dé chi cac khang thé, trong d6 ving khung hodc “céc ving xac dinh bd
trg” (CDR) dugc cai bién dé chtra CDR ctia globulin mién dich c6 tinh dic hidu
khéc so véi tinh dac hidu cta globulin mién dich gdc. Theo mét phuwong 4n dugc
uu tién, CDR cua chudt dugc ghép vao ving khung cta khang thé ctia nguoi dé
tao ra "khang thé duogc nhan tinh hoéa." Cac CDR dliérc dac biét uu tién tuong
ng v6i cac CDR thé hién cac trinh tu nhan dang cic khang nguyén néu duéi
day d6i véi cac khang thé kham va chirc nang kép. Phan 16n, cac khang thé duoc
1am nhan tinh hoéa 14 c4c globulin mién dich nguoi (khang thé nhan) trong d6 cac
gbc tir viing siéu bién cua thé nhan dugc thay thé bing cac gdc tir ving ving
siéu bién cua loai khong phai ngudi ((khang thé cho) nhu chudt nhét, chuét, thd
hodc dong vt linh trudng khong phai nguoi c6 tinh dac hiéu, ai luc, va kha nang
mong mubn. Trong mdt sé truong hop, cic gbc ving khung (FR) cua globulin
mién dich ctia ngudi dugc thay thé bang cac gbc khong phai ctia ngudi tuong
tng. Hon thé, cac khang thé duoc nhan tinh héa co thé chira cac gbc ma khong
duoc thiy & khang thé nhan hoic & khang thé cho. Cac cai bién d6 duoc tao ra
dé sang loc hon nita tinh ning ctia khang thé. N6i chung, khéng thé duoc nhan
tinh héa hiu nhu s& chia toan bo it nhit mot, va thuong 14 hai mién bién ddi,
trong d6 toan bd hodc hau nhu 13 toan bd cac vong siéu bién tuong tmg véi cac
vong siéu bién cua globulin mién dich khong phai clia ngudi va toan bo hoic

hau nhu 13 toan b cac FR 1a cac FR cua trinh tu globulin mién dich ciia nguoi.

-10-
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Khéng thé duoc nhan tinh héa tity ¥ ciing s& chira it nhat mét phan ciia ving 6n
dinh globulin mién dich (Fc), thudng 14 ctia globulin mién dich cia ngudi. (xem,
vi du, cac bai bdo Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327; va
Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270).

Thuét ngit "khang thé kham" dugc ding dé chi khang thé don dong chira
ving bién déi, tirc 1 ving gin két, tir ngudn hoic lodi va it nhat mot phan cia
vung 6n dinh thu dugc tir mot nguén hodc loai khac nhau, thuong duogc tao ra
bang cac k¥ thuat tai t6 hgp ADN. Cac khang thé kham chira ving bién dbi cua
chuét va ving 6n dinh cta ngudi 13 dugc dic biét vu tién. Cac khang thé kham
ctia chudt/ngudi ndy 13 san phdm ciia cac gen globulin mién dich biéu hién chira
cac doan ADN ma hoa cac ving bién dbi globulin mién dich cia chudt va céc
doan ADN ma3 hoa cac ving 6n dinh globulin mién dich ctia ngudi. Céc dang
khéc cta “cac khang thé kham" nim trong pham vi sang ché 13 cac dang trong
d6 16p hodc phan 16p duoc cai bién hodc thay ddi tir 16p hoic phan 16p cua
khang thé gbc. Cac khang thé “kham" nay ciing dugc goi 1a “cdc khing thé
chuyén loai”. Cac phuong phéap tao ra cac khang thé kham bao gdm céc k¥ thuat
tai t6 hop ADN va chuyén nhiém gen théng thuong hién da dugc biét 5 trong
linh vuc k¥ thuit nay (xem vi duy, bai bao Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad
Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; US 5,202,238 va US 5,204,244).

Thuit ngir "khang thé nguoi", nhu duge st dung & day, du tinh
chtra cac khang thé ¢6 cac ving bién ddi va én dinh thu dugc tir cac trinh tu
globulin mién dich dong phéi ciia ngudi. Céc khang thé cua nguoi 1a di duoc
biét 5 trong linh vuc k¥ thuét nay (van Dijk, M.A., chiu van de Winkel, J.G.,
Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374). Dya vao k¥ thuat nay, cac khang thé
cua nguoi chéng lai rat nhidu dich khac nhau c6 thé dugc tao ra. Cac vi du vé
cac khang thé ctia nguoi duge mé ta trong bai bio Kellermann, S. A., et al., Curr

Opin Biotechnol. 13 (2002) 593-597 chéng han.
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Thuat ngit "khang thé tai t6 hop ctia nguoi ", nhu dugce st dung & day, sé
bao gdm tat ca cac khang thé cua nguoi dugce chuén bi, biéu hién, tao ra hoic
phan 14p bang céch tai t6 hop, nhu cic khang thé phan 1ap duoc tir té bao chu
nhu t& bao NSO hodc hoic CHO hodc tir déng vat (vi du, chudt nhét) dugc
chuyén gen cho cac gen globulin mién dich ctia ngudi hodc cc khang thé biéu
hién bing céach sir dung vit truyén biéu hién t4i tb hop duoc chuyén nhiém vao
t& bao chil. Cac khang thé tai tb hop ctia ngudi ndy cé cac ving bién dbi va on
dinh thu duoc tlr céc trinh tu globulin mién dich dong phéi clia ngudi duéi dang
sip xép lai. Cac khang thé tai td hop clia ngudi theo sang ché duoc tao siéu dot
bién soma in vivo. Vi viy, cac trinh ty axit amin cia cac ving VH va VL cua
cac khang thé tai t6 hop 1 trinh tu ma, trong khi thu duoc tir va lién quan dén
c4c trinh tu dong phdi ciia ngudi VH va VL, ¢6 thé khong ton tai trong tu nhién

trong kho von dong phoi khang thé ctia nguoi in vivo.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit "gin két dic hiéu" hodc “gan két mot
cach dic hiéu v6i” chi su gin két cua khang thé véi epitop cia khang nguyén
CD20. Tét hon 14, 4i luc gén két 14 tri s6 Kd bang 10" mol/l hoic thip hon (vi
du 102 mol/l). Ai luc gn két dugce xac dinh bing thir nghiém gin két chuén,
nhu k¥ thuét cong huéng plasmon bé mit (BIACORE®).

Thuét nglr "phén tir axit nuclceic", nhu dugce sir dung & day, chi cac phan
tir ADN va cac phan tr ARN. Phan tir axit nuclceic c6 thé 1a ADN soi don hoic
soi kép, nhung t6t hon 1a ADN soi kép.

Thuét ngit "cic mién dn dinh" khéng truc tiép tham gia vao gén két cua
khang thé véi khang nguyén nhung lién quan d&n cac chic ning tic dong

(ADCC, gén két bd trg, va CDC).

Thuét ngit "ving bién dbi" (ving bién dbi ctia chudi nhe (VL), ving bién

dbi cta chudi nang (VH)) nhu duoc str dung & day chi ting cip chudi ning va
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nhe truc tiép tham gia vao su gin két ctia khang thé véi khang nguyén. Cac mién
ctia cac chudi ning va nhe bién dbi cua ngudi c6 ciu triic chung tuong tu va mbi
mién chira bén ving khung (FR) ¢6 cac trinh tu dugc bao toan rong rai, lién két
béi ba “ving siéu bién” (hodc cac ving xac dinh tinh bd trg, cac CDR). Céc
ving khung chip nhén c4u hinh tim B va cac CDR c6 thé tao ra cac vong ndi
vé6i cAu tric tAim B. Cac CDR trong mdi chudi duoc giit trong ciu triic ba chiéu
ctia chung bing cac ving khung va cling véi cac CDR ciia chudi khéc tao ra
diém gén két khang nguyén. Cac ving chudi ning va nhe CDR3 ctia khang thé
dong vai tro déc biét quan trong trong tinh ddc hiéu/ai luc gén két cia céc khang

thé theo sang ché va vi vay tao ra muc dich khéac nita cia sang cheé.

Céac thuét ngit "ving siéu bién" hodc "phin gin két khang nguyén cua
khang thé&" khi duoc sir dung & day chi cac gbc axit amin ctia khang thé ma chiu
trach nhiém vé sy tao ra voi gin két khang nguyén. Ving siéu bién chira cac gbc
axit amin tir "cac ving x4c dinh tinh bd tro" hoic "cac CDR". Céac ving "khung"
hodc "FR" 14 c4c ving mién bién dbi khac khéac véi cac gbe cua ving siéu bién
nhu dugc xac dinh & dy. Vi vdy, cac chudi ning va nhe cta khang thé chira céc
mién FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4 c6 cac diu tin cing N dén
C. Cu thé, CDR3 ctia chudi ning 1 ving gép phan nhiéu nhét vao su gén két véi
khéang nguyén. Cac ving CDR va FR dugc xéac dinh theo cach xac dinh chuin
cua Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991))

va/hodc cac goc tir “vong si€u bién”.

Céc thuat ngit "CD20" va "khang nguyén CD20" duoc st dung c6 thé
thay thé cho nhau & day, va chira cac thé bién di, cic dang ddng chirc ning va
cac thé tuong dong loai cia CD20 ngudi dugc biéu hién trong trr nhién bang cac
t& bao hodc cac biéu hién trén céc té bao chuyén nhiém véi gen CD20. Su gin

két cua khang thé theo sang ché v6i khang nguyén CD20 gay chét cac té bao
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bidu hién CD20 (vi du, t& bao u) bing cach lam bét hoat CD20. Su giét cac té
bao biéu hién CD20 cb thé xuét hién theo mot hodc nhiéu co ché sau: ddc tinh té
bao phu thudc khéang thé (ADCC), doc tinh té bao phu thude bd thé (CDC), gy
ra su chét t& bao va/hoic chét theo chuong trinh, tap hop dong kiéu, v.v..

Céc tir ddng nghia ciia CD20, nhu d3 biét trong linh vuc k¥ thuat
nay, chira khang nguyén cua té bao lympho B, khang nguyén bé mit cta té bao

lympho B B1, Leu-16 va Bp35.

Thuat ngit “khéng thé khang CD20” theo sang ché 13 khang thé ma gin
két dic hiéu véi khang nguyén CD20. Tuy thudc vao céc dic tinh gén két va cac
hoat tinh sinh hoc cua cac khang thé khang CD20 véi khang nguyén CD20, hai
loai khang thé khang CD20 (cac khang thé khang CD20 typ I va typ II) c6 thé
dugc phéan biét theo Cragg, M.S., va cac dong tac gia, Blood 103 (2004) 2738-
2743; va Cragg, M.S., va cic dong tac gia Blood 101 (2003) 1045-1051, xem
Bang 1.

Bang 1: Cac dac tinh cia cac khéng thé khang CD20 Typ I va Typ Il

Cic khang thé khang CD20 Typ I | cac khing thé khang CD20 Typ II

Epitop CD20 typ I Epitop CD20 typ II

) Khéng dinh vi CD20 véi cac khéi
Pinh vi CD20 véi cac khdi lipit i
1pit

CDC tang (néu 1a isotyp IgG1) CDC giam (néu 14 isotyp IgG1)

Hoat tinh ADCC (néu 1a isotyp

Hoat tinh ADCC (néu 12 isotyp IgG1)
IgG1)

Kha ning gin két hoan toan Kha ning gin két giam
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Tép hop ddng kiéu Tép hop dong kiéu manh hon

Gay ra su chét té bao theo chuong | Gay ra su chét té bao manh khi khong

trinh khi lién két chéo c6 lién két chéo

Mot dic tinh co ban cta khang thé khang CD20 Typ I va Typ II 1a kiéu
gén két ciia chiing. Vi vay, khang thé khang CD20 Typ I va Typ II c6 thé dugc
phan loai bang ty sé ciia cac kha ning gén két v6i CD20 trén cac té bao Raji

(ATCC-No. CCL-86) cua khang thé khang CD20 so véi rituximab.

Nhu dugce sir dung & day, “khang thé khang CD20” c6 thé hoic 1a khang
thé Typ 1 hodc Typ II. Tét hon, néu né 14 khang thé Typ I, dugc uu tién nhit 12

rituximab.

Céac khang thé khang CD20 Typ I c¢6 ty sb cuia cac kha niang gin két véi
CD20 trén céc té bao Raji (ATCC No. CCL-86) ciia khang thé khang CD20 nay
véi rituximab nim trong khoang tir 0,8 dén 1,2, t6t hon 13 ndm trong khoang tir
0,9 dén 1,1. Céc vi du vé cac khang thé khang CD20 Typ I chia Rituximab
ching han, trong EP2000149B1 (Anderson et al., xem céc hinh 4 va 5 chéng
han), 1F5 IgG2a (ECACC, khéi té bao lai; Press et al., Blood 69/2:584-591
(1987)), HI47 IgG3 (ECACC, khdi té bao lai), 2C6 IgGl (nhu néu trong
W02005/103081), 2F2 IgGl hodc ofatumumab (nhu néu trong WO
2004/035607 va cong bd don qubc t& W02005/103081) va 2H7 IgG1 (nhu duge
dé cap trong cong bd don qudc t&¢ WO 2004/056312) va cong b6 don qubc té
WO 2006/084264 (vi du cac thé bién di d& cp trong cac bang 1 va 2). Tot hon,
néu khang thé khang CD20 Typ I nay 1a khang thé don dong ma gin két véi

cung mdt epitop nhu rituximab.

Céc khang thé khang CD20 Typ II c6 ty sd ctia cac kha ning gin két vai
CD20 trén céc t& bao Raji (ATCC No. CCL-86) cuia khang thé khang CD20 nay
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véi rituximab nim trong khoang tir 0,3 dén 0,6, t6t hon 13 ndm trong khoang tir
0,35 dén 0,55, t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,4 dén 0,5. Cac vi du vé cac
khang thé khang CD20 Typ II nay chtta tositumomab chéng han (B1 IgG2a),
khéng thé B-Ly1 duoc nhén tinh hoa IgG1 (khang thé dugc nhén tinh héa thé
kham IgGl1 .nhu duoc néu trong W02005/044859), 11B8 IgG1 (nhu dugc néu
trong WO 2004/035607), va AT80 IgG1. Tét hon, néu khang thé khang CD20
Typ II nay 14 khang thé don dong ma gén két v6i cling mot epitop nhu khang thé
dugc nhan tinh héa B-Ly1 (nhu dugc néu trong W02005/044859).

“Ty s6 clia cac kha ning gin két véi CD20 trén cac té bao Raji (ATCC-
No. CCL-86) cua cac khang thé khang CD20 véi rituximab” dugc x4c dinh theo
phuong phap do huynh quang mién dich tryc tiép (cuong d6 huynh quang trung
binh (MFI) dugc do) nhd stir dung khang thé khéng CD20 da néu tiép hop voi
Cy5 va rituximab tiép hop véi Cy5 trong FACSArray (Becton Dickinson) véi
cac té bao Raji (ATCC-No. CCL-86), va dugc tinh nhu sau: |

Ty s ciia cac kha ning gén két véi CD20 trén céc té bao Raji (ATCC-No. CCL-86) =

MEFI (Cy5-khang thé khang CD20) x Cy5-ty 18 déanh dau(Cy5-rituximab)
MFI(Cy5-rituximab) Cy5-ty 18 danh d4u(Cy5-khang thé khéng CD20)

MTFI 1a cudng d6 huynh quang trung binh. “Cy5-ty 1¢ danh dau” nhu dugc

sit dung & day co nghia 13 s6 lugng cic phan t&r danh dau Cy5 trén mot phan tir
khang thé.

Théng thuong, khang thé khang CD20 Typ I nay cé ty sé cta cac kha
ning gin két voi CD20 trén céc té bao Raji (ATCC-No. CCL-86) ctia khang thé
khang CD20 thir nh4t da néu véi rituximab nim trong khoéang tir 0,8 dén 1,2, t6t

- hon 14 ndm trong khoang tir 0,9 dén 1,1.
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Thong thuong, khang thé khang CD20 Typ II nay c6 ty sd ciia cac kha
ning gin két voi CD20 trén cac té bao Raji (ATCC-No. CCL-86) ctia khang thé
khang CD20 thir hai d4 néu véi rituximab nim trong khoang tir 0,3 dén 0,6, tot
hon 14 ndm trong khoang tir 0,35 dén 0,55, t&t hon nita 1a nim trong khoang tir

0,4 dén 0,5.

Theo mot phuong an dugc uu tién, khang thé khang CD20 Typ II nay, tét
hon 14 khang thé dugc nhan tinh héa B-Ly1, ¢6 ddc tinh té bao phu thudc khang
thé tang (ADCC).

Thut ngit “khéng thé c6 doc tinh t& bao phu thudc khéang thé ting
(ADCC)” ¢6 nghia 1a khang thé, khi thut ngir nay dugc xac dinh & day, c6
ADCC ting nhu duoc x4c dinh bang phuong phap thich hop bat ky ma chuyén
gia trong linh vuc k¥ thuit nay da biét. Phuong phdp dugc chip nhin thir
nghiém ADCC in vitro 13 nhu sau:

1) thir nghiém st dung céc té bao dich ma 13 d3 biét dé biéu hién khang

nguyén dich duoc nhin dang béi ving gin két khang nguyén cua khang thé;

2) thir nghiém sir dung cac té bao don nhin méu ngoai vi clia nguoi
(PBMCs), phén l4p duoc tir mau ctia ngudi cho mau khée manh dugce chon ngiu

nhién, 1am céc té bao tac dong;
3) thir nghiém duoc tién hanh theo phuong phap sau:

i) cac PBMC dugc phan 14p bang cach sir dung cac quy trinh ly tim ty
trong chuin va duoc tao huyén phu véi 5 x 10° té bao/ml trong moi trurong nudi

cAy t& bao RPMI;

ii) cac t& bao dich dugc nudi cdy bing cic phuong phap nudi cdy md
chuén, thu hoach tir pha sinh truéng theo ham sé mii véi kha ning séng duoc

cao hon 90%, rira bing mdi trudng nudi ciy t& bao RPMI, danh diu bang 100
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micro-Curi °'Cr, rira hai 1an bang m6i trudng nudi cay té bao, va tao huyén phu

lai trong mdi trudng nudi cdy té bao véi mat do 103 té bao/ml;

iii) 100 microlit huyén phu té bao dich cudi cing néu trén dugc chuyén

vao moi 10 cua dia vi chuan d6 c6 96 10;

iv) khang thé dugc pha lodng theo bac tir 4000ng/ml dén 0,04ng/ml trong
moi trudng nudi céy}té bao va 50 microlit dung dich khang thé thu dugc dugc
thém vao céc té bao dich trong dia vi chuén d6 c6 96 15, thir nghiém bang ba

nong do khang thé khac nhau bao ham toan bd giéi han nong d6 néu trén;

v) dbi véi cac mAu ddi chimg giai phéng t6i da (MR), 3 16 khéc trong dia
chtta cac té bao dich d3 duge danh ddu, nhan 50 microlit dung dich nuéc (VN)
2% (thé tich/thé tich) chira chit tiy rira khong ion (Nonidet, Sigma, St. Louis),
thay cho dung dich khang thé (muc iv néu trén);

vi) dbi véi cac mau dbi chimg giai phéng tu phat (SR), 3 16 khéc trong dia
chira céc té bao dich da duoc dénh d4u, nhan 50 microlit méi truong nudi cy té

bao RPMI thay cho dung dich khang thé (muc iv néu trén);

vii) sau d6 dia vi chuan do c6 96 15 duge ly tAm muc lam sach 50 x g

(500/) trong 1 phut va u trong 1 gi¢ & 4°C;

viii) 50 microlit huyén phit PBMC (muc i néu trén) dugc thém vao mdi 15
dé thu duoc ty 18 té bao tac dong: dich 1a 25:1 va cic dia nay dugc dit vao trong

16ng 4p chira khi 5% CO, & 37°C trong 4 gid;

ix) dich ndi khéng chira té bao tir mdi 16 duge thu hoach va do phong xa
giai phong qua thu nghiém (ER) dugc dinh lugng bang cach sir dung dng dém

gama;
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x) ty 18 phan trdm ctia mirc, mic phan giai ddc hiéu dugc tinh d6i véi timg
ndng d6 khang thé theo cong thirc (ER-MR)/(MR-SR) x 100, trong d6 ER la
murc do phong xa trung binh d4 dugc dinh luong (xem muc ix néu trén) dbi voi
ndng d6 khang thé d6, MR 1a d6 phéng xa trung binh di duoc dinh lugng (xem
muc ix néu trén) cho cac ddi chimg MR (xem muc v néu trén), va SR 1a muc do
phdng xa trung binh d3 dugc dinh lugng (xem muc ix néu trén) dbi véi cac dbi

chimg SR (xem muyc vi néu trén);

4) "ADCC tang" dugc xac dinh 1a hodc ting ty 1€ phan trim téi da cia
murc, mic phin giai dic hiéu quan sat duoc trong gidi han ndéng d6 khang
thé duoc thir nghiém néu trén, va/hodc mitc, mitc giam ndéng do cua khang
thé can thiét dé dat duoc mét nira ty 18 phén tram t6i da ciia mic, muc
phén giai dac hiéu quan sat dugc trong gidi han ndéng do khang thé duoc
thir nghiém néu trén. leIC,. muc gia ting ADCC ty 1€ véi ADCC, xéc dinh
duoc béng thir nghiém néu trén, dugc tao ra boi cung mot khang thé, dugc
tao ra boi cung mot loai té bao chi, bz‘?mg cach st dung cung mdt phuong
phéap tao ra, lam sach, bao ché va bao quan chuén, cic phuong phap d6 13
da biét d6i v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuit ndy, nhung n6 khong
duge tao ra bang cac té bao chu di dugc tao ra bing cach di truyén dé

biéu hién qua mirc GnTIIL

"ADCC tang" nay c6 thé cé duoc bang k¥ thuat gan phan tir dudng vao
cac khang thé dd néu, c6 nghia 1 ting cac chirc nang téc dong tu nhién, do té
bao tao ra cua cac khang thé don dong bang k¥ thuat gén thanh phan oligosacarit
cta ching nhu dugec mé ta trong bai bao Umana, P. et al., Nature Biotechnol.

17:176-180 (1999) va U.S. Pat. No. 6,602,684.

Thuét ngit "déc tinh té bao phu thudc bd thé (CDC)" duge ding dé chi su
phan giai cac té bao dich cta u ngudi bang khang thé theo sang ché vdi su co

mat cia bd thé. Tét hon 13, CDC duoc xac dinh bz"mg cach xi ly dugc phém
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chtra céc té bao bidu hién CD20 bang khang thé khang CD20 theo sing ché véi
su c6 mit ctia bd thd. CDC duogc tim thiy néu khang thé gy ra, & ndng do
100nM, su phan giai (chét té bao) bing 20% hosc nhiéu hon cac té bao u sau 4
gid. Tét hon 13, thir nghiém ndy dugc tién hanh véi céc té bao danh dau *!Cr
hosic Eu va sé do 5ICr hodc Eu giai phéng. Cac dbi bao gdbm cac té bao dich cla

u duoc U vdi bo thé ma khong co khang thé.

Thong thuong, cac khang thé khang CD20 Typ I va Typ II thudc isotyp
IgG1 thé hién cac tinh chit CDC dic trung. Cac khang thé khang CD20 Typ I c6
CDC tang (néu 1a isotyp IgG1) va cac khang thé khang CD20 Typ II ¢6 CDC
giam (néu 13 isotyp IgG1) so véi nhau. Tét hon, néu ca khang thé khang CD20
Typ I va Typ II 14 cac khang thé isotyp IgG1.

Khéng thé “rituximab” 1a khang thé kham don dong gama 1 cia ngudi
chira mién én dinh chita chudt dugc tao ra bing cach di truyén nhdm chéng lai
khang nguyén CD20 nguoi. Khang thé kham chira cac mién 6n dinh gama 1 clia
nguoi nay dugc nhén biét bang tén "C2B8" trong EP2000149B1 (Anderson et
al., xem cac hinh vé 4 va 5 chéng han). Rituximab dugc phé chudn dé diéu tri
bénh cho bénh nhan c6 u bach huyét khong phai thé Hodgkin té bao B, duong
tinh CD20, c6 nang hodc dai ding khé chita hogc tai phat. Co ché cla cic thir
nghiém tac dung in vitro chimg to rang rituximab cé doc tinh té bao phu thudc
bd thé ciia ngudi (CDC) (Reff et al, Blood 83(2): 435-445 (1994)). Ngoai ra, né
thé hién hoat tinh dang k& trong cac thir nghiém xac dinh doc tinh té bao phu
thudc khang thé (ADCC).

Thuét ngtr “khang thé B-Ly1 dugc 1am gidng nhu khang thé cﬁé nguoi”
duge ding dé chi khang thé B-Lyl dugc lam giéng nhu khang thé cua ngudi
nhu duge bde 16 trong W0O2005/044859, khang thé nay thu dugc tir khang thé
don dong cua chudt khang CD20 B-Lyl (vung bién dbi cua chudi ning cia

chuot (VH): SEQ ID NO: 1; vung bién ddi cua chudi nhe ciia chudt (VL): SEQ
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ID NO: 2; xem bai bdo Poppema, S. and Visser, L., Biotest Bulletin 3: 131-139
(1987)) bang cach kham héa bang mién 6n dinh clia ngudi tir IgG1 va sau d6
lam giéng nhu khang thé cia ngudi (xem W02005/044859). “Céc khéng thé B-
Lyl nay dugc mo ta mot cach chi tiét trong WO2005/ 044859.

Tt hon 13, “khang thé B-Ly1 dugc lam gidng nhu khang thé cua ngudi”
c6 ving bién ddi ctia chudi ning (VH) duoc chon tir nhém bao gdm cac trinh tu
néu trong SEQ ID No: 3 dén SEQ ID No: 20 (B-HH2 dén B-HH9 va B-HL8 dén
B-HL17 trong W02005/044859). Cu thé dugc uu tién nhét 1a céc trinh tu néu
trong Seq. ID No: 3,4, 7,9, 11, 13 va 15 (B-HH2, BHH-3, B-HH6, B-HH3, B-
HLS8, B-HL11 va B-HL13 trong WO02005/044859). Tét hon, néu VH nay Ia
BHHS6. Tét hon 13, “khang thé B-Ly1 dugc lam gidng nhu khang thé cua ngudi”
co vung bién ddi cta chubi nhe (VL) 14 trinh tu néu trong gdm ¢6 SEQ ID No:
20 (B-KV1) trong W02005/044859. Hon thé nira, t5t hon néu khéng thé B-Ly1
dugc nhan tinh héa 14 khang thé IgG1. Tét hon 13, cac khang thé B-Lyl duoc
lam gidng nhu khang thé ctia ngudi duoc gan phén tir dudng (GE) trong ving Fe
theo cac quy trinh dugc mé ta trong WO2005/044859, WO 2004/065540,
Umana, P. et al., Nature Biotechnol. 17:176-180 (1999) va WO 99/154342. Hau
hét cac khang thé B-Lyl dugc nhan tinh héa di dugc gin phan tir duong c6
dang glycosyl hoa bién dbi trong ving Fc, tét hon 14 ¢6 s6 luong cac gbc fucoza
giam. Tét hon 13, it nhit 40% hozc nhiéu hon (theo mét phuong an khoang 40%
va 60%, theo mot phuong an khéc it nhét 13 50%, va theo mot phuong an khéc
nita it nhit 12 70% hodc nhiéu hon céc oligosacarit cia ving Fc khong duoc
fucosyl hoa. Hon thé nita, t6t hon néu céc oligosacarit ctia ving Fe dugc chia
d6i. Tét nhét 13, “khang thé B-Lyl dugc lam gidng nhu khang thé cta nguoi”
chia VH B-HH6 va VL B-KV1 trong W02005/044859. Nhu dugc st dung &
déy, khang thé nay con dugc goi 13 “HuMab<CD20>”. Khang thé nay dugc ky
hiéu 14 v6i Afutuzumab INN. Theo mét phuong an thich hop nhét khac, khang

thé nay cé so luong cac gbc fucoza giam nhu dugc xac dinh trén day va/hodc tot

-21-



30121

nhét 13 céc oligosacarit ctia ving Fc dugc chia doi. Theo mdt phuong an thich

hop nhét khac nita, khang thé nay thé hién ADCC ting nhu dugc x4c dinh & day.

Thanh phan oligosacarit c6 th8 anh huéng dang ké dén céc tinh chét lién
quan dén hiéu qua cta glycoprotein chita bénh, chira tinh 6n dinh vat 1y, kha
ning chéng lai su tAn cong ciia proteaza, cic tuong tac v6i hé mién dich, cac
dugc ddng luc, va hoat tinh sinh hoc dic hiéu. Céc tinh chit nay c6 thé phu
thudc khong chi vao su c6 mat hodc khong cé mat, ma con phu thudc vao cac
chu tric dic hidu cua cac oligosacarit. Mot s6 sy khai quat hoa giita cAu tric
oligosacarit va chic ndng cua glycoprotein co thé duoc nhét dinh. Vi du, cac
~ oligosacarit nhét dinh tao ra su thanh thai nhanh glycoprotein ra khoi dong méu
nhd cac tuong tac voi cac protein gén két cacbon hydrat dic hiéu, trong khi cic
loai khac c6 thé dugc gén két béi cac khang thé va kich thich cac phan ing mién

dich khong mong mudn (Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14:975-81, 1996).

Céc té bao ciia dong vat c6 vii 1a cac vat chi dugc uu tién dé tao ra cac
glycoprotein chita bénh nho kha néng cta ching co6 thé glycosyl hoa cac protein
& dang twong hop nhét ddi véi ing dung & ngudi (Cumming et al., Glycobiology
1:115-30, 1991; Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14:975-981, 1996). Vi khuin
rat it khi glycosyl héa cac protein va, tuong tu céc loai vét chu théng thuong
khéc, nhu nAm men, nim dang soi, cac té bao con trung va thuc vét, tao ra cac
dang glycosyl hoéa lién quan dén sy thanh thai nhanh ra khéi dong mau, céac
twong tac mién dich khong mudn, va trong mot sé truong hop dic biét, hoat tinh
sinh hoc giam. Trong s6 cac té bao ctia dong vat cb vu, cac t& bao budng trimg
ctia chudt ddng Trung Québc (CHO) thuong dugc st dung nhét trong hai thap ky
qua. Ngoai viéc, tao ra cac dang glycosyl hoa thich hop, cac té bao d6 chip nhan
su hinh thanh pht hop ctia cac dong té bao vo tinh c¢6 kha ning sinh sén cao, 6n
dinh v& mat di truyén. Chung c6 thé dugc nudi cdy voi mat do cao trong cac

binh phan Gng sinh hoc don gian bang cach sir dung moi trudng khong chira
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huyét thanh, va cho phép phat trién céc qua trinh sinh hoc sinh sin va an toan.
Céac té bao cua dong vat thuong duoc st dung khic chita cic té bao than cia
chudt ddng con (BHK), cac té bao u tuy ctia chudt nhit NSO va SP2/0. M&i day,
qua trinh san sinh tir dong véat chuyén gen ciing duoc thir nghiém (Jenkins ef al.,

Nature Biotechnol. 14:975-81, 1996).

Tt ca cac khang thé chira cac cdu triic cacbon hydrat & cac vi tri bao toan
trong cac vung 6n dinh ciia chudi ning, véi mdi isotyp c6 chudi riéng biét gdbm
céc cAu triic cacbon hydrat lién két v6i N, chiing anh hudng khéc nhau dén quin
thé protein, hoat dong tiét hodc hoat dong chirc ning (Wright A. and Morrison S.
L., Trends Biotech. 15:26-32, 1997). Céu tric ctia cacbon hydrat lién két v6i N
gin két thay dbi mot cach dang ké, tuy thudc vao mirc d6 xir ly, va cé thé bao
gbm manoza cao, cic oligosacarit phitc da nhanh ciing nhu hé hai rau. Thong
thuong, cé quy trinh xur ly khong ddng nhit cac cdu tric oligosacarit nhan gin
két & diém glycosyl héa dic biét d ngay ca cac khang thé don dong ciing t6n tai
nhu mot tap hop cua nhidu dang glycogen. Tuong tu, da chimg minh dugc rang
¢6 cac khac biét chinh trong qua trinh glycolsyl héa khang thé xuit hién giita cac
dong té bao, va ngay ca cac khac bi€t tham chi rat nhé duoc phat trién d6i voi
dong té bao nhit dinh sinh trudng trong céc diéu kién nuéi cdy khac nhau
(Lifely, M. R. et al., Glycobiology 5(8):813-22, 1995).

Céch dé thu dugc su gia tang 16n vé hiéu luc, trong khi van duy tri dugc
quy trinh san xuét don gian va tranh dugc mét cach hitu hiéu céc tic dung phu
khong mong muén, dang ké, 13 ting cuong céc chiic ning tic dong cua cac
khang thé don dong do té bao tao ra, tu nhién bang k¥ thuat gin thanh phén
oligosacarit cuia chung nhu dugec mo ta trong bai bdo Umana, P. ef al., Nature
Biotechnol. 17:176-180 (1999) va Patent M§ s6 6602684. Cac khang thé loai
IgGl, cac khang thé thuong dugc sir dung nhiéu nhat trong liéu phap mién dich

ung thu, 1a cac glycoprotein ma cé vi tri glycosyl hoa lién két v&i N bao toan &
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Asn297 trong mdi mién CH2. Hai oligosacarit phirc hé hai rau gin két véi
Asn297 bi vui gifta cac mién CH2, tao ra su tiép xuc rong rai voi khung chinh
polypeptit, va su c6 mat cuia ching la can thiét dbi v6i khang thé dé tao ra cac
chirc ndng tac dong nhu ddc tinh té bao phu thudc khang thé (ADCC) (Lifely,
M. R, et al., Glycobiology 5:813-822 (1995); Jefferis, R., et al., Immunol Rev.
163:59-76 (1998); Wright, A. and Morrison, S. L., Trends Biotechnol. 15:26-32
(1997)).

Tru6c ddy da biét ring viéc biéu hién qua mic P(1,4)-N-
axetylglucosaminyltransferaza III ("GnTIII"), glycosyltransferaza xuc tac qua
trinh tao ra cac oligosacarit chia doi, trong cac té bao budng trimg cua chudt
dbng Trung Quéc (CHO) lam ting dang ké hoat tinh ADCC in vitro ciia khang
th8 kham don dong chdng u nguyén bao than kinh (chCE7) dugc tao ra béi cac
t& bao CHO di dugc tao ra (Xem bai bao Umana, P. et al., Nature Biotechnol.
17:176-180 (1999); va WO 99/54342, toan bo tai li€u ndy duoc dua vao day
bing cach vién dan). Khang thé chCE7 thudc nhém 16n cia cac khang thé don
dong khong tiép hop ma c6 ai luc va tinh dic hiéu cao véi khéi u, nhung c6 hiéu
luc qua nhé dé dugc sir dung 1am sang khi duoc tao ra trong cac dong té bao
cong nghiép chuén thiéu enzym GnTIII (Umana, P., et al., Nature Biotechnol.
17:176-180 (1999)). Nghién ctru nay trudc tién chung to rang su gia tang 16n vé
hoat tinh ADCC c¢6 thé dat dugc bang cach tao ra céac té bao tao khang thé dé
biéu hién GnTIIL, ching ciling 1am gia ting ty 1& gilta cic oligosacarit chia ddi,
lién quan dén ving on dinh (Fc), ké ca cac oligosacarit bj chia d6i, khong

fucosyl hoa, cao hon cac mirc phéat trién trong cac khang thé c6 trong tu nhién

Thuat ngit khang nguyén “’biéu hién CD20”* dugc dy dinh biéu thi mic
biéu hién d4ng ké clia khéang nguyén CD20 trong t€ bao, t6t hon 1a trén bé mat t&
bao ctlia t€ bao B, t6t hon nita 1a t€ bao B, 1an luot tit khéi u hoac bénh ung thu,

t6t hon 1a khong phai khéi u rin. Cdc bénh nhan c6 “bénh ung thu biéu hién
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CD20” c6 thé dugc xic dinh bang céc thir nghiém chuin da biét trong linh vuc
k§ thuat nay. Tot hon, néu khang nguyén "biéu hién CD20" ciing s& biéu thi mic
biéu hién dang ké ctia khang nguyén CD20 trong t€ bao, t6t hon 1a trén bé mat t&
bao ciia t€ bao B, tot hon nita 13 t€ bao B, & bénh tu mién dich. Mic do biéu hién
khang nguyén CD20 dugc xac dinh bang cdch st dung k¥ thuét phét hién hod
hoc m6 mién dich (IHC), FACS hoac bang k¥ thuat phat hién dua vao PCR clia
ARN thong tin trong Ung.

“Cac bénh nhan” hoic “cac doi tuong” 1a dong vat c6 v bat ky mac céc

tinh trang hodc bénh theo sang ché, va t6t hon 13 nguoi.

Thuat ngit "bénh ung thu biéu hién CD20" nhu dugc st dung & day t6t hon
1a chi u bach huyét (t6t hon 12 u bach huyét khéng phai thé Hodgkin té bio B
(NHL)) va bénh bach cdu bach huyét. Cic u bach huyét va bénh bach cdu bach
huyét nay bao gém, vi du, a) u bach huyét c6 nang, b) U bach huyét t&€ bao nhod
khong phan cit/u bach huyét Burkitt (ké ca u bach huyét Burkitt dac hitu, u bach
huyét Burkitt phan tan va u bach huyét khong phai thé Burkitt) c) u bach huyét
viing ria hach (ké ca u bach huyét t&€ bao B ngoai ving ria hach (u bach huyét mo
lién quan dén niém mac, MALT), u bach huyét t€ bao B ving ria hach va u bach
huyét viing ria lach), d) u bach huyét t€ bao 16p boc (MCL), e) u bach huyét t&
bao 16n (bao gébm u bach huyét t€ bao 16n lan toa t€ bao B (DLCL), u bach huyét
t& bao hén hop lan tod, u bach huyét nguyén bao mién dich, u bach huyét t€ bao
B trung that so cip, u mach bach huyét chinh-u bach huyét t€ bao B phdi), f)
bénh bach cdu t€ bao téc, g) u bach huyét t& bao mach huyét, macroglobulin
huyét Waldenstrom), h) bénh bach cdu lympho cép tinh (ALL), bénh bach cau
lympho mén tinh (CLL)/u bach huyét lympho nhé (SLL), bénh bach ciu tién
lympho t€ bao B, i) cdc u bach céu, u tuy bach ciu, da u tuy, u twong bao, j) bénh
Hodgkin.
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T6t hon, néu bénh ung thu biéu hien CD20 12 u bach huyét khéng phai thé
Hodgkin t€ bao B (NHL). Céc vi du khéc vé& cac bénh ung thu biéu hién CD20
chira: u bach huyét t€ bao vo (MCL), bénh bach cau lympho cép tinh (ALL),
bénh bach ciu lympho man tinh (CLL), u bach huyét t€ bao 16n lan toa t& bao B
(DLCL), u bach huyét Burkitt, bénh bach cau t€ bao téc, u bach huyét cé nang,
da u tuy, u bach huyét viing ria hach, réi loan tang sinh lympho bao sau ciy ghép
(PTLD), u bach huyét lién quan dén HIV, macroglobulin huyét Waldenstrom,
hodc u bach huyét CNS so cép.

Nhu duoc sit dung & day, "bénh tu mién dich" chi hoac r6i loan sinh ra boi
va truc tiép chéng lai cdc moé cla chinh c4 thé. Céc vi du vé céc bénh hoac cic
16i loan tu mién dich bao gém, nhung khong chi giéi han & bénh
viém khép (bénh viém khép dang thép, bénh viém khép dang thap tré em, bénh
viém xuong khép, bénh viem khép vay nén), bénh vay nén, bénh viém da, bénh
viém da co/viém da-co, hoai tit da do nhiém doc, xo ciing toan than va xo ciing,
cac d4p tng lién quan dén bénh viém rudt, bénh Crohn, viém rudt két man loét,
hoi bénh suy ho hép, hoi bénh suy ho hdp nguoi truong thanh (ARDS), viém
mang ndo, viém ndo, viém mang mach nho, viém rut két, viém tiéu cdu than,
céc bénh di ting, eczema, bénh hen, céc bénh bao gém su thim nhiém cta céc t€
bao T va céc dép tng viém man tinh, bénh xo vita dong mach, viém co tim tu
mién dich, thiéu hut dinh bim bach c4u, luput ban dé toan than (SLE), bénh tiéu
dudng cép & thi€u nién, X0 cling rai rac, bénh viém ndo va day cot séng do di
ting, cdc d4p tng mién dich lién quan dén tinh tang nhay cam cham hodc cap
tinh do céc xytokin va cdc lympho bao T gy ra, bénh lao, bénh sacoit, bénh u
hat bao gébm bénh u hat Wegener, mit bach cdu hat, viém mach (bao gém
ANCA), bénh thi€u mdu khong tii tao, bénh thi€u mau Diamond Blackfan, bénh
thiu mdu tan huyét mién dich bao gébm bénh thi€u méu tan huyét mién dich tu
mién (AIHA), bénh thi€u mdu 4c tinh, bat san t€ bao do tinh khi€t (PRCA), thi€u

“hut nhan t6 VIII, bénh wa chdy mdu A, gidm bach ciu trung tinh tu mién dich,

giam toan thé huyét cdu, gidm bach céu, cdc bénh lién quan dén xuyén mach cta
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bach cdu, cdc r6i loan viém hé than kinh trung vong (CNS), hoi bénh t6n thuong
& nhiéu bd phéan, bénh than kinh co tu mién dich, cdc bénh do phitc hé khing
nguyén — khéng thé gay ra, bénh khdng mang nén cudén mach, h¢i bénh khing
khang thé phospholipit, viém day than kinh di tng, bénh Bechet, hoi bénh
Castleman, hoi bénh Goodpasture, hoi bénh nhugc co Lambert-Eaton, hoi bénh
Reynaud, hoi bénh Sjorgen, hoi bénh Stevens Johnson, bong nuéc pemphigut,
pemphigut, bénh da noi tiét ty mién dich, viém than phi, cic bénh da than kinh
IgM, hoic bénh da than kinh do IgM gay ra, ban xuat huyét giam ti€u cu tu
phat (ITP), ban xu4t huyét giam tiéu cdu nghén mach (TTP), gidm lugng tiéu cdu
tu mién dich, bénh tu mién dich ctia tinh hoan va budng triing bao gom viém tinh
hoan tu mién dich va viém buéng trdng, giam nang tuyén gidp nguyén phat; cic
bénh noi tiét tr mién dich bao gém viém tuyén gidp tu mién dich, viém tuyén
gidp min tinh (viém tuyén gidp Hashimoto), viém tuyén gidp ban cap, gidm ning
tuyén giap tu phat, bénh Addison, bénh Grave, cic hoi bénh nhiéu tuyén tu mién
dich (hodc céc hoi bénh bénh ndi tiét nhiéu tuyén I), cdc bénh tiéu dudng Typ I
ciing dé cap dén nhu cic déi thdo dudng phu thudc insulin (IDDM) va hoi bénh
Sheehan; viém gan tu mién dich, viém phdi khu trd gian moém tc dang bach
huyét (HIV), tic nghén do viém tiéu phé€ quan (khong cdy ghép) chong lai NSIP,
hoi bénh Guillain-Barre, viém mach 16n (bao gom dau nhiéu co thap khép va
viém dong mach t&€ bao khdng 16 (Takayasu's)), viém mach trung binh (bao gébm
bénh Kawasaki va nit viém da dong mach), viem do6t séng dang thap, bénh
Berger (bénh than IgA), viém than-tiéu cdu tién trién nhanh, xo gan mat nguyén
phat, bénh spru bung (bénh rudt non gluten), bénh crioglobulin-huyét, xo ciing
cOt bén teo co (ALS), bénh dong mach vanh,v.v...

Thuat ngit “tac nhan tc ché sy sinh truéng” khi dugc st dung & day chi
hop chét hoic dugc phém ma c6 thé tre ché su sinh trudng cla té bao, dic biét1a
té bao ung thu biéu hién CD20 hoic in vitro hodic in vivo. Vi viy, tac nhan tc
ché su sinh truéng c6 thé 13 mot tac nhan lam giam déng ké ty 1 phan tram cua

cac té bao biéu hién CD20 trong giai doan S. Cac vi du vé tadc nhan tc ché sy
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sinh trudng chita cac tdc nhan phong bé su phat trién ciia chu trinh té bao (& vi
tri khac véi giai doan S), nhu cac tac nhan ma kich thich su ngimg G1 va ngung
giai doan M. Cac chét phong bé giai doan M kinh dién chira cac vinca (vincristin
va vinblastin), cac taxan, va cac chét & ché topo II nhu doxorubixin, epirubixin,
daunorubixin, etoposit, va bleomyxin. Cac tac nhdn nay ngoai tdc dung lam
ngimg G1 con c6 tdc dung lam nglng ca giai doan S, vi du, cac tidc nhén alkyl
héa ADN nhu tamoxifen, prednison, dacarbazin, meclotamin, cisplatin,
metotrexat, 5-flouraxil, va ara-C. Thong tin thém nira c6 thé dugc tim thiy trong
“The Molecular Basis of Cancer”, Mendelsohn and Israel, eds., Chapter 1, véi
titu dé& "Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs" béi

Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), cu thé 1a trang 13.

"Piéu tri" duoc ding dé chi ca phuong phip chita bénh va phong bénh
hodic bién phap ngin ngira. Pbi tuong can diéu tri chira déi twong da bi bénh
cling nhu dbi tuong trong d6 bénh can dugc ngan chan. Do d6, bénh nhén can
diéu tri & day co thé da dugc chan doan 13 c¢6 bénh hoic c6 thé méc hodc d& mic

bénh.

Thuét ngit "chat gy doc t& bao" nhu duoc sir dung & day chi chét tc ché
hoac ngan ngtra chirc nang cua cac t& bao va/hodic 1am cho céc t& bao bi pha huy.
Thuat ngit ndy bao gdm céc chit ddng vi phong xa (vi dy, At 21, 131, 1125, YO,
Re!% Re!88, Sm!53, Bi?!2, P32 va c4c chat ddng vi phong xa clia Lu), c4c tac nhan
héa liéu phép, va cac doc td nhur cac ddc t& phan tir nhé hodc cac doc & ¢6 hoat
tinh enzym co6 nguén gbe vi khuén, ndm, thuc vat hodc dong vat, ké ca cac manh

va/hoac céc thé bién di cua chung.

"T4c nhan héa liéu phap" 13 hop chit héa hoc néi chung dé diéu tri bénh
ung thu. Céc vi du vé cac tac nhan héa liéu phap chira cac chét alkyl héa nhu
thiotepa va xyclosphosphamit (CYTOXAN™); cac alkyl sulfonat nhu busulfan,

improsulfan va piposulfan; cic aziridin nhu benzodopa, carboquon, meturedopa,
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va uredopa; céac etylenimin va cic metylamelamin chira altretamin,
trietylenmelamin, trietylenphosphoramit, triethiylenethiophosphoramit va
trimetylolomelarnin; cac axetogenin (ddc biét 1a bulataxin va bulataxinon);
delta-9-tetrahydrocannabinol  (dronabinol, MARENOL™); beta-lapachon;
lapachol; cac colchixin; axit betulinic; camptothexin (chira chit tuong tu
topotecan (HYCAMTIN™), CPT-11 (irinotecan, C AMPTOSAR™),
axetylcamptothexin, scopolectin, va 9-aminocamptothexin); bryostatin;
calystatin; CC-1065 (chua cac chét tuong tu adozelesin, carzelesin va bizelesin
tbng hop cua né); podophylotoxin; axit podophylinic; teniposit; céc
cryptoplhyxin (dac biét 1a cryptophyxin 1 va cryptophycin 8); dolastatin;
duocarmyxin (chtra cic chét tuong tu tong hop, KW-2189 va CBI-TMI);
eleutherobin; pancratistatin; sarcodictyin; spongistatin; cic hoi cay nito nhu
clorambuxil, clonaphazin, cholophosphémit, estramustin, ifosfamit, meclotamin,
meclotamin  oxit hydroclorua, melphalan, novembichin, phenesterin,
prednimustin, trofosfa[pi]nit, hoi cay uraxil; céc nitrosure nhu carmustin,
clozotoxin, fotemustin, lomustin, nimustin, va ranirnnustin; cac thudc khang
sinh nhu céc thudc khang sinh enediyn (vi du calicheamicin, dic biét 1a
calicheamicin gama 11 va calicheamicin omega 11 (xem, vi du, bai bdo Angew,
Chemie Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dynemixin, chira dynemixin A;
esperamixin; cling nhu cac nhém mang mau neocarzinostatin va cdc nhom mang
mau khang sinh protein mau enediyn), cac aclacinomysin, actinomyxin,
autramyxin, azaserin, cac bleomyxin, cactinornyxin, carabixin, carminomyxin,
carzinophilin, cdc myxini mau, dactinomyxin, daunorubixin, detorubixin, 6-
diazo-5-oxo-L-norleuxin, doxorubixin (chita ADRIAMYCIN™, morpholino-
doxorubixin, xyanomorpholino-doxorubixin, 2-pyrolino-doxorubixin, thudc
tiém doxorubixin HCI liposom (DOXIL™), doxorubixin liposom TLC D-99
(MYOCET™), doxorubixin liposom peglyl héa (CAELYX™), va

deoxydoxorubixin), epirubixin, esorubixin, idarubixin, marxenomyxin, cac
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mitomycin nhu mitomyxin C, axit mycophenolic, nogalamyxin, cic olivomyxin,
peplomyxin, potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, rodorubixin, streptonigrin,
streptozoxin, tuberxidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; cac chét chéng chuyén
héa nhu metotrexat, gemxitabin (GEMZAR™), tegafur (UFTORAL™),
capexitabin (XELODA™), epothilon, va 5-flouraxil (5-FU); cac chét tuong tu
axit folic nhu denopterin, metotrexat, pteropterin, trimetrexat; cac chét tuong tur
purin nhu fludarabin, 6-mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin; cac chét tuong tu
pyrimidin nhu anxitabin, azacitidin, 6-azauridin, carmofur, cytarabin,
dideoxyuridin, doxifluridin, enocitabin, floxuridin; cac chét khang thuong than
nhu aminoglutethimit, mitotan, trilostan; cac chit don axit folic nhu axit frolinic;
axeglaton; aldophosphamit glycosit; axit aminolevulinic; eniluraxil; amsacrin;
bestrabuxil; bisantren; edatraxat; defofamin; demecolxin; diaziquon; elfornithin;
eliptini axetat; etoglucit; gali nitrat; hydroxyure; lentinan; lonidainin; céc
maytansiﬁoit nhu maytansin va cac ansamitocin; mitoguazon; mitoxantron;
mopidanmol; vnitraerin; pentostatin; phenamet; pirarubixin; losoxantron; 2-
etylhydrazit; procarbazin; phirc chat PSKL™ polysacarit (JHS Natural Products,
.Eugene, OR); razoxan; rhizoxin; sizofiran; spirogermarai; axit tenuazonic;
triaziquon; 2,2',2"-triclotrietylamin; céac trichothecen (dédc bi¢t 1a doc td T-2,
veracurin A, roridin A va anguidin); uretan; dacarbazin; mannomustin;
mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gaxytosin; arabinosit ("Ara-C"); thiotepa;
taxoit, vi du paclitaxel (TAXOL™), ché phadm paclitaxel dang hat nano dugc
gfn phan tr albumin (ABRAXANE™), va docetaxel (TAXOTERE™);
cloranbuxil; 6-thioguanin, mercaptopurin; metliotrexat; cac chit platin nhu
cisplatin, oxaliplatin, va carboplatin; cac vinca, ching ngén chin qua trinh
polyme héa tubulin khéi hinh thanh céc vi cdu tric hinh dng, chira vinblastin
(VELBANT™),  vincristin ~ (ONCOVIN™),  vindesin = (ELDISINE™),
FILDESIN™), va vinorelbin (NAVELBINE™)); etoposit (VP-16); ifosfamit;

mitoxantron; leucovovin; novantron; edatrexat; daunomyxin; aminopterin;
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ibandronat; chat wrc ché topoisomeraza RFS 2000; diflometylornithin (DMFO);
cdc  retinoit nhu axit retinoic, chira bexaroten (TARGRETIN™); cac
bisphosphonat nhu clodronat (vi du BONEFOS™ hodc OSTAC™), etidronat
(DIDROCAL™), NE-58095, axit zoledronic/zoledronat (ZOMETA™),
alendronat (FOSAMAJX™), pamidronat (AREDIA™), tiludronat (SKELID™),
hoic risedronat (ACTONELT™); troxacitabin (chit twong tu 1,3-dioxolan
nucleosit xytosin); cac oligonucleotit dbi nghia, dic biét l1a cac chét trc ché biéu
hién cta cac gen theo cac dudng truyén tin hiéu lién quan dén qua trinh ting
sinh t& bao khac thuong nhu PKC-alpha, Raf, H-Ras chéng han, va thu thé yéu
t§ sinh trudng biéu bi (EGF-R); cac vacxin nhu vacxin THERATOPE™ va céc
vacxin dung cho liéu phap gen nhu vacxin ALLOVECTIN™, vacxin
LEUVECTIN™, vacxin VAXID™ ching han; chit rc ché topoisomeraza 1 (vi
du LURTOTECAN™); rmRH (vi du ABARELIX™); BAY439006 (sorafenib;
Bayer); SU-11248 (Pfizer); perifosin, chét trc ché COX-2 (vi du celecoxib hoic
| etoricoxib), chét rc ché proteosome (vi du PS341); bortezomib (VELCADE™);
CCI-779; tipifarnib (Rl 1577); orafenib, ABT510; chit Gc ché Bcl-2 nhu
oblimersen natri (GENASENSE™); pixantron; cic chdt trc ché EGFR (xem
dinh nghia dudi ddy); cac chét (ic ché tyrosin kinaza (xem dinh nghia duéi day);
va cdc mudi, céc axit hodc cac din xuit duoc dung cia bét ky loai nao néu trén;
cling nhu t6 hop ciia hai hodc nhiéu loai néu trén nhu CHOP, sy rit ngén cho
liéu phap két hop ciia xyclophosphamit, doxorubicin, vincristin, va prednisolon
(thy y con chira interferon-V (CHVP/interferon-V), va FOLFOX, su rut ngén
cho ché do diéu tri bang oxaliplatin (ELOXATIN™) két hop véi 5-FU va
leucovovin, CVP (xyclophosphamit, vincristin, va prednisolon), MCP
(mitozantron, clorambuxil va prednisolon), FC (fludarabin va xyclophosphamit),
ICE (ifosfamit, carboplatin, va etoposit), va dexamethason, Xytarabin, va
cisplatin (DHAP), dexamethason, doxorubixin liposomal, va vincristin

(DVD),v.v..
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“Céc chit chéng tao mach” dugc dung dé chi hop chét phong bé, hodc can
tré t6i mot mac do nhét dinh, su phat trién ctia cac mach mau. Yéu t6 chéng tao
mach c6 thé 14 phan tir nhé hodc khang thé ching han gén két véi yéu td sinh
truéng hodc thu thé yéu t6 sinh truéng lién quan dén su kich thich qua trinh hinh
thanh mach. Yéu t6 chéng tao mach dugc wu tién & day 1a khang thé gin két véi

yéu t6 sinh truéng néi mdé mach (VEGF), nhu Bevacizumab (AVASTIN™).

Thuét ngit "xytokin" la thuat ngit chung dbi vé6i cac protein dugc giai
phong béi mot quén thé té bao tac dong dén té bao khéac nhu cac méi chat gian
bao. Cac vi du vé& cac xytokin nay 1a céc lymphokin, cdc monokin, va cac
hormon polypeptit truyén thong. Nam trong s6 céac xytokin ndy 1a hormon sinh
truéng nhu hormon sinh truéng ngudi, hormon sinh truéng ngudi N-methionyl,
va hormon sinh truéng bo, hormon tuyén cén giap, thyroxin, insulin, proinsulin,
relaxin; cdc hormon prorelaxin, glycoprotein nhu hormon dugc tbng hop va giai
- phéng tir tuyén yén truéc (FSH), hormon kich thich tuyén giap (TSH), va
hormon tao hoang thé (LH), yéu t§ sinh trudéng gan; yéu t6 sinh truong nguyén
bao soi, prolactin, lactogen nhau, yéu td hoai tr khdi u o va B, chét e ché
Muller, peptit lién quan dén gonadotropin chudt, inhibin; activin, yéu td sinh
truéng ndi mé mach integrin, thrombopoietin (TPO), cac yéu t6 sinh truéng thin
kinh nhu NGF-B, yéu t6 sinh trudng tiéu cdu; cac yéu t sinh truong bién d6i
(TGFs) nhu TGF-a va TGF-j, yéu t6 sinh truéng twong tu insulin I va -II,
hormon do té bao than tiét ra (EPO), cac yéu té kich thich tao xuong; céc
interferon nhu interferon a, B, va vy, cic yéu t§ kich thich khuén lac (CSFs) nhu
dai thuc bao-CSF (M-CSF), bach cAu hat-dai thuc bao-CSF (GM-CSF), va bach
céu hat-CSF (G-CSF), cac intolokin (ILs) nhu IL-1, IL-100, IL-2, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, TL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, yéu t6 hoai tir khéi u nhu TNF-o,
va TNF-B, va céc yéu t6 polypeptit khac chira LIF va kit phéi tir (KL). Nhu

duoc sir dung & diy, thuit ngir xytokin chira cac protein c6 ngudn gdc tu nhién
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hodc tir dich nudi ciy té bao tai tb hop va cac loai twong duong c6 hoat tinh sinh

hoc cia cac xytokin trinh tu tu nhién.

Thuét ngir "luong hiru hiéu" dugc dung dé chi luong tao ra hiéu qua mong
muén. Déi véi trubng hop 14 thanh phin dugc phdm nhu enzym hyaluronidaza
theo sang ché thi luong hitu hiéu 13 lugng can thiét dé 1am ting mc d6 phan tan
va hip thu ciia khang thé khang CD20 cung sir dung theo cach d& khang thé
khang CD20 c6 thé hoat dong theo cach chita bénh hitu hi¢u nhu néu trén. Péi
vé6i trudng hop 13 dugce chit thi né 1a luong hoat chit hitu hi¢u dé diéu tri bénh &
bénh nhan. Néu bénh 14 bénh ung thu, lugng hitu hi€u cua dugce chét c6 thé lam
giam sb luong céc té bao ung thu; giam kich thude cla khéi u; trc ché (tic 1a
lam ch&m mét mirc d6 nhit dinh va t6t hon 1a 1am ngimg lai) su tham nhap té
bao ung thu vao cac co quan ngoai bién; trc ché (tirc 14 1am cham t6i mot mirc
d6 nhét dinh va tét hon 13 1am ngimg lai) su di cin khéi u; Gc ché, téi mot mic
d6 nhét dinh, su sinh truéng khéi u; va/hodc 1am giam bét t6i mot mirc d6 nhat
dinh mot hodc nhiéu tridu chimg lién quan dén bénh ung thu. Trong mét chimg
muec, duge chit c6 thé ngin ngira sy sinh trudng va/hoic giét chét cac té bao ung
thu dang ton tai, n6 cé thé kim him té bao va/hoic gy doc t& bao. Luong hiru
hiéu ¢6 thé kéo dai sy séng ma bénh khong tién trién, tao ra sy dap tng muc
dich (bao gbém dap tmg mdt phan, PR, hodc dap g hoan toan, CR), ting tong
thoi gian séng sot, va/hodic cai thién mot hodc nhiéu triéu chimg ctia bénh ung

thu.

Thuét ngit "duoc phim" duoc ding dé chi dugc pham dudi dang ma cho
phép hoat tinh sinh hoc cua hoat chit c¢6 hiéu qua, va ching khong chira cac
thanh phan khac ma giy doc khong thé chip nhan dugc cho dbi tuong sir dung

dugc phim d6. Cac dugc phim nay 13 tiét tring.

Duogc phém "tiét trung" 1a v6 trung hodc kh6ng cb tAt ca céac vi sinh vat

song va cac bao tir cda ching.
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Duoc phidm "én dinh" 13 duoc pham, trong d6 tAt ca protein co trong do6
vé co ban van giit duoc d6 6n dinh vét 1y va/hodc d6 6n dinh hoa hoc va/hoic
hoat tinh sinh hoc cta ching khi bao quan & nhiét dd bado quan du tinh, vi du,
2 — 8°C. Tét hon 13, dugc phdm vé co ban van giit dugc do 6n dinh vat 1y va hoa
‘hoc, cling nhu hoat tinh sinh hoc ctia n6 khi bao quéan. Thoi gian bao quan n6i
chung dugc chon dya vao thoi han sir dung du tinh cia dugc phém nay. Tbt hon
1a, duoc phém 4n dinh sau khi 1am dong lanh (tdi, vi dy, -20° C) va lam tan bang
duoc phém nay, vi dy, sau mgt hodc nhiéu chu trinh 1am dong lanh va lam tan
bang. Céc k§ thuét phén tich khac dé xac dinh d6 6n dinh protein 1 d3 biét trong
linh vuc k¥ thudt nay va-duoc dé cép trong 4n phim Peptide and Protein Drug
Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, New York,
Pubs. (1991) va Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993) chéng han.
D6 b6n dinh ¢6 thé dugc x4c dinh & nhiét d6 duoc chon trong khoang thdi gian ¢
chon. Pd 4n dinh c6 thé dugc danh gia vé chit luong va/hoic dinh lugng theo
nhiéu céch khéc nhau, bao gém viéc danh gia su hinh thanh khdi két tu (vi du,
nho st dung phép sic ky loai trir theo kich thuéc, béng cach do d6 duc, va/hoac
bing mét); bing cach danh gia tinh khong déng nhét dién tich nhé str dung phép
sic ky trao ddi cation hodc dién di viing mao mach; phan tich SDS-PAGE dé so
sanh khang thé giam va con nguyén ven; danh gia hoat tinh sinh hoc hodc chirc
nang gin két khang nguyén cia khang thé; ,v.v.. Do khéng 6n dinh c6 thé lién
quan dén mot hodc nhiéu van dé bt ky: két tu, khir amit héa (vi dy, khir amit
hoa Asn), oxy hoda (vi du oxy héa Met), ddng phan hoéa (vi du, déng phan héa
Asp), cit xén/thily phan/phén manh (vi du, phan manh ving ban 1&), hinh thanh

sucxinimit, (cac) xystein khong ghép céap,v.v..

Duoc phim chira cac khang thé dung theo sang ché dugc bio ché dé bao
quan bing cach tron khang th8 ¢6 muc do tinh khiét mong mudn véi cac chét
mang, cac ta dugc, hodc cac chét lam 6n dinh dugc dung tuy y (Remington's

Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), dudi dang céc dugc
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pham d6ng khé nhanh ho#c cac dung dich nudc. Céc chit mang, cac ta duoc,
hodc céc chit 1am én dinh thich hop 13 khéng ddc di véi ngudi nhan véi liéu

- luong va nong d6 su dung.

Thuat ngit “chét hoat dong bé mat” nhu duoc st dung & diy chi chét c6
hoat tinh bé mit dugc dung. Trong duogc phém theo sang ché, lugng chét hoat
dong bé mit dugc md ta 1a ty 18 phén trim dugc bidu thi theo khéi lugng/thé
tich. Pon vi khéi luong/thé tich thudng dugc sir dung nhét 1a mg/mL. Cac vi du
thich hop vé cac chét hoat dong bé mit dugc dung chira cic este cla axit béo
polyoxyetylen-sorbitan (Tween), céac polyetylen-polypropylen glycol, cac
polyoxyetylen-stearat, cac polyoxyetylen alkyl ete, vi du polyoxyetylen
monolauryl ete, cic alkylphenylpolyoxy-etylen ete (Triton-X), polyoxyetylen-
polyoxypropylen copolyme (Poloxamer, Pluronic), va natri dodexyl sulphat
(SDS). Céac este cua axit béo polyoxyetylensorbitan thich hop nhit 13
polysorbate 20 (dugc ban dudi nhin hiéu thuong mai Tween 20™) va
polysorbate 80 (dugc ban dudi nhin hiéu Tween 80™). Céc polyetylen-
polypropylen copolyme thich hop nhét 13 cac loai duoc ban dudi nhin hidu
Pluronic® F68 hodc Poloxamer 188™. Cac polyoxyetylen-stearat dugc uu tién
13 céc loai dugc ban dudi nhan hiéu Myrj™. Cac polyoxy-etylen alkyl ete thich
hop nhét 13 cac loai duge ban dudi nhan hiéu Brij™. Céc alkylphenolpoly-
oxyetylen ete thich hop nhét 13 duoc ban dudi tén thwong mai Triton-X.

Thuat ngir “chit dém” nhu duoc st dung & day chi chat dém duoc dung.
Nhu duge sir dung & day thuat ngir “chit dém tao ra d6 pH bang 5,5 + 2,0” chi
ché pham tao ra dung dich chita n6 chiu dugc céc thay dbi vé& d6 pH bai tac
dong cua cac thanh phan két hop axit/bazo cia né. Chét dém dugc dung thich
hop theo séang ché bao gbém, nhung khong chi gi6i han trong céc chit dém
histidin, c4c chit dém xitrat, céc chit dém gluconat, cac chit dém sucxinat, cac

chit dém axetat, cac chéat dém glyxylglyxin va axit hitu co khac, va cac chit dém

-35-



30121

phosphat. Céc chit dém duoc uu tién 13 L-histidin hodic céc hén hop cia L-
histidin v&i L-histidin hydroclorua véi cac tac nhén cé tinh ding truong va diéu
chinh d6 pH hiéu nghiém béng axit hoic bazo di biét trong linh vuc ky thuat

ndy. Pugc wu tién nhit 13 L-histidin.

"Chat dém histidin" 13 chit dém chira axit histidin amin. Céc vi du vé c4c
chit dém histidin chira histidin clorua, histidin axetat, histidin phosphat, histidin
sulfat. Chat dém histidin dugc uu tién duoc chi ra trong cac vi du & day duoc
phat hién 1a histidin clorua. Theo mdt phuong 4n dugc uu tién, chit dém histidin
clorua dugc diéu ché béng cach chuin d L-histidin (bazo tu cho, chét rén) Vol
axit clohydric loing hodc bang cach hoa tan L-histidin va L-histidin hydroclorua

(vi du, monohycirat) véi lugng va ty 1€ xac dinh.

Sang ché “ding truong” c6 nghia 13 dugc phim vé co ban c6 ap suét thim
thiu trong tu nhu mau ngudi. Cac dugc phidm déng truong néi chung s& c6
ndng d6 molal dong thdm &p ~300 mOsm/kg. Tinh déng truong cé thé dugc xac
dinh nho thdm thiu ké loai 4p suit hoi hoiic ha bing diém. |

Thuat ngit “céc tac nhan cé tinh ding truong” nhu duge st dung & day chi
c4c tac nhan co tinh déng truong dugc dung. Cac tac nhan c6 tinh ding truong
duoc st dung dé tao ra duoc phdm dang truong. Duge phém déng truong 1a chat
16ng hodc chét 1éng duge hoan nguyén tir dang ran, vi du, dang d6ng kho nhanh
va chi dung dich cé cling truong luc tuong tu nhu mot s6 dung dich khéc ma né
duoc so sanh véi, nhu dung dich mudi sinh 1y va huyét thanh. Cac tac nhan c6
tinh ding truong thich hgp chira nhung nhung khong chi gi6i han trong cac
mudi, bao gém, nhung khong chi gi6i han trong natri clorua (NaCl) hodc kali
clorua, cic dudng va cc rugu dudng bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &
glucoza, sucroza, trehaloza hodc glyxerol va thanh phin bit ky dugc chon tir

nhém bao gdém cdc axit amin, cac dudng, cac muoi va cac hon hop cta ching.
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CAc tac nhan c6 tinh ding truong noéi chung duoc sir dung véi tong luong nim

trong khoang tir 5SmM dén 350mM.

Thuét ngir “chit 16ng” nhu duoc st dung & day lién quan dén dugc phdm
theo sang ché chi dugc phim la chét Iéng & nhiét do it nhit nam trong khoang

tr 2 dén 8°C.

Thuét ngit “dong kho nhanh” nhu dugce sir dung & day lién quan dén duoc
phim theo sang ché chi dugc phim ma dugc 1am khé bang cach 1am déng lanh
dugc phdm nay va sau d6 1am thing hoa hén d4 ra khéi lugng déng bing béng
cac phuong phap dong kho da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy, vi du, cac thiét bi

lam dong kho c6 ban trén thi truong.

Thuét ngit “cac mubi” nhu duogc sir dung & ddy chi mubi véi lugng nim
trong khoang tir ImM dén 500mM. Cac vi du khong giéi han pham vi clia sang
ché v& mudi bao gdm cac mubi ctia hdn hop bat ky clia cac cation natri kali,
canxi hodc magie véi cac anion clorua, phosphat, xitrat, sucxinat, sulphat hodc

hén hop cla chung.

Thuét nglr “axit amin” nhu dugc sir dung & day chi axit amin v6i luong
ndm trong khoang tir 1 dén 100mg/mL bao gdm, nhung khong chi giéi han &,
arginin, glyxin, ornithin, glutamin, asparagin, lysin, histidin, axit glutamic, axit
asparagic, isoleuxin, leuxin, alanin, phenylalanin, tyrosin, tryptophan, metionin,

serin va prolin.

Thuét ngit "sacarit" & ddy c¢6 néi chung chung (CH;O), va céc dan Xuét
cua chung, bao gém cac monosacarit, disacarit, trisacarit, polysacarit, cac rugu
duong, cac duong khir, cac duong khong khi,v.v.. Cac vi du v& céc sacarit & day
chira glucoza, sucroza, trehaloza, lactoza, fructoza, maltoza, dextran, glyxerin,
dextran, erythritol, glyxerol, arabitol, sylitol, sorbitol, manitol, melibioza,

melezitoza, rafinoza, manotrioza, stachyoza, maltoza, lactuloza, maltuloza,
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gluxitol, maltitol, lactitol, iso-maltuloza,v.v.. Cling nam trong dinh nghia theo
sang ché 1a glucosamin, N-Metylglucosamin (dugc goi 1a “Meglumin”),
galactosamin va axit neuraminic va cac hon hop cla céc sacarit theo sing ché.
Sacarit dugc uu tién 14 disacarit khong khir, nhu trehaloza hodc sucroza. Sacarit

duge uu tién nhét theo sang ché 13 trehaloza.

Thuét ngit “chat 1am 8n dinh” dugc ding dé chi cac chit lam 6n dinh
duoc dung, vi du, nhung khong chi gidi han trong cac axit amin va dudng nhu
duge mé ta trong cac phin néu trén ciing nhu cac dextran c6 ban trén thi truong
thudc loai bt ky va khbi lugng phén tir bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuat

h

nay.

Thuat ngir “chét chdng oxy héa” dugc ding dé chi chat chdng oxy hoa
duge dung. Thuit ngir ndy c6 thé chira cac ta dugc nhu metionin, rugu benzyl

hodc ta dugc bat ky dung dé giam dén muc t6i thiéu sy oxy hoa.

Thuét ngir "phuong phap diéu tri bénh" hoic phuong phap tuong duong
cua no, khi dugc ap dung, vi du, bénh ung thu chi quy trinh hodc tién trinh tac
dong duoc chi dinh @ 1am giam hoic loai trir s6 lugng cac té bao ung thu &
bénh nhan, hodc d& 1am giam bét céc tridu ching cia bénh ung thu. "Phuong
phap diéu tri bénh" bénh ung thu hogic rdi loan tang sinh khac khéng nhét thiét
¢ nghia la cac té bao ung thu hozc rdi loan khéc trén thuc té s& duge lam giam.
Thiéu mot doanThong thudng, phuong phap dé diéu tri bénh ung thu s& dugc
thuc hién ngay ca khi kha ning thanh céng thap, nhung né, di tao ra mot lich st
bénh 1y va trién vong sbéng sét ctia bénh nhan duge udc lugng, tuy thé duoc

danh gia 14 dem lai qu4 trinh tac déng c6 loi vé& mit tong thé.

Vi vy van dé can duogc giai quyét boi sang ché 14 dé xuét cac duoc phim
duogc 6n dinh, néng dd cao mdi chua khang thé khang CD20 dugc dung hoac

hén hop cua cac phan tir khang thé nay dé tiém duéi da. Cac dugc phim nay

-38-



30121

chira, ngoai céac lwong 16n khang thé khang CD20 hozc hon hop ciia chiing, con
c6 chit dém, chit 1am 6n dinh hodc hdn hop cua hai hoac nhiéu chét 1am 6n dinh,
chit hoat dong bé mit khong ion va t6t hon 13 mét luong hitu hiéu cua it nhét
mot enzym hyaluronidaza. Viéc bao ché céc duge phdm khang thé ndng d6 cao
12 thir thach do su gia ting manh vé d6 nhét & ndng do protein cao hon va su gia
tang manh vé db két tu protein, hién tugng d6 1a su tu phu thudc néng do. bo
nhét cao tic dong khong tét t&i kha ning xtt Iy (vi du céc budc bom va loc) clia
cac dugc phim khang thé va duong ding thudc (kha ning tiém). Bing cach bd
sung cac ta dugc cb thé 1am giam do nhét cao trong mot sd truong hop. Viée
kidm so4t va phén tich thé két tu protein 1a mot thir thach ting dan. Thé két tu 1a
vén d& thuong gip phai trong nhidu budc ciia qua trinh xir 1y, né chira qua trinh
1&n men, tinh ché, bao ché va qua trinh bao quan. Céc yéu t6 khac, nhu nhiét do,
ndéng do protein, ap luc khudy tron, cc tac dong ciia viéc lam déng lanh va lam
tan bang, dung méi va chét hoat dong bé mit, va céc qué trinh cai bién héa hoc,
c6 thé anh hudng t6i trang thai két tu cia protein chita bénh. Trong qua trinh
phat trién dugc phim chita khéng thé ndng do cao thi xu huéng két tu cia
protein phai dugc kiém soét va diéu chinh bang cach bd sung céc ta duge va cac
chét hoat dong bé mat khac nhau [Kiese S. et al., J. Pharm. Sci., 2008; 97(10);
4347-4366].

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé xuét dugc pham dugc 6n dinh, chia
khang thé khang CD20 ndng dd cao c6 hoat tinh dugc hoic hdn hop cua cac
phan tir khang thé nay dé sir dung ngoai dudng tidu hoéa. Tét hon néu dudng
dung 1a dung trong tinh mach nhu ti€ém ngay 1ap tirc mét lugng thubc 16n hoic
bang céach truyén lién tuc trong mot khoang thoi gian, bang cach tiém trong co,
trong mang bung, trong nfo tuy, dudi da, trong khép, trong hoat dich, trong vo.
Ul tién 1a sir dung trong tinh mach hoac duédi da cac khang thé, vru tién nhit 13
tiém duéi da. Nhu di néu & trén, né vuot qua tAm thong thudng dé tao ra mot

duoc phém, 6n dinh chira khang thé CD20 néng d0 cao ma hau nhu khong chira
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cac hat. Néu dugc phdm nay dugce du tinh dé sir dung dudi da, thi theo mét

phuong an wu tién duge phim nay dugc két hop v6i mot enzym hyaluronidaza.

Pic biét hon, dugc phém, 6n dinh chtra khang thé khang CD20 néng do

cao ¢6 hoat tinh dugc theo sang ché bao gdém:
- khoang 20 dén 350mg/ml khang thé khang CD20;
- khoang 1 dén 100mM chét dém tao ra d6 pH béng 5,5+2,0;

- khoéng 1 dén 500mM chét 1am 6n dinh hoic hdn hop ciia hai hogc nhiéu
chit 1am 6n dinh, trong d6, tly y, metionin dugc st dung nhu chét 1am 6n dinh

thtr hai, tot hon 13 véi ndng d6 nim trong khoang tir 5 dén 25mM;
- 0,01 dén 0,1% chét hoat dong bé mit khong ion; va
- tot hon 13 mét lugng hiru hiu cua it nhét mot enzym hyaluronidaza.

Dugc phém, 6n dinh chira khang thé khang CD20 ndng d6 cao duogc dung
theo sang ché c6 thé dugc dé xuét dudi dang léng hoac cé thé dugc dé xuét dudi
dang 1am déng khé nhanh. Nong d6 khéng thé trong dugc phim hoan nguyén cé
thé dugc gia ting bang cach hoan nguyén dugc phim déng khé nhanh @ tao ra
ndng do protein trong dugc phdm hoan nguyén 16n gp 2-40 1an ndéng d6 protein

trong hdn hop trudc khi lam dong kho nhanh.

Nong d6 khang thé khang CD20 duoc uu tién 13 tir 50 dén 150mg/ml, tot
hon 1a tir 75 dén 150mg/ml, tham chi t6t hon 13 tir 120 + 20mg/ml, tot nhat 13

khoang 120mg/ml.

Nong d6 cia chit dém duoc uu tién 13 ndm trong khoang tir 1 dén 50mM,
t5t hon nita 1a tr 10 dén 30mM; ndng d6 duoc wu tién nhit 13 khoang 20mM.
Cac chit dém khac nhau 13 da biét dbi véi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat

nay nhu thé hién dudi ddy. Chat dém dugc uu tién duge chon tir nhém bao gbm
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chét dém histidin, chit dém axit axetic, chat dém axit xitric, tét nht la chat dém
L-histidin/HCI. Ch4t dém histidin theo sang ché dugc sir dung véi lugng nam
trong khoang tir ImM dén 50mM, t6t hon 1a nim trong khoang tir 10mM dén
khoang 30mM va t6t hon nita 1 vao khoang 20mM. Tt hon néu chat dém axit
axetic theo sang ché 14 ndm trong khoang tir 10mM dén 30mM va tét nhét 13
khoang 20mM. Tt hon néu chit dém axit xitric theo séng ché 13 nam trong

khoang tir 10mM dén 30mM va tét nhét 1a khoang 20mM.

Khong phu thude vao chit dém duoc st dung, d6 pH s& duoc diéu chinh &
tri s& nam trong khoang tur 4,5 dén 7,0 va tét hon la tr 5,5 dén 6,5, con tét hon
nita 1a dugc chon tir nhom bao gém c0 5,5, 6,0, 6,1 va 6,5. Do pH nay co thé dat
duge bing cach diéu chinh biang axit hoic bazo da biét trong linh vuc ky thuat
nay hoic bing cach sir dung cac hdn hop thich hop cua cic thanh phan chét dém

hoéc ca hai.

Tt hon 14 (c4c) chét 1am 6n dinh (st dung ddng nghia véi thuat ngit “tac
nhan 1am n dinh” trong phin md ta sang ché) duoc chon tir nhém bao gdém
mudi, hydrat cacbon, sacarit va (c4c) axit amin, t6t hon nita 13 hydrat cacbon
hodic sacarit, t6t hon nita 1a duong dugc chip nhan béi co quan co thAm quyén
dé 1am chét phu gia hodc ta dugc thich hop trong cac duge phim, t6t nhét 13
duogc chon tir nhom bao gém a,0-trehaloza dihydrat, NaCl va metionin. Néng do
wu tién cua chit 1am on dinh 13 tir 15 dén 250mM, hodc tét hon nira 1a tir 150
dén 250mM. Ut tién nhét 12 ndng d6 vao khoang 210mM. Dugc phim c6 thé
chira chit 1am &n dinh thit hai, theo d6 chit 1am 6n dinh thir hai nay t6t hon 13
metionin, t&t hon 13 v6i ndng d6 nim trong khoang tir 5 dén 25mM, t6t hon nira
1a v6i ndéng dd ndm trong khoang tir 5 dén 15mM. Nong d6 metionin dugc uu

tién nht 13 vao khoang 10mM.

T8t hon néu chét hoat dong bé mit khong ion 1a polysorbate, t6t hon nita

12 dugc chon tir nhém bao gdém polysorbate 20, polysorbate 80 va polyetylen-
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polypropylen copolyme. Nong d6 cia chit hoat dong bé mit khong ion 13 nim
trong khoang tir 0,01 dén 0,1% (khéi lugng/thé tich), hogc tir 0,02 dén 0,08%
(khdi lugng/thé tich) va tét hon nita 13 nam trong khoang tir 0,02 dén 0,06%
(khéi luong/thé tich), t6t nhat 1a vao khoang 0,06 % (khéi lugng/thé tich).

Thuit ngir “duong” nhu dugce sir dung & day dé cap dén duong dugc dung
v6i luong nim trong khoang tir 25mM dén 500mM. Tét hon 13 ndm trong
khoang tir 100 dén 300mM. Tét hon nita 1& ndm trong khoang tir 180 dén
240mM. Tét nhat 1a 210mM.

Nong'd6 ciia enzym hyaluronidaza phu thudc vao enzym hyaluronidaza
thuc t& sir dung trong qué trinh bao ché duoc phim theo sang ché. Lugng hitu
hiéu ctia enzym hyaluronidaza c6 thé dé& dang dugc xac dinh boi chuyén gia
trong linh vuc k¥ thuat nay dua vao phin mé ta cu thé dudi day. N6 s& dugc
cung cAp véi lugng da sao cho c6 thé 1am ting do phan tin va hép thu cta khang
thé khang CD20 cung sir dung. Tt hon néu luong hitu hidu cia enzym
hyaluronidaza 13 nim trong khoang tir 1°000 dén 16°000U/ml, trong d6 luong
ndy tuong Gng v6i nam trong khoang tir 0,01mg dén 0,15mg protein dua vao
hoat tinh riéng gia dinh cia 100°000U/mg. Nong d6 wu tién cia enzym
hyaluronidaza 12 nim trong khoang tir 1°500 dén 12°000U/ml. Tét nhét 13 ndng
do vao khoang 2°000U/ml hodc vao khoang 12°000U/ml. Cac lugng chi dinh
trén day tuong ung véi lugng enzym hyaluronidaza ban dau duoc thém vao ché
phim. Enzym hyaluronidaza ¢6 mit hoic duéi dang dugc pham hdn hop cudi
clng hodc dé st dung dong thoi, vi du dudi dang dong duoc phidm nhu duge mod
ta thém dudi ddy. VAn dé quan trong d6i v6i duge phim theo sang ché 13 & thoi
gian n6 sin sang dé sir dung va/hodc duge tiém no6 cé thanh phan nhu dugc yéu

cau bao ho.
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Enzym hyaluronidaza c6 thé thu duoc tir dong vit, cac mau cia ngudi
hodc duoc tao ra dua vao ky thuat tai t6 hop ADN nhu dugc md ta thém duéi

day.

Pic biét hon, cidc dugc pham On dinh, nong do cao theo sang ché c6 mot

trong c4c thanh phan uu tién duéi day:

a) 100 dén 150mg/ml khang thé khang CD20, t6t hon 13 khang thé nay
duoc chon tir nhom gém cO Rituximab, Ocrelizumab hoac HuMab<CD20>; 1
dén 50mM chét dém histidin, t6t hon 13 L-histidin/HCl véi d6 pH khoang 5,5;
15 dén 250mM chét 1am én dinh, t6t hon 13 a,0-trehaloza dihydrat, va fy y
methionin 1am chét 1am 6n dinh thir hai v6i néng do tir 5 dén 25mM; chét hoat
dong bé mit khong ion duge chon tir nhém gdm c6 polysorbate 20 va
polysorbate 80, t6t hon 12 khoang 0,02 dén 0,06% (khéi luong/thé tich), va tuy ¥
tir 1°000 dén 16°000U/ml enzym hyaluronidaza, t5t hon 1a rHuPH20, t6t nhét
néu v&i ndng d6 12 2°000U/ml hodc 12°000U/ml.

b) 120 + 20 mg/ml khang thé khang CD20, trong d6 tét hon néu khang thé
nay la Rituximab, Ocrelizumab hodc HuMab<CD20>; 10 dén 30mM, t6t hon 1a
20mM chét dém histidin, t5t hon 13 L-histidin/HCI véi @6 pH khoang 5,5; 150
dén 250mM, tét hon 13 210mM chét 1am 6n dinh, tot hon 13 a,o-trehaloza
dihydrat, va ty y methionin lam chit 1am én dinh thir hai v6i ndng d6 nam
trong khoang tir 5 dén 25mM, hozc ndm trong khoang tir 5 dén 15mM, t6t nhit
12 10mM; chét hoat dong bé mit khéng ion dugc chon tir nhém bao gém co
polysorbate 20 va polysorbate 80, tdt hon 1a nim trong khoang tir 0,02 dén
0,06% (khéi luong/thé tich), va tuy y ndm trong khoang tir 1°000 dén
16°000U/ml, tét hon 1a nim trong khoang tir 1°500 dn 12°000U/ml, t6t nhat 1a
2°000 U/ml hodc 12°000 U/ml enzym hyaluronidaza, t6t hon 1a rHuPH20.
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¢) 120mg/ml khang thé khang CD20, trong d6 t6t hon néu khang thé nay
la Rituximab, Ocrelizumab hoic HuMab<CD20>; 10 dén 30mM, tét hon 13
20mM chét dém histidin, t6t hon 1a L-histidin/HCI véi 6 pH khoang 5,5; 150
dén 250mM, t6t hon 1a 210mM chét 1am 6n dinh, t6t hon 13 o,a-trehaloza
dihydrat, va tlly y methionin lam chit 1am én dinh th{ hai v6i nong do tir 5 dén
25mM, tdt hon 1a tir 5 dén 15mM, t6t nhat 14 0 mM; chét hoat dong bé mit
khéng ion dugc chon tir nhém bao gdm c6 polysorbate 20 va polysorbate 80, t6t
hon 12 0,02 d&n 0,06% (khéi lwong/thé tich), va tiy y tir 1°000 dén 16°000U/ml,
t6t hon 1a 17500 dn 12°000U/ml, t5t nhat 1a 2°000 U/ml hodc 12°000U/ml
enzym hyaluronidaza, t6t hon 13 rHuPHZO.

d) 120mg/ml khang thé khang CD20, t6t hon 13 Rituximab; t6t hon 13
20mM chit dém histidin, t6t hon 1a L-histidin/HCl v6i d6 pH khoang 5,5;
210mM a,0-trehaloza dihydrat, va tly y 10mM methionin lam chéit 1am 6n dinh
thtr hai; chit hoat déng bé mit khong ion dugc chon tir nhém gém co
polysorbate 20 va polysorbate 80, t6t hon 1a 0,02 dén 0,06% (khéi lwong/thé
tich), va tuy y 2°000U/ml hoac 12°000U/ml enzym hyaluronidaza, t6t hon 1a
rHuPH20.

e) Duoc phdm d6éng kho nhanh chira 120mg/ml khang thé khang CD20,
t6t hon 14 Rituximab; 20mM chat dém histidin, tot hon 1a L-histidin/HCI vé6i 0
pH khoang 5,5; 210mM o,a-trehaloza dihydrat, va tity y 10mM methionin nhu
chét 1am 6n dinh thi hai; chit hoat dong bé mit khong ion dugc chon tir nhom
gdm co6 polysorbate 20 va polysorbate 80, t6t hon 1a 0,02 dén 0,06% (khbi
lugng/thé tich), va tlly ¥ 2°000U/ml hogc 12°000U/ml enzym hyaluronidaza, t6t
hon 1a rHuPH20.

Dugc phdm 6n dinh chira khang thé khang CD20 dugc dung dugce dé xuét
chta khoang 30mg/ml dn 350mg/ml, vi du khoang 30
mg/ml dén 100mg/ml (chira khodng 30mg/ml, khodng 50mg/ml ho#c khoang
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100mg/ml) Ocrelizumab (vi du 2H7.v16 dugc nhén tinh héa); khoang 1 dén 100
mM chit dém (vi du natri axetat) tao ra d6 pH bang 5,5 + 2,0 (vi du pH= 5,3);
khoang 15 dén 250mM chét 1am 6n dinh hoic hdn hgp clia hai hodc nhiéu cht
]am 6n dinh (chira trehaloza, vi du khodng 8% trehaloza dihydrat); khoang 0,01
dén 0,1% (khdi luong/thé tich) chét hoat dong bé mit khong ion; va tiy ¥ mot
luong hitu hiéu cua it nhit mot enzym hyaluronidaza (vi du hHUPH20), t6t hon
12 v6i lugng nim trong khoang tir 1,500U/ml dén 12,000U/ml.

Céac duoc phdm khac chira cac thanh phan duoc uu tién dugc néu trong

cac vi du.

Pi dugc dé xuit dé tao thuén tién cho viéc tiém dudi da céac protein va
khéng thé chita bénh bang cach sir dung lugng nhé glycoprotein hyaluronidaza
hoa tan (SHASEGPs); xem W02006/091871. Ba dugc chimg minh rang viéc bd
sung cac glycoprotein hyaluronidaza hoa tan nay (hodc duéi dang dugc phim
hdn hop hoidc bing cach dong st dung) tao thuén tién cho qua trinh dua dugc
chét chita bénh vao 16p du6i da. Bing cich nhanh chéng khir polyme héa
hyaluronan HA trong khoang ngoai bao sHASEGP lam giam dd nhét cua
khoang k&, nhd d6 1am ting d6 din thiy luc va cho phép céc thé tich 16n hon
duogc dua vao md dudi da mot cich an toan va tién loi. PO dan thiy luc cao
duoc tao ra béi SHASEGP thong qua d6 nhdt ké giam tao ra d6 phén tan 16n hon
nhidu, c6 khé ning 1am ting tinh sinh kha dung ndi hip cta duoc chit chita bénh
st dung SC.

Céc duoc phidm 6n dinh, ndng d6 cao theo sang ché chia glycoprotein
‘hyaluronidaza hoa tan nén dic biét thich hop dé tiém dudi da. Chuyén gia trong
linh vuc k§ thuat ndy biét r rang dugc phim d6 chtra khang thé khang CD20 va
glycoprotein hyaluronidaza hoa tan c6 thé duoc cung cip dé sir dung dudi dang
mot dugc phém hdn hop don hoic theo cach khac dudi dang hai dugc phém

riéng biét ma c6 thé dugc tron ngay trude khi tiém dudi da. Theo cach khac
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khang thé khang CD20 va glycoprotein hyaluronidaza hoa tan c6 thé dugc sir
dung duéi dang cac 1an tiém riéng biét tai cac diém khac nhau cua co thé, tét
hon 14 tai cac diém lién sat ngay nhau. Ciing c6 thé tiém céc tac nhan chita bénh
c6 mat trong duoc phim theo sang ché bang cac 14n tiém lién tiép, vi du trudc
tién tiém glycoprotein hyaluronidaza hoa tan tiép theo 13 tiém duoc pham chira
khéng thé khang CD20. Céac 1an tiém d6 ciing c6 thé dugc tién hanh theo thir tu
dao nguoc, nghia 13 trude tién tiém duoc phim chira khang thé khang CD20 tiép
theo 1a tiém glycoprotein hyaluronidaza hoa tan. Trong truong hop khang thé
khang CD20 va glycoprotein hyaluronidaza hoa tan dugc sir dung bing cach
tiém riéng r&, mot hodc ca hai protein phai dugc cung clp v6i chit dém, (céc)
chét 1am 8n dinh va chét hoat dong bé mat khong ion véi cac ndéng d6 nhu néu
trong cac yéu cau bao ho kém theo nhung ngoai trir enzym hyaluronidaza. Sau
d6 enzym hyaluronidaza cé thé dugc cung cép, vi du trong chit dém L-
histidin/HCI véi d6 pH khoang 6,5, 100 dén 150mM NaCl va 0,01 dn 0,1%
(khéi luong/thé tich) polysorbate 20 hodc polysorbate 80. Theo mét phuong 4n
u tién, khang thé khang CD20 dugc cung cAp véi chit dém, (cac) chét lam 6n
dinh va chét hoat dong bé mit khong ion véi cac ndng do nhu néu trong cac yéu

cau bao ho kém theo.

Nhu néu trén glycoprotein hyaluronidaza hoa tan c6 thé dugc coi nhu 1a
mdt ta duoc khac trong dugc phdm khang CD20. Glycoprotein hyaluronidaza
hoa tan c6 thé dugc thém vao duoc phim khang CD20 vao thoi diém bao ché
dugc phim khang CD20 hodc ¢ thé dugc thém ngay trude khi tiém. Theo cach
khac, glycoprotein hyaluronidaza hoa tan c6 thé dugc cung cip dudi dang dugc
phim tiém riéng biét. P6i véi truong hop sau ciung ndy glycoprotein
hyaluronidaza hoa tan co thé duoc cung cép trong lo riéng biét hodc dudi dang
d6ng khé can phai hoan nguyén véi cac chét pha loang thich hop trude khi tién
hanh tiém duéi da, hodc co thé duge cung cép duédi dang duogc phém long boi

nha san xuét. Duoc phim khang CD20 va glycoprotein hyaluronidaza hoa tan cé
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thé dugc tao ra dudi dang cac dbi tuong riéng biét hodc c6 thé con duge cung
cap dudi dang céc kit chira ca c4c thanh phan thubc tiém va cac hudng dan thich
hop cho dudng diung dudi da. Cac huéng dén thich hop dé hoan nguyén va/hoic

str dung mot hodc ca hai dugce pham ciing c6 thé dugc cung cap.

Vi vay sang ché ciing dé xut cac dugc phdm chira duoc phdm 6n dinh,
chira khang thé khang CD20 ndng d6 cao dugc dung hodc hén hop ciia khang
thé nay va mot lugng thich hgp cua it nhit mot enzym hyaluronidaza duéi dang
kit chtra ca cac thanh phan thudc tiém va cac huéng dan thich hop dé sir dung

chung duéi da.

Khia canh khac ctia sang ché 1a dé xuit cac dung cu tiém chira duge phém
n dinh, ndng dd cao theo sang ché. Dugc phim nay c6 thé con chira khang thé
khang CD20 dugc dung hodc hdn hgp clia cdc phan tir khang thé nay va céc ta
dugc thich hop nhu néu dudi day va co thé con chira glycoprotein hyaluronidaza
hoa tan hodc dudi dang dugc pham hén hop hodc duéi dang duge phim riéng

biét dé cung sir dung.

Céc khang thé khang CD20 khac nhau 1a da biét trong linh vuc k§ thuat
nay. Tét hon, néu cac khang thé nay 1a cac khang thé don dong. Chiing hoic c6
thé con dugc goi la cac khang thé kham, cic khang thé dugc nhan tinh héa hogc
cac khang thé cia ngudi hoan toan. Chiing hodc 1a cac khéng thé khang CD20
c6 chidu dai ddy du; cac doan khang thé khang CD20 c6 ciing hoat tinh sinh hoc;
chira cic bién th8 trinh tu axit amin va/hodic cic bién thé glycosyl héa clia cac
khang thé hoic cac doan khang thé nay. Céc vi du vé cac khang thé khang CD20
duoc nhan tinh héa da duoc biét dudi cac tén INN Rituximab, Ocrelizumab va
Afutuzumab (HuMab<CD20>). Khang thé khang CD20 chita bénh thanh céng
nhét 13 Rituximab dugc ban bdi Genentech Inc. va F. Hoffmann-La Roche Ltd
dudi tén thuong mai MABTHERA™ hoac RITUXAN™,
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Tét hon 14 khang thé khang CD20 nhu dugc xac dinh & diy dugc chon tir
nhém gdm cé Rituximab (xem: vi du, patent M§ sb 7,381,560 va EP2000149B1
cua Anderson et al., xem, vi du, cac hinh vé 4 va 5), Ocrelizumab (nhu dugc bdc
16 trong WO 2004/056312) va WO 2006/084264 (vi du céc thé bién di thé hién
trén cac bang 1 va 2), t6t hon 1a thé bién di v,16 hodc v,114 hogc v,511 va
Afutuzumab (HuMab<CD20>; xem W02005/044859). Khang thé khang CD20
duoc uu tién nhét 13 Rituximab. Cac thuat nglr “Rituximab”, “Ocrelizumab” va
“Afutuzumab” (HuMab<CD20>) bao gém tit ca cac khang thé khang CD20
turong tmg dap Ung diy di cac yéu cAu can thiét dé dat duoc quyén thuong mai
héa nhu mot san phdm gidng hodc tuong tu sinh hoc & qubc gia hodc khu vuc
duge chon tir nhém gdm c¢6 cac nude chira My, chau Au va Nhat. Rituximab c6

cac ving CDR duoc xé4c dinh trong patent M¥ s 7,381,560 va EP2000149B1.

S6 luogng glycoprotein hyaluronidaza hoa tan 1a da biét trong linh vuc k¥
thuat nay. Pé xé4c dinh thém chirc nang, co ché hoat dong va céc dic tinh cia
cac glycoprotein hyaluronidaza hoa tan nay, cac thong tin co s& dudi ddy dugc

cung cap.

Co chét k& SC (dudi da) chira mang luéi ctia cc protein dang soi dugc
bao trong gel nhét dan hdi cua cac glycosaminoglycan. Hyaluronan (HA),
disacarit mach thing lap lai khong sulfat héa, 13 glycosaminoglycan chii yéu cua
mo SC. HA dugc tiét xuit vao k& bang cac nguyén bao soi v6i phan tir lugng
cao, polyme megadalton nhét sau d6 bi thoai bién cuc bd, trong bach huyét, va
trong gan, nhd tic dong cua cac hyaluronidaza thé sinh tan va céc
exoglycosidaza. Khoang 50% hyaluronan trong co thé duoc tao ra boi mé SC,
trong d6 n6 dugc phat hién véi khoang 0,8 mg/gm trong luong mé uét [Aukland
K. and Reed R., “Interstitial-Lymphatic Mechanisms in the control of
Extracellular Fluid Volume”, Physiology Reviews”, 1993; 73:1-78]. Du doéan
rang ngudi truéng thanh ning trung binh 70 kg chira 15g HA, trong d6 30 phén
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tram chuyén héa mdi ngdy (tong hop va thoai bién) [Laurent LB., et al.,
“Catabolism of hyaluronan in rabbit skin takes place locally, lymph nodes and
liver”, Exp. Physiol. 1991; 76: 695-703]. Nhu thanh phén chinh cta thanh phan
tuong tu gel cua co chat dudi da, HA gép phin déng ké vao d6 nhét clia n6

Céac glycosaminoglycan (GAGs) 1a cac polysacarit phirc h¢ mach thing
ciia co chat ngoai bao (ECM). Cic GAG dugc dic trung bdi cic chu tric
disacarit 1dp lai cua hexosamin dugc thé tai N va axit uronic (d6i véi trudng hop
1a hyaluronan (HA), chondroitin sulfat (CS), chondroitin (C), dermatan sulfat
(DS), heparan sulfat (HS), va heparin (H)), hodc galactoza (ddi véi truong hop
12 keratan sulfat (KS)). Ngoai trir HA, thi tit ca déu c6 lién két cong hoa tri vai
cac prbtein nhan. Cac GAG vdi céc protein nhan cia ching vé mat cAu trac

duoc goi 1a cac proteoglycan (PGs).

Hyaluronan (HA) dugc thdy & dong vat c6 vl chu yéu trong cac md lién
két, da, sun, va trong hoat dich. Hyaluronan ciing 13 thanh phén chinh cua thiy
tinh mét. Trong mé lién két, nudc cia qué trinh hydrat héa két hop véi
hyaluronan tao ra cac co chat hydrat hoéa giita cic mé. Hyaluronan déng vai tro
quan trong trong hién tugng sinh hoc lién quan dén tinh van dong té bao chua
phat trién nhanh, tai sinh, héi phuc, phét sinh phéi, phat trién phdi sinh hoc, 1am
lanh vét thuong, hinh thanh mach, va hinh thanh khéi u (Toole, Cell Biol.
Extracell. Matrix, Hay (ed), Plenum Press, New York, 1991; pp. 1384-1386;
Bertrand et al., Int. J. Cancer 1992; 52:1-6; Knudson et al., FASEB J. 1993;
7:1233-1241]. Ngoai ra, cac lugng hyaluronan lién quan dén tinh xam 14n khéi u
[Ozello et al., Cancer Res. 1960; 20:600-604; Takeuchi et al., Cancer Res. 1976;
36:2133-2139; Kimata et al., Cancer Res. 1983; 43:1347-1354].

HA duogc thay trong co chat ngoai bao cua nhi€u te bao, dac biét & cac mo
lién két mém. HA dugc an dinh cac chirc nang sinh ly hoc khac nhau, nhu ndi

can bang protein trong nudc va trong huyét twong [Laurent T.C. et al., FASEB J.,
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1992; 6: 2397-2404]. Qua trinh hinh thanh HA 1am gia ting cac té bio ting sinh
va c6 thé déng vai trd trong su gian phan. N6 con lién quan dén sy van dong va
di tri t& bao. HA duong nhu déng cac vai trd quan trong trong qud trinh didu

chinh, phat trién, va biét hoa té bao [Laurent et al., supra].

HA duoc str dung rong rii trong y hoc 1am sang. Cac tinh chét luu bién va
béo vé md cuia nd duogc chimg minh c6 tac dung trong phau thuat mét (vi du dé
béo vé ndi mé gidc mac trong qua trinh phau thuit bénh duc thuy tinh thé). HA
trong huyét thanh duoc ding dé chin doan bénh gan va cic tinh trang viém
nhiémlkhéc nhau, nhu viém khép dang thap. Ching phu k& do su tich tu HA gay
ra c6 thé 1am rdi loan chirc ning ciia nhidu co quan khac nhau [Laurent et al.,

supra].

Céc su tuong tac hyaluronan protein ciing li€n quan dén cau tric cua co

chat ngoai bao hodc “chat nén”

Céc hyaluronidaza 1a nhom cic enzym c6 hoat tinh axit hodc trung tinh
duoc tim thiy trong toan bd giéi dong vat. Cac hyaluronidaza thay dbi lién quan
dén tinh dic hiéu nén, va co ché hoat dong (cong bd don quéc t& WO
2004/078140). Cé ba loai hyaluronidaza chung: 1. Céac hyaluronidaza dién hinh
cua dong vat c6 va (EC 3,2,1,35) 1a cac endo—beta—N—axetylhexosaminidaZa voi
cac tetrasacarit va hexasacarit 13 cic san phim cubi chinh. Ching c6 ca hoat tinh
thily phéan va transglycosidaza, va cé thé lam thoai bién hyaluronan va céc
chondroitin sulfat (CS), thuong 1a C4-S va C6-S. 2. Cac hyaluronidaza vi khuan
(EC 4,2,99,1) 1am tho4i bién hyaluronan va CS va DS t6i cac myuc d6 khic nhau.
Ching la cac endo-beta-N-axetylhexosaminidaza ma co thé hoat dong bdi phan
ng loai beta d& tao ra cic san phidm cudi chi yéu 13 disacarit. 3. Céc
hyaluronidaza (EC 3,2,1,36) tr dia, cac vat ky sinh &n bam khéc, va céc loai
giap xac la cac endo-beta-glucuronidaza ma tao ra cac san phim cudi tetrasacarit

va hexasacarit nhd thity phan lién két beta 1-3.
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Céc hyaluronidaza ciia dong vat c6 via c6 thé con dugc chia thanh hai
‘nhém: cac enzym cd hoat tinh axit va trung tinh. C6 sau gen tuong tu
hyaluronidaza trong hé€ gen nguodi, HYALI, HYAL2, HYAL3, HYALA4,
HYALPI va PH20/SPAMI1. HYALPI 14 gen gia, va HYAL3 khong thé hién c6
hoat tinh enzym d6i v&i bat ky chét nén di biét nio. HYAL4 13 chondroitinaza
va c6 hoat tinh khong déng ké d6i v6i hyaluronan. HYALI 14 enzym c6 hoat tinh
axit nguyén miu va PH20 1 enzym c6 hoat tinh trung tinh nguyén miu. Cic
hyaluronidaza c6 hoat tinh axit, nhu HYALI va HYAL2 thuong khong c6 hoat
tinh xdc tac ¢ d6 pH trung tinh (tic 1a pH =7). Vi du HYALI c6 hoat tinh xtc
tac in vitro khong manh & d6 pH=4,5 [Frost I.G. and Stern, R., “A microtiter-
based assay for hyaluronidaza activity not requiring specialized reagents”, Anal.
Biochemistry, 1997; 251:263-269]. HYAL?2 la enzym c6 hoat tinh axit v&i hoat

tinh d3c hiéu in vitro rat thap.

Cac enzym tuong tu hyaluronidaza ciling c6 thé duoc dic trung boi cac
loai thudng an khdp voi mang sinh chét qua neo glycosylphosphatidyl inositol
nhu HYAL2 va PH20 nguoi [Danilkovitch-Miagkova et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. U SA, 2003; 100(8):4580-4585; Phelps et al., Sciehce 1988; 240(4860):
1780-1782], va cac loai thuong hoa tan nhu HYALI nguoi [Frost, I.G. et al,,
“Purification, cloning, and expression of human plasma hyaluronidaza”,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 1997; 236(1):10-15]. Tuy nhién, c6 cac bién
ddi tir loai dén loai: ching han PH20 bo gin két rat 16ng 1éo véi mang sinh chét
va khong dinh bam qua neo nhay phospholipaza [Lalancette et al., Biol. Reprod.,
2001; 65(2):628- 36]. Piém dic trung duy nhit ndy cta hyaluronidaza bo cho
phép st dung enzym hyaluronidaza tinh hoan bo hoa tan lam chét chiét cho sir
dung 14m sang (Wydase™, Hyalase™). Loai PH20 khac la cdc enzym dinh bam
lipit ma thuong khong tan trir khi str dung cac chét tiy hoic céc lipaza. Vi du
PH20 ngudi duge neo vao mang sinh chit qua neo GPI. Cac cb gang dé tao ra

cac cau tric ADN PH20 ngudi ma s& khong dua neo lipit vao polypeptit tao ra
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enzym khong c6 hoat tinh xuc tac, hoac enzym khong hoa tan [Arming et al.,
Eur. J. Biochem., 1997; 247(3):810-4]. Hyaluronidaza tinh trung c6 trong tu
nhién dugc thiy & ca hai dang lién két mang va hoa tan. Trong khi dang lién két
mang 64 kDa c6 hoat tinh enzym & d6 pH= 7,0, dang 54 kDa chi c6 hoat tinh ¢
pH =4,0 [Cherr et al., Dev. Biol., 1996;10; 175(1): 142-53]. Vi vdy, cac dang tan
ctia PH20 thuong khong c6 hoat tinh enzym dudi cac diéu kién trung tinh.

Nhu néu trén va theo cc chi dan trong W0O2006/091871 va patent M§ s6
7,767,429 thi cac lugng nhd cia cac glycoprotein hyaluronidaza hoa tan
(sHASEGPs) co thé dugc dua vao dugc phém dé tao thuan tién cho viéc dua
thudc chita bénh vao 16p dudi da. Bang cach khir polyme héa nhanh HA trong
khoang ngoai bao sHASEGP lam giam d¢ nhét cta k&, nho 46 lam tang do dan
thiy luc va cho phép lugng 16n hon c6 thé dugc cung cip mét cich an toan va
tién loi vao mé SC. P6 dan thiy luc ting 1a do SHASEGP tao ra thong qua do
nh6t k& giam 1am cho d§ phén tan 16n hon nhiéu, c6 kha ning 1am ting tinh sinh
kha dung noi hdp ctia thudc chira bénh duge str dung qua SC.

Khi dugc tiém & 16p dudi da, qua trinh khir polyme hoéa HA bang
sHASEGP dugc khoanh vung & vi tri tiém trong mo SC. Bing ching thu
nghiém chimg t6 ring sHASEGP bi bét hoat khu trG trong khoang k& véi thoi
gian ban ton tir 13 dén 20 phut & chudt, ma khong cé su hép thu noi hip duoc
phat hién trong méau sau mot lidu tiém trong tinh mach & chudét CD-1. Trong
ngan mach, sHASEGP thé hién thoi gian ban tdn 14n luot 13 2,3 va 5 phut &
chudt va khi Cynomolgus tuong g voi cac lidu t6i 0,5mg/kg. Do thanh thai
nhanh cia SHASEGP, két hop véi qué trinh tong hop lién tuc clia chéit HA trong
mo, 1am ting d6 thdm hoat dong khu tri va tam thoi dbi v6i cac phan tir cing
tiém khac, cac hiéu qua cia chung dao nguogc hoan toan trong 24 dén 48 gio sau
khi sir dung [Bywaters G.L., et al., “Reconstitution of the dermal barrier to dye
spread after Hyaluronidaza injection”, Br. Med. J., 1951; 2 (4741): 1178-1183].
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Ngoai céc tac dong ctia nod dbi véi su phan tan dich cuc bo thi SHASEGP
con ¢6 tac dung nhu chét ting cuong hip thu. Cac dai phan tir 16n hon 16
kilodalton (kDa) bi loai trir khéi viéc hép thy murc d6 cao théng qua cac mao din
bang phan tan va hau hét duoc hdp thu qua cac hach bach huyét dan. Vi vay dai
phan tir sitr dung dudi da nhu khang thé chita bénh chang han (phan tir lugng
khoang 150 kDa) phai vuot qua co chét k& truéc khi di dén duoc cac mach bach
huyét dan cho qua trinh hép thu tiép theo vao ngin mach. Bing cach 1am ting su
phan tan khu tri, sHASEGP 1am ting t5c d6 hép thu (Ka) ctia nhiéu dai phén tir.
Diéu nay din dén cac luong trong méu ting cao nhét (Cpay) va ¢ kha ning lam
tang tinh sinh kha dung so véi cach st dung SC khi khéng c6 sHASEGP
[Bookbinder L.H., et al., “A recombinant human enzyme for enhanced

interstitial transport of therapeutics”, J. Control. Release 2006; 114: 230-241].

Céc san phim hyaluronidaza c6 ngudn gbc dong vat da duoc sir dung 1am
sang hon 60 nam, trudc tién dé tang d6 phan tan va hip thu cta cac duoc chét
cung st dung khac va dbi voi truyén dich dudi da (tiém/truyén dich SC véi thé
tich 16n) [Frost G.I, “Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20): an
enabling platform for subcutaneous drug and fluid administration”, Expert
Opinion on Drug Delivery, 2007; 4: 427-440]. Céc chi tiét vé co ché hoat dong
ctia cac hyaluronidaza d& dwoc mé ta chi tiét trong cac cong bb dudi day: Duran-
Reynolds F., “A spreading factor in certain snake venoms and its relation to
their mode of action”, CR Soc Biol Paris, 1938; 69-81; Chain E., “A mucolytic
enzyme in testes extracts”, Nature 1939; 977-978; Weissmann B., “The
transglycosylative action of testicular hyaluronidaza”, J. Biol. Chem., 1955; 216:
783-94; Tammi, R., Saamanen, A.M., Maibach, H.I., Tammi M., “Degradation
of newly synthesized high molecular mass hyaluronan in the epidermal and
dermal compartments of human skin in organ culture”, J. Invest. Dermatol. 1991;
97:126-130; Laurent, UB.G., Dahl, L.B., Reed, R.K., “Catabolism of

hyaluronan in rabbit skin takes place locally, in lymph nodes and liver”, Exp.
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Physiol. 1991; 76: 695-703; Laurent, T.C. and Fraser, J.R.E., “Degradation of
Bioactive Substances: Physiology and Pathophysiology”, Henriksen, J.H. (Ed)
CRC Press, Boca Raton, FL; 1991. pp. 249-265; Harris, E.N., et al., “Endocytic
function, glycosaminoglycan specificity, and antibody sensitivity of the
recombinant human 190-kDa hyaluronan receptor for endocytosis (HARE)”, J.
Biol. Chem. 2004; 279:36201-36209; Frost, G.I., “Recombinant human
hyaluronidaza (rHuPH20): an enabling platform for subcutaneous drug and fluid
administration”, Expert Opinion on Drug Delivery, 2007; 4: 427-440. Cac san
phim hyaluronidaza dugc chudn y & cac nuéc chau Au chita Hylase® “Dessau”
va Hyalase®. Cac san phim hyaluronidaza c6 ngudn gbc dong vat dugc chuin y

& My chira Vitrase™, Hydase™, va Amphadase™.

Do an toan va hiéu qua cda cac san phim hyaluronidaza da dugc chimg
minh rong rai. Rii ro vé& d6 an toan déng ké& nhét dugc biét d&én 1a tinh qua man
va/hoic tinh gy di tmg, n6 dugc cho la c6 lién quan dén sy thiéu hut d6 tinh
khiét cia cac duoc phém thu dugc tir dong vat [Frost, G.I., “Recombinant
human hyaluronidaza (rHuPH20): an enabling platform for subcutaneous drug
and fluid administration”, Expert Opinion on Drug Delivery, 2007; 4 : 427-440].
Can luu vy rang c6 cac khac biét Vé cac lidu da dﬁqc chip thuén cla céc
hyaluronidaza thu dugc tir dong vat gitra Anh, Dtc va My. O Anh, lidu thong
thuong khi 1am chét phu trg dé tiém dudi da hoic trong co 1a 1500 don vi, duge
bd sung truc tiép vao thudc tiém. O My, lidu thong thudng sir dung cho muc
dich nay 1a 150 don vi. Khi truyén dich dudi da, hyaluronidaza duge st dung dé
hd trg dudng dung dudi da véi thé tich chit long twong dbi 16n. O Anh, 1500
don vi hyaluronidaza thudng dugc dua vao véi mbi 500 dén 1000 ml dung dich
dé st dung dué6i da. O My, 150 don vi dugc cho 12 phu hop cho moi lit dung
dich truyén dudi da. O Piic, 150 dén 300 don vi dugc cho 1a théa déng cho muc
dich nay. O Anh, viéc khuéch tan dé gdy mé cuc by dugc gia tde béng cach bd
sung 1500 don vi. O Pic va M§ 150 don vi dugc cho 13 phi hop véi muc dich
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nay. Mic du c6 céac khac biét vé liéu (lieu & Anh nhiéu hon gap mudi lan & My),
nhung khoéng c6 cac khac biét rd rang nao vé cdc mirc do an toan cia cac san
pham hyaluronidaza c6 nguon goc dong vat ban trén thi trudong & My va Anh lan

luot, dugce bao cao.

Vao 2 thang 12, 2005, Halozyme Therapeutics Inc. dd nhan dugc su chip
thuan cua FDA vé duoc phdm c6 thé tiém chira hyaluronidaza cla ngudi tai tb
hop, tHuPH20 (HYLENEX™). FDA phé chuin HYLENEX™ véi lidu bang

150 don vi dé sir dung dudi da theo céc chi dan duéi day:
- 1am chét phu tro dé ting su hép thu va phan tan ctia cac thudc tiém khac
- @& truyén dich dudi da

- 1am chét phu tro dé chup tia x dudng niéu SC nhdm cai thién sy tai hip

thu cta cac tac nhan chan bic xa.

Nhu 12 mét phan cia tai liéu tong quan vé cac quy dinh phap 1y, n6 quy
dinh ring rHuPH20 c6 céc dic tinh ting cudng su phén tan va hép thu tuong tu
véi cac thude tiém khéc nhu cac duge phdm hyaluronidaza cé ngudn gbc dong
vat d& duoc chip thuan trudc d6, nhung véi mitc d6 an toan cao. Dic biét, viée
sir dung hyaluronidaza ctia nguoi tai t6 hop (rHuPH20) so v6i cac hyaluronidaza
c6 ngudn gbc dong vat giam thiéu nguy co 1ay nhiém céc tac nhan giy bénh tir

dong vat va cac bénh ndo dang x0p c6 theé truyén nhiém.

Céc hyaloronidaza glycoprotein hoa tan (SHASEGP), quy trinh dé tao ra
chiung va viéc st dung chung trong cac duoc phim duoc mé ta trong WO

2004/078140.

Qua trinh thir nghiém chi tiét nhu néu thém nira dudi day chung t6 rang

céc dugc phAm yéu cu bao hd c6 tinh 6n dinh khi bao quan tét dang ngac nhién
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va dap Umg hoan toan tat ca cac yéu cau can thiet dé dugc chap thuan boi cac

chuyén gia y té.

Enzym hyaluronidaza trong cac duoc phim theo sang ché duoc cho 1a
ting cudng kha ning cip khang thé khang CD20 t6i qua trinh tudn hoan ndi hap,
vi du bing cach ting su hép thu hoat chét (n6 hoat dong nhu chit ting cudng
thAm thau). Enzym hyaluronidaza con dugc cho 12 lam gia téng kha ning cip
khang thé khang CD20 chita bénh vao qua trinh tudn hoan ndi hip bang cach st
dung duéi da nhd quaé trinh thuy phan nghich dao hyaluronan, thanh phan ngoai
bao ctia md k& SC. Viéc thily phin hyaluronan & 16p dudi da tam thoi mé ra cac
ranh trong khoang k& cia m6 SC va nho d6 tang cuong kha nang cap khéang thé
khang CD20 chira bénh vao qua trinh tudn hoan ndi hap. Ngoai ra, duong ding
thé hién giam su dau dén & ngudi va sy phdng rép cia mé SC cé thé tich nho

hon.

Hyaluronidaza, khi dung khu tra thi hiéu qua ctia n6é hoan toan cuc bd.
Néi cach khac hyaluronidaza bat hoat va chuyén héa cuc b trong nhiéu phut va
khong nhan thy cac hiéu qua noi hip hodc kéo dai. Qua trinh lam mét hoat tinh
nhanh ctia hyaluronidaza trong nhiéu phut khi né di vao dong méu cén tr& kha
nang thuc dé tién hanh cic nghién ctru phan bd sinh hoc ¢6 thé so sanh duoc
gifta c4c san phdm hyaluronidaza khac nhau. D4c tinh ndy ciing giam thiéu bat
ky lo ling tiém ting nao vé dd an toan ndi hip do san phim hyaluronidaza

khong thé hoat dong tai cac vi tri xa.

Dic diém théng nhét cia céc tit ca cac enzym hyaluronidaza theo sang
ché 13 kha ning dé khir polyme héa hyaluronan cta nd, bét ké cac khac biét vé
cAu trac hoéa hoc, ngudn gbc loai, vé ngudn gbc mé, hoic vé cac mé san pham
thudc c6 ngudn gde tir loai va md gidng nhau. Chiing bét thudng & chd hoat tinh
cta chung 1a giéng nhau (ngoai trir v& hiéu luc) mic du c6 cac ciu trac khac

nhau.
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Enzym hyaluronidaza theo duogc phim cta sang ché dic trung boi khong
¢6 tac dung x4u dbi véi tinh toan ven phan tir ctia khang thé khang CD20 trong
dugc phdm 6n dinh duge mé ta & dy. Ngoai ra, enzym hyaluronidaza chi lam
thay ddi viéc cAp khang thé khang CD20 t6i qua trinh tudn hoan ndi hap ma
khong c6 dic tinh bt ky ndo c6 thé tao ra hoic gop phan vao cac hiéu qua chita
bénh cta khang thé khang CD20 d& hip thu ndi hap. Enzym hyaluronidaza
khéng c6 tinh sinh kha dung néi hip va khéng c6 tac dung x4u t6i tinh toan ven
phan tir cia khang thé khang CD20 trong céc diéu kién béo quan dugc khuyén
cao cho duoc phém 4n dinh theo sang ché. Vi vay nd dugc coi 1a mot ta dugc
trong dugc phim chira khang thé khang CD20 theo sang ché nay. Khi né duoc
str dung ma khong c6 tac dung chita bénh thi n6 thé hién 13 mot thanh phén cua

dang dugc phdm ngoai trir khang thé khang CD20 c6 hoat tinh chita bénh.

Mot s cac enzym hyaluronidaza thich hop theo sang ché 13 d biét trong
tinh trang k¥ thuit. Enzym dugc uu tién la enzym hyaluronidaza ctia ngudi, tbt
nht 12 enzym d4 biét nhu rHuPH20. rHuPH20 13 thanh vién cta ho gém cac B-
1,4 glycosyl hydrolaza cé hoat tinh axit va trung tinh khir polyme hoa
hyaluronan bing cach thity phan lién két p-1,4 gitta vi tri C; ctia N-axetyl
glucosamin va vi tri C4 cia axit glucuronic. Hyaluronan 1a polysacarit dugc tim
thay trohg chét nén noi bao cia mé lién két, nhu mé k& dudi da, va ciia mot sd
md chuyén hoa, nhu diy rén va dich thiy tinh. Viéc thiy phan hyaluronan 1am
giam tam thoi d6 nhét cia mé k& va thic ddy su phén tan cla cac dich tiém hosc
clia cac chét ri ra hodc cac dich do ri cuc bd, vi vy lam ting su hép thu coa
chiing. Hiéu qua cua hyaluronidaza 1a cuc b va nghich dao véi su hoan nguyén
hoan toan cta hyaluronan trong md xuét hién trong 24 dén 48 gio [Frost, G.I.,
“Recombinant human hyaluronidaza (rHuPH20): an enabling platform for
subcutaneous drug and fluid administration”, Expert Opinion on Drug Delivery,

2007; 4:427-440]. Su gia ting d6 thim cia mé lién két nho thiy phan
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hyaluronan lién quan dén hiéu qua cta hyaluronidaza vé kha néng cta ching dé

1am tdng d6 phan tan va hip thu cta cac phén tir ddng sir dung.

Hé gen ngudi chira mgt vai gen hyaluronidaza. Chi san phim gen PH20
c6 hoat tinh hyaluronidaza hitu hi€u trong cac diéu kién sinh 1y ngoai bao va c6
téc dung nhu tc nhin lan truyén, trong khi cac hyaluronidaza hoat tinh axit

khong c6 déc tinh nay.

rHuPH20 13 enzym hyaluronidaza diu tién va duy nhit ¢ thé dugc sir
dung dé chira bénh. Hé gen ngudi chira mot vai gen hyaluronidaza; chi san phim
gen PH20 c6 hoat tinh hyaluronidaza hitu hiéu trong dudi didu kién sinh ly
ngoai bao va c6 tac dung nhu tadc nhéan lan truyén. PH20 protein ngudi c6 trong
tr nhién c6 neo lipit gén vao axit amin ddu t4n cung carboxy ma neo nd vio
mang sinh chit. Enzym rHuPH20 duogc phét hién bsi Halozyme 1a thé bién di
doan khuyét duoc lam cin dau khéng cé cac axit amin ndy & diu tin cung
carboxy tao ra gin két lipit. Diéu nay lam cho enzym c6 hoat tinh pH trung tinh,
hoa tan tuong tu vdi protein dugc thiy trong céc duge pham tinh hoan bo.
rHuPH20 protein dugc tong hop béng peptit tin hiéu 35 axit amin ma bi loai bd
khéi ddu tan cing N trong qué trinh tiét xuét. rHuPH20 protein truéng thanh
chtra trinh tu axit amin du tdn cung N tién hoa thing tir trinh tu duoc théy trong

mdt s6 duoc phdm hyaluronidaza bo.

Cac PH20 hyaluronidaza, chira PH20 c6 ngudn gdc dong vat va
rHuPH20 ngudi tai tb hop, khir polyme héa hyaluronan bing cach thuy phan
lién két B-1,4 gitta vi tri C1 cia N-axetyl glucosamin va vi tri C4 cla axit
glucuronic. Tetrasacarit 1a san phim phan cét nho nhét [Weissmann, B., “The
transglycosylative action of testicular hyaluronidaza”, J. Biol. Chem., 1955; 216:
783-94]. Chu triic N-axetyl glucosamin/axit glucuronic ndy dugc thdy trong céc
glycan lién két tai N ciia cac san pham sinh hoc tai td hop va vi vay rtHuPH20 s&

khong tac dong dén qua trinh glycosyl héa clia cac khang thé duoc bao ché vdi,
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vi du Rituximab ching han. Ban than enzym rHuPH20 c6 sau glycan lién két tai
N trén phén tr véi céc cAu tric nhin tuong tu véi loai dugc thiy trong cac
khang thé don dong. Nhu duogc du doan, céc cAu trac lién két tai N nay khong
thay ddi theo thoi gian, khing dinh su thiéu hut hoat tinh enzym cta rHuPH20
déi véi céc cAu tric glycan lién két tai N. Thoi gian ban tdn ngin cua rHuPH20
va qu4 trinh téng hop 6n dinh hyaluronan din dén tac dong ngin va cuc bo cua

enzym doi v&i cac mo.

Tét hon néu enzym hyaluronidaza 13 t4 dugc trong dugc phim sir dung
duéi da theo sang ché c6 thé dugc tao ra bang céach st dung k¥ thuit tai t6 hop
ADN. Theo céach ndy d& dam bao rang luén thu dugc protein tuong ty (trinh tyu
axit émin ddng nhét) va tranh duoc phan tng di tmg do cic protein bi 1an giy ra
khi cing duoc tinh ché trong qua trinh chiét tir mé. Tét hon néu enzym
hyaluronidaza sir dung trong dugc phdm nhu dugc minh hoa & day 1a enzym

ngudi, tot nhét 1a rHuPH20.

Trinh ty axit amin ctia rtHuPH20 (HYLENEXT™) 13 d biét 1o va c6 thé st
dung duéi sb hidu luu giit CAS s6 75971-58-7. Phan tir lugng khoang 61 kDa
(xem thém patent M¥ sb 7,767,429).

Nhidu so sanh cdu tric va chic ning dd dugc tién hanh giita céc
hyaluronidaza dong vat co6 viu ngudn gdc tu nhién va cac dong vé tinh PH-20
ADN bb tro 14y tir ngudi va dong vat c6 vit. Gen PH-20 1a gen dugc sir dung cho
san pham tai t6 hop rHuPH20; tuy nhién san pham thubc tai t& hop 14 bién thé
447 axit amin duogc 1am cun dau cua protein day du dugc ma héa boi gen PH-20.
Céc tinh tuong tu vé cu trac dbi véi cac trinh tu axit amin it khi vuot qua 60%
& bat ky 14n so sanh nao. Cac so sanh chiic ning thé hién ring hoat tinh cia
rHuPH20 1a rat giéng véi hoat tinh cla céc san pham hyaluronidaza di dugc

chép thuén truéc d6. Thong tin nay 1a phi hop véi cdc phét hién 14m sang trong
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50 ndm qua bat ké ngudn goc cua hyaluronidaza, d§ an toan va hiéu qua lam

sang cua cac don vi hyaluronidaza 1a tuong duong.

Viéc st dung rHuPH20 trong dugc phim chira khang thé khang CD20 SC
theo sang ché cho phép sir dung lugng san phim thubc cao hon va ting cuong
hiru hiéu d hép thu khang thé CD20 sir dung dudi da, tét hon 13 Rituximab vao
qua trinh ndi hap.

Ndng d6 mol dong thdm 4p cua dugc phim 4n dinh theo sang ché 13 330
+ 50 mOsm/kg.

Dugc phdm 6n dinh theo sang ché vé& co ban khéng chira cac hat c6 thé
nhin thdy duoc (kiém tra bing mét nguoi). Cac hat dudi mirc c6 thé nhin thay
(nhu dugce xac dinh bing cach che khuét 4nh sang) s& dap tng hoan toan cc tiéu

chuén sau:
- s6 lugng hat tdi da> 10um trénlo -> 6000
- s6 lugng hat t6i da>25um trénlo -> 600

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét viéc sir dung duoc phadm dé
bao ché thudc hitu dung dé diéu tri bénh hoic rdi loan c6 thé diéu tri duoc bang
khang thé khang CD20, nhu tt hon 13 bénh ung thu hoic bénh khéng 4c tinh &
d6i tuong chira cung cip duoc phim mo ta & day cho dbi trong vé6i luong hitu
hiéu dé diéu tri bénh hodc rdi loan da néu. Tt hon 1 khang thé khang CD20 c6

thé dugc sir dung dong thoi hoic ké tiép vdi tac nhan héa liéu phép.

Theo mét khia canh khéc, séng ché d& xuit phuong phap diéu tri bénh
hodc rdi loan ma c6 thé diéu tri dugc bé’mg khéng thé khang CD20 (vi du bénh
ung thu (dugc uu tién) hoac bénh khong ac tinh) & d6i twong chira cung cép
duoc phém mo ta & day cho db6i tuong véi luong hiru hidu dé diéu tri bénh hoic

rdi loan d néu. Bénh ung thu hoic bénh khong 4c tinh s& thuong lién quan dén
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cac té bao bidu hién CD20, sao cho khang thé CD20 trong duoc phém chita bénh
SC theo sang ché c6 thé gin két véi cac t& bao nhiém bénh. Tét hon néu bénh
ung thu 1 bénh ung thu biéu hién CD20. Tét hon néu bénh khong 4c tinh ma c6
thé duge didu tri bang dugc phém theo sang ché 13 bénh tu mién dich nhu duge
x4c dinh & day. Tét hon 13 khang thé khang CD20 c6 thé dugc cung sir dung

ddng thoi hodic ké tiép vdi tac nhan héa liéu phap.

Qua trinh bd sung hyaluronidaza vao dugc pham cho phép gia ting thé
tich thubc tiém c6 thé sir dung dudi da mét cach an toan va tién lgi. Thé tich
thudc tiém dugc uu tién 1a tir 1 dén 15 ml. Nhén thiy ring cach sir dung duoc
phim theo sang ché lam gia ting d6 phan tan, hép thu va tinh sinh kha dung cia
khang thé chita bénh. Cac phan tir 16n (tirc 13 > 16 kDa) ma duoc st dung qua
dudng SC duoc hip thu t6t hon vao ngin mach thong qua cac dich bach huyét
dan luu [Supersaxo, A., et al., “Effect of Molecular Weight on the Lymphatic
Absorption of Water-Soluble Compounds Following Subcutaneous
Administration”, 1990; 2:167-169; Swartz, M. A., “Advanced Drug Delivery
Review, The physiology of the lymphatic system”, 2001; 50: 3-20]. Vi vay tbe
d6 dua cac phén tir 16n ndy vao qué trinh ndi hdp cham so véi truyén trong tinh
mach, cho nén c6 kha ning 16n 1am cho tin sé/cuong do cia cac phan tmg lién

quan dén viéc truyén gidm.

Qua trinh bao ché duoc phim chira khang thé CD20 st dung duéi da (ot
hon 1a Rituximab) theo sang ché cin dén ndng d6 khang thé cao (khoang 120
mg/ml) & budc tinh ché cubi cing clia qua trinh bao ché. Cho nén bude xir Iy
khac (siéu loc/loc kép) duge dua vao qua trinh bao ché khang thé CD20, t6t hon
1a Rituximab. Dugc phim chita khang thé khang CD20 ndng d6 cao, 6n dinh
theo sang ché ciing c6 thé dugc cung cip dudi dang duoc phdm protein on dinh
c¢6 thé hoan nguyén véi chét pha lodng thich hop dé tao ra dugc phidm hoan

nguyén chtra khéng thé khang CD20 ndng do cao.
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Tét hon 14 duoc phim chira khang thé CD20 SC theo sang ché dugc su
dung @& didu tri bénh ung thu, t&t hon 12 bénh ung thu biéu hién CD20.

Thuit ngit “khoang” nhu dugc sir dung trong ban mo ta sang ché dung dé
chi tri sé cu thé duoc dé xuét c6 thé thay dbi t6i mot muc d6 nhat dinh, vi du, c6
nghia 14 c4c tri sb nim trong giéi han + 10%, t6t hon 13 + 5%, t6t nhit 1a + 2%

nam trong gia tri da cho.

Ngoe‘li cac thir nghiém néu trén, cac thir nghi€ém in vivo khac nhau c6 thé
dugc stir dung bai chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, co thé cho cac
t& bao trong co thé cia bénh nhan tiép xtic v6i khang thé ma c6 thé duge danh
dAu tiy ¥ bang chét dong vi danh dAu c6 thé phat hién duoc, vi du chit dong vi
phong xa, va gan két khang thé v&i céc té bao & bénh nhan c6 thé duoc danh gia,
vi du bang cach quét bén ngoai vé d6 phéng xa hodc bang cach phan tich sinh

thiét 14y & bénh nhén trudc khi tiép xtc vdi khang thé.

P3 du tinh ring duoc phdm chira khang thé CD20 SC theo sang ché nay
c6 thé ciing duoc st dung dé diéu tri cac bénh hodc cac rdi loan khong 4c tinh
khac nhau, nhu, chra bénh tu mién dich nhu duge xac dinh & day: bénh lac ndi
mac tr cung; bénh xo climg bi; tai phat hep van tim; cdc polyp nhu polyp rudt
két, cac polyp miii hodc cic polyp da day-rudt; u tuyén xo; bénh hé hip; viém
tai mat; bénh u xo than kinh; bénh than da u nang; cac bénh viém; cac r6i loan
da chﬁa bénh vay nén va chimg viém da; bénh mach; céc tinh trang bénh lién
quan dén qua trinh tang sinh bét thudng cua cac té bao biéu mé mach; bénh loét
da day-rudt; bénh Menetrier, bénh u tuyén tiét hodic hdi chimg mét protein; cac
r6i loan than; cac r6i loan tao mach; bénh mét nhu bénh thoai hoa diém vang
lién quan dén tudi, hoi chimg nidm Histoplasma mit gia dinh, bénh hinh thanh
mach médi vong mac xuét phat tir bénh véng mac ting sinh do tiéu duong, tao
mach vdng mac, bénh vdng mac do tiéu dudng, hoic bénh thoai héa diém vang

lién quan dén tudi; cac bénh ly lién quan dén xwong nhu bénh viém xuong khép,
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bénh coi xuong va chimg loang xuong; tén thuong sau tic dong thiéu mau cuc
bd ndo; cac bénh hda xo hodc phu nhu bénh co gan, ching xo héa phéi, bénh
sacoid, bénh viém tuyén gidp, hoi ching ting d6 nhét hé thdng, bénh Osier
Weber-Rendu, bénh tic phéi man tinh, hoac ching phu sau bong, chn thuong,
birc xa, dot quy, chimg gidm ‘oxy huyét hoac ching thiéu mau cuc bo; phéan img
nhay qua muc cua da; bénh vong mac do tiéu duong va bénh than do tiéu duong;
héi chimg Guillain-Barre; bénh manh ghép chéng lai vat chu hogc thai bé manh
ghép; bénh Paget; viém xuong hodc khop; 1o hoéa sém (vi du do birc xa tir ngoai
da ngudi gly ra); ching phi dai tuyén tién liét lanh tinh; mét s6 lay nhiém vi
khun ké ca cac tac nhan gay bénh vi khuén duoc chon tir adenovirut, hantavirut,
Borrelia burgdorferi, Yersinia spp. va chimg ho ha Bordetella; cuc dong do két
tu tiéu clu gdy ra; cac bénh sinh san nhu bénh lac ndi mac tr cung, hdi ching
tang kich thich budng trimg, tién san giat, chay mau tir cung do rbi loan chirc
nang, hodc da kinh kéo dai; viém mang hoat dich; bénh vita dong mach; bénh
than c4p tinh va mén tinh (chtra viém than tiéu cu ting sinh va bénh than do
tiéu duong gay ra); bénh cham bdi nhiém; hinh thanh seo phi dai; soc do ndi doc
t6 va 1ay nhim ndm; bénh polip da u tuyén di truyén; cac bénh thoai hoa than
kinh (bénh Alzheimer; sa sut tri tu€ lién quan dén AIDS, bénh Parkinson, xo
cing cOt bén teo co, bénh vong mach dui mu, bénh teo co xuong sdng va thoai
hoa tiéu ndo); cac hoi chung loan san tuy; thiéu mau khong tai tao; tdn thuong
do thiéu mau cuc bd; ching xo hoa phéi, than hoac gan, bénh tang nhay do té
bao T gy ra; ching hep moén vi phinh truéng & tré em; hoi chimg tic nghén
dudng tiét niéu; chimg viém khép vay nén; va viém tuyén giap Hasimoto. Cac
chi dinh diéu tri d6i v&i bénh khong ac tinh dugce uu tién 1a nhu dugce xac dinh &

day.

Néu chi dinh 12 bénh ung thu, bénh nhéan c6 thé duge diéu tri bang td hop
ctia duoc phdm khang thé, va tac nhan héa liéu phap. Viéc sir dung két hop chira

cing st dung hoic sir dung dong thoi, st dung céc duge phim riéng biét hoic
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duge phidm don, va sir dung lién tiép theo thir tu bét ky, trong d6 t6t hon 1a ¢6
khoang thdi gian khi c4 hai (hodc tt ca) hoat chét dong thoi tao ra cac hoat tinh
sinh hoc cta chiing. Vi vay, tic nhan hoa liéu phap c6 thé dugc cung cép trudc,
hoic sau khi st dung dugc phdm khang thé theo sang ché. Theo phuong an nay,
t5t hon néu viéc dinh thoi gitra it nht mot 1an st dung tac nhan hoa lidu phap va
it nhat mot 1an st dung duoc phdm chira khang thé theo sang ché 1a khoang 1
thang hoac it hon, va t5t nhat 1a khoang 2 tudn hodc it hon. Theo cach khéc, tac
nhan hoa liéu phéap va duoc phim chira khang thé theo sang ché duoc cho bénh
nhan st dung dong thoi dudi dang dugc phim don hoic cac duge phim riéng

biét.

Céch diéu tri bang dugc phdm chira khang thé nay s& cai thién cac du
hiéu hodc céac triéu ching ctia bénh ung thu hodc bénh. Vi duy, néu bénh can
dugc didu tri 1a bénh ung thw, liéu phap nay c6 thé 1am ting su sdng sot (su séng
sot toan dién va/hodc séng sot ma bénh khong tién trién) va/hodc co thé tao ra
dap tng 1am sang khach quan (mot phan hozc hoan toan). Ngoai ra, cach diéu tri
béng t6 hop ciia tc nhan héa liéu phap va duge phim khang thé c6 thé tao ra loi

ich diéu tri, hiép ddng hodc 16n hon nhiéu cho bénh nhan.

Tét hon néu khang thé trong duoc phdm dugc ding 1a khang thé tran. Tuy
nhién, khéng thé dugc dung c6 thé dugc két hop véi tac nhan gy doc té bao.
Tt hon 1a thé tiép hop mién dich va/hoic khang nguyén ma né duge gén két véi
duge ddng héa bang té bao, lam ting hiéu qua diéu tri cua thé tiép hop mién
dich khi giét t& bao ung thu gin két vdi né. Theo mdt phuong 4n uu tién, tic
nhan gdy doc té bao nham vao hodc giy can tré axit nucleic trong té bao ung thu.
Cac vi du vé cac tic nhan gdy doc té bao ndy chira cac maytansinoit, céc
calioheamixin, c4c ribonucleaza va endonucleaza ADN. Céc thé tiép hop mién

dich dugc wu tién 1 cdc thé tiép hop mién dich Rituximab-maytansinoit (T-
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DM1) tuong tu v6i Trastuzumab-DM1 (T-DM1) nhu dugec mé ta trong WO
2003/037992, t6t hon nita 14 thé tiép hop mién dich T-MCC-DMI.

Pé st dung duéi da, duge phim c6 thé dugc cung cip bing mot thiét bi
thich hop, nhu (nhung khéng gi6i han &), bom tiém; thiét bi tiém (vi du thiét b
INJECT-EASE™ va GENJECT™); bom truyén (vi du nhu Accu-Chek™); but
kim phun (nhu GENPENT™; thiét bj khéng kim (vi du MEDDECTOR™ vi
BIOJECTOR™); hoic qua hé phan phéi du6i da bang miéng dan.

Luong duoc phdm chira khang thé khang CD20 d4 néu dé ngan ngira hodc
diéu tri bénh, va viéc xac dinh thoi gian st dung s& tiy thudc vao loai (loai,
gibng, do tudi, trong luong,v.v..) va tinh trang clia bénh nhan can diéu tri va
mitc dd nghiém trong va bénh can diéu tri. Cling quan trong dé xac dinh lidu
thich hop 14 tién trinh bénh, du khang thé dugc st dung cho cac muc dich phong
ngira hay diéu tri, tuy thudc vao liéu phap da dung trude do, lich sir 1am sang cua
bénh nhén va dép tmg ciia ho véi khang thé. Viéc xac dinh lidu cudi cling 13 tiy
thudc vao su suy xét ctia bac sy diéu tri. Khang thé duoc sir dung mét cach thich
hop cho bénh nhan mot 14n hoic trong cac dot diéu tri. Tuy thudc vao loai va
mic d0 nghiém trong ctia bénh, khoang lpg/kg dén 50mg/kg (vi du 0,1-
20mg/kg) khang thé khang CD20 14 liéu sir dung ban dau dé xuét cho bénh nhén.

Liéu khang thé khang CD20 d4 néu dugc wu tién s& ndm trong khoang tir
0,05mg/kg dén 10mg/kg trong lugng co thé. Vi vay mét hodc nhiéu lidu khoang
0,5mg/kg, 2,0mg/kg, 4,0mg/kg, 10mg/kg hodc 30mg/kg (hodc t6t hop bat ky cua
chung) c6 thé durqc cung cip cho bénh nhan. Ty thudc vao loai (loai, gidng, do
tudi, trong lwong,v.v..) va tinh trang ctia bénh nhan can diéu tri va tiry thube vao
loai khang thé khang CD20, lidu cua khéng thé khang CD20 thir nhét ¢ thé
khéc vdi lidu cua khang thé khang CD20 thir hai. Céc lidu nay cé thé duoc sir
dung hang ngay hoic khong lién tuc, vi du ba dén 6 ngay mot 14n hodc tham chi

mot dén ba tudn mot lan. Liéu st dung ban dau cao hon, tiép theo 1a mdot hoac
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nhiéu liéu thip hon c6 thé dugc sir dung. Dua vao cic thir nghiém 14m sang
(xem cac Vi du 3 va 4 vé vi du minh hoa khéng gi6i han cho rituximab), lidu
luong duoc uu tién nim trong khoang tir 300mg/m? dén 900mg/m2. Pugc wu
tién hon néu gi6i han lidu duoc wu tién ciia khang thé khang CD20 14 khoang
375mg/m? dén khoang 800mg/m> Cac liéu wu tién dic biét ciia khang thé khang
CD20 nay l1a cac lidu nim trong khoang 375mg/m?, khoang 625mg/m? va
khoéng 800mg/m?. Ngoai ra, dugc uu tién 1a cac lidu c¢b dinh cia khang thé

khang CD20 da néu.

Theo mot phwong 4n, cac lidu lugng c¢b dinh dbi véi u bach huyét té bao B,
t6t hon néu u bach huyét khong phai thé Hodgkin, 1a nhu sau. Uu tién 12 khoang
1200 mg dén khoang 1800 mg khang thé khang CD20 trén mét lidu. Uu tién hon
nita 13 cac liéu dugc chon tir nhém vao khoang 1300mg, khoang 1500mg,
khoang 1600mg va khoang 1700mg khang thé khang CD20 d3 néu trén mot lidu.
Ut tién nhét, néu lidu cé dinh déi véi cac bénh nhén ¢6 u bach huyét t bao B,
t5t hon 12 c4c bénh nhan c6 u bach huyét khéng phai thé Hodgkin, 12 khoang
1400mg khéang thé khang CD20 di néu (vi du Rituximab) trén mot lidu ma c6
thé dugc sir dung theo cac liéu trinh khac nhau chira khoang 2 thang mot l4n
(chtra khoang 8 tudn mot lan), khoang 3 thang mot lan (chtra khoang 12 tuin
mdt 14n), trong khoang 2 nam (hoic nhiéu hon),v.v.. (ciing xem céc Vi du 3 va 4

vé vi du minh hoa khéng gi6i han cho rituximab).

Theo mot phuong an khéac, cac liéu cb dinh d6i véi cac bénh nhan bi bénh
bach cAu, tdt hon 12 cac bénh nhan bi bénh bach cu té bao mach huyét man tinh
(CLL), 1a nhu sau. Uu tién la khoang 1600mg dén khoang 2200mg khang thé
khang CD20 di néu trén mot lidu. Uu tién hon nita 13 cac lidu duge chon tir
nhém bao gdém cac lidu khoang 1700 mg, khoang 1800mg, khoang 1900mg, va
khoéng 2100mg khang thé khang CD20 d3 néu trén mot liéu. Theo mét phuong

an, liéu c6 dinh doi vdi cdc bénh nhin bi bénh bach cau, tot hon 1a cac bénh
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nhan CLL, 1a khoang 1870mg khang thé khang CD20 d3 néu (vi du Rituximab)

trén mot li€u.

Theo mot phuwong an khac nira, cac liéu cb dinh d6i v6i cac bénh nhan bi
bénh tu mién dich, nhu bénh thép khép, da xo cing, viém than luput, bénh tiéu
duong, ITP, va bénh viém mach 14 nhu sau. Uu tién 1a khoang 1200mg dén
khoang 2200mg khang thé khang CD20 di néu trén mot lidu, vi du khoang
1500mg khéng thé khang CD20 d4 néu (vi du Rituximab) trén mot lidu.

Néu tac nhan héa liéu phap duoc st dung, ma né thudong dugc sir dung
véi cac lidu da biét, hodc tiy v giam xubng do tac dong két hop cua cac dugc
chét hoic céc tac dung phu khong tét do st dung tac nhan héa liéu phap. Qua
trinh didu ché va dinh lidu cho céc tic nhan hoéa liéu phéap nay cé thé dugc sk
dung theo cac chi din cta nha san xuit hodc nhu dugce xac dinh theo kinh
nghiém cua théy thube. Qua trinh diéu ché va dinh liéu cho liéu phap héa hoc
nay cling dugc md ta trong Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams &
Wilkins, Baltimore, MD (1992).

Tt hon 14 duge phim 6n dinh chira khéng thé khang CD20 dugc dung
theo sang ché duoc tiém duéi da, trong d6 tét hon 1 sir dung 13p lai vai lan
trong cac khoang thoi gian 12 3 tudn (q3w). Tt nhét 1 dung tich ddy du cia
dung dich tiém dugc sir dung trong khoang thoi gian 1 dén 10 phut, t6t hon 14 2
dén 6 phut, tot nhit 1a 3 + 1 phut. Tét nhét 1a sir dung trong 2 ml/phit, tic la
khoang 240mg/phut. P6i v6i nhiéu bénh nhan néu khéng c6 cac tic nhan héa
liéu phap khac dugc str dung trong tinh mach (IV) thi cach sir dung duéi da nay
lam cho bénh nhén cé thé d& dang tu st dung tai nha hon. Diéu nay giup cho
viéc tun thu ché d6 diéu tri cao va giam/loai bd céc chi phi dé sir dung IV (tic
13, c4c chi phi diéu dudng dé sir dung IV, tién thué giuvong, chi phi cho bénh
nhan di lai...). Cach sir dung dudi da theo sang ché s& rét c6 kha ning lién quan

dén tan so va/hodc cuodng do giam cla cac phan ung gan lién vdi viée truyén.
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Theo mdt phuong an uu tién, dugc phim duogc sir dung dé ngan ngilra
ho#c lam giam sy di cén hodc su lan truyén thém & bénh nhan bi bénh ung thu
bidu hién CD20 nay. Dugc phim duoc st dung dé 1am tang thoi gian séng cta
bénh nhén nay, lam ting tién trinh séng sét ma bénh khéng tién trién ctia bénh
nhan nay, lam ting khoang thoi gian dép Umg, tao ra sy cai thién c6 y nghia vé
mat 1am sang va déng ké theo théng ké & bénh nhan dugc diéu tri nhu duogc xac
dinh bang khoang thoi gian sdng, sbng ma bénh khong tién trién, ty 1€ dap Ung
hodc khoang thoi gian dap img. Theo mét phuong 4n uu tién, duoc phim dugc

str dung dé 1am ting ty 18 dap tmg & nhém bénh nhan.

Trong pham vi ciia séng ché nay, mét hoc nhiéu chit trc ché sinh truong
khac, cac tac nhan chéng ung thu, giy doc t& bao, hoa liéu phap, chdng tao mach,
chét chéng ung thu hoic (cac) xytokin, hogic cac hop chét nang cao hiéu qua cia
céc tac nhan nay c6 thé duoc st dung dé didu tri bénh ung thu biéu hién CD20
bang khang thé khang CD20. Tét hon 13 viée diéu tri bing khéng thé khang
CD20 dugc stir dung ma khong c6 cac tadc nhan chéng ung thu, gay doc té bao,
hoéa liéu phap khac nay, hoac cac hop chét nang cao hiéu qua cla cic tac nhan

nay.

C4c tac nhan nay chira, vi du: cic tac nhan alkyl héa hodc céc tac nhén co
tdc dung alkyl hoa nhu xyclophosphamit (CTX; vi du xytoxan®), clorambuxil
(CHL; vi du leukeran®), cisplatin (CisP; vi du platinol®) busulfan (vi du
myleran®), melphalan, carmustin (BCNU), streptozotoxin, trietylenmelamin
(TEM), mitomyxin C, va céc loai tuong tu; cac chit chéng chuyén hoa, nhu
metotrexat (MTX), etoposit (VP16; vi du vepesid®), 6-mercaptopurin (6 MP), 6-
thiocguanin (6TG), cytarabin (Ara-C), 5-flouraxil (5-FU), capecitabin (vi du
Xeloda®), dacarbazin (DTIC), va céc loai tuong tu; cac chét khang sinh, nhu
actinomyxin D, doxorubixin (DXR; vi du adriamyxin®), daunorubixin

(daunomyxin), bleomyxin, mithramyxin va cac loai tuong tu; cac alkaloit, nhu
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cac vinca alkaloit nhu vincristin (VCR), vinblastin, va cac loai tuong tu; va cac
tac nhan chdng u khéc, nhu paclitaxel (vi du taxol®) va céac dan xuét paclitaxel,
c4c tic nhan kim ham té bao, cac glucocorticoit nhu dexamethason (DEX; vi du
decadron®) va cac corticosteroit nhu prednison, cac chit e ché nucleosit
enzym nhu hydroxyure, cidc enzyme lam kiét axit amin nhu asparaginas,
leucovorin va cac din xudt axit folic khac, va céc tac nhan chdng u khéc, tuong
tu. Céc tac nhan dudi dy ciing c6 thé duoc st dung l1am céc tac nhan khac:
arnifostin (vi du ethyol®), dactinomyxin, meclorethamin (hoi cay nitow),
streptozoxin, xyclophosphamit, lomustin (CCNU), doxorubicin lipo (vi du
doxil®), gemxitabin (vi du gemzar®), daunorubicin lipo (vi du daunoxome®),
procarbazin, mitomyxin, docetaxel (vi du taxotere®), aldesleukin, carboplatin,
oxaliplatin, cladribine, camptothecin, CPT 11 (irinotecan), 10-hydroxy 7-etyl-
camptothecin (SN38), floxuridin, fludarabin, ifosfamit, idarubixin, mesna,
interferon beta, interferon alpha, mitoxantron, topotecan, leuprolid, megestrol,
melphalan, mercaptopurin, plicamyxin, mitotan, pegaspargaza, pentostatin,
pipobroman, plicamyxin, tamoxifen, teniposit, testolactone, thioguanin, thiotepa,
uraxil mu tat, vinorelbin, clorambuxil. Tbt hon 12 viéc diéu tri b%tng khang thé

khang CD20 dugc stir dung ma khong c6 cac tac nhan khac nay.

Viéc str dung céc tac nhan gy doc té bao va chdng ung thu duge mo ta &
trén ciing nhu dugc chat chéng ung thu dic hiéu dich chéng ting sinh giéng nhu
cac chét trc ché protein kinaza trong ché do diéu tri _béng hoéa li€u phép thuong
s& dugc mo ta rd trong cac linh vuc diu tri bénh ung thu, va viéc sir dung ching
¢ day cling dugc can nhéc dé theo di su dung nap va hiéu qua va dé kiém soat
duong dung va lidu st dung, véi mot s6 diéu chinh. Vi du, lidu thuc té cua céac
tac nhan gy doc té bao co thé thay di tiry thudc vao dap tmg cia té bao d nubi
cdy ctia bénh nhan dugc xac dinh bing cach sir dung cac phuong phap nuéi chy
md. Néi chung, lidu luong s& giam so véi lugng st dung khong c6 céc tdc nhan

bo sung khéc.
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Céc lidu lugng thong thudng cia tac nhan gy doc té bao hitu hidu co thé
nim trong céc gi6i han dugc khuyén cdo ciia nha san xut, va trong d6 duoc
biéu thi biang cac dap ung in vitro hoic cac dap ung trong cic loai dong vat, c6
thé giam dén mot bac vé néng do hoac luong. Vi vay, lidu thuc té s& phu thudc
vao quyét dinh cua thdy thudc, tinh trang bénh nhan, va hi¢u qua cia phuong
phap diéu tri dwa vao dap tmg in vitro clia cac t& bao 4c tinh d3 nudi ciy ban dau
hodc mAu mé nuéi ciy mo, hoic cac dap tmg duoc thdy & cac loai dong vit thich

hop.

Trong pham vi cta sang ché nay, mot lugng birc xa ion héa hiru hiéu cé
thé dugc tién hanh va/hodc thube c6 phéng xa cd thé duogc str dung cung voi
viéc diéu tri bénh ung thu biéu hién CD20 bing khang thé khang CD20. Ngudn
bric xa c6 thé hodc dé dung bén ngoai hoac bén trong cho bénh nhan can diéu tri.
Néu ngudn dé ding bén ngoai cho bénh nhén thi liéu phép dugc biét 12 liéu phap
chiéu xa chum bén ngoai (EBRT). Néu ngudn birc xa dé ding bén trong cho
bénh nhan thi viéc didu tri duoc goi 1a liéu phap tia phong xa dé gin (BT). Cac
nguyén tir phéng xa @ sir dung trong pham vi clia sang ché nay c6 thé dugc
chon tir nhém chira, nhung khong chi giéi han &, radi, xesi-137, iridi-192,
amerixi-241, vang-198, coban-57, dé)ng-67, tecneti-99, iot-123, iot-131, va indi-
111. Ciing ¢6 thé danh d4u khang thé bang cac chat ddng vi phéng xa nay. Tét
hon 12 viéc diéu trj bang khang thé khang CD20 duoc st dung ma khong c6 birc

xa ion hoa nay.

Liéu phap chiéu xa 1a diéu tri chuan dé khéng ché cac khéi u khong thé
cit b6 hodc khong mé dugc va/hodc cac khdi u di cin. Céc két qua cai thién da
duoc thiy néu liéu phap chiéu xa duoc két hop véi hoa tri lidu. Lidu phéap chiéu
xa dua vao nguyén ly 1a lugng phong xa cao dugc cung cAp t6i ving dich s& lam
chét cac té bao c6 kha ning sinh san & ca cic md u va md binh thudng. Ché do

lidu phéng xa thuong dugc xac dinh c6 lién quan dén liéu hép thu buc xa (Gy),

-70-



30121

thoi gian va phan doan, va phai dugce xac dinh can than béi bac sy chuyén khoa
ung thu. Luong bic xa ma bénh nhén tiép nhan s& phu thugc vao nhiéu van dé
khac nhau, nhung hai vin d& quan trong nhét 13 vi tri khdi u so véi cac chu triic
hoac cac co quan quan tfong ctia co thé, va mirc do ma khéi u da lan toa. Tién
trinh diéu tri théng thudng dbi voi bénh nhan dang trai qua liéu phap chiéu xa s&
12 mot liéu trinh diéu tri trong khoang 1 dén 6 tuan, véi lidu tong nam trong
khoang 10 va 80 Gy dugc cung cip cho bénh nhén véi lugng mdi ngay 13
khoang 1,8 d&n 2,0 Gy, 5 ngay mét tudn. Theo mot phuong 4n uu tién clia sang
ché nay, s& c6 tinh hiép ddng néu cc khdi u & bénh nhan dugc diéu tri bang liéu
phép diéu tri két hop cia sang ché va phéng xa. N6i cach khac, viéc tc ché su
phat trién cta khéi u béang céc ché phim chira duoc phim chira khang thé CD20
theo sang ché dugc gia ting khi dugc diéu tri két hop véi phong xa, tiy y véi
cac tac nhan chéng ung thu hodc hoa tri liéu khic. Céc théng sb vé cac liéu phap

phéng xa phu trg, vi du c6 trong WO 99/60023.

Céc ché do didu tri khac c6 thé duoc két hop vé6i khang thé chira, nhung
khong chi gidi han & (cac) tac nhéan hoa tri li€u thir hai (ba, bbn,v.v..) (ndi theo
cach khac 1a “dung dich thudc hdn hop” cia cac tic nhan héa tri liéu khéc nhau);
khang thé don dong khéc; chét trc ché sinh truéng; tic nhan giy doc té bio; tac
nhan hoa tri li€u; tdc nhan chéng tao mach; va/hodc xytokin,v.v..; hodc hdn hop

thich hop bét ky ctia ching.

Ngoai cac ché do diéu tri néu trén, bénh nhan c6 thé duogc loai bo cac t€

bao ung thu bing cach phiu thuat va/hoic lidu phép chiéu xa.

Theo mot phuong an khac cta sang ché, vat dung duogc dé xuét chtra dugc
phim theo sang ché va cung clp cac huéng din dé st dung né. Vat dung nay
chira mo6t hop. Cac hdp thich hgp chira, vi du, chai, lo (vi du cac lo hai hodc da
ngan), bom tiém (nhu cac bom ti€ém hai hodc da ngan) va cac dng thir nghiém.

Hop c6 thé duoc tao ra tir nhiéu loai nguyén liéu nhu thily tinh hozc chét déo.
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Hop chira dugc pham va gén nhén trén no, hoic két hop véi, hop co thé chi ra
cac hudng din dé sir dung. Hop chita duge phim c6 thé 13 lo da dung, n6 c6 tinh
dén viéc sir dung 13p lai (vi du tir 2 dén 6 1an dung) ché phdm hoan nguyén. Vit
dung c6 thé con chira cac chét khac mong mudn theo quan diém st dung va
thuong mai, chtra cac chit dém khéc, céac chét pha loéng, cac bd loc, kim, bom

tiém, va bao goi gan vai cac hudng dan sir dung.

Tét hon 12 khang thé duoc bao ché theo sang ché hau nhu 1a tinh khiét va
hiu nhu mong mudn 13 ddng nhat (tic 1a khong chira cic protein nhiém tap,v.v..
trong d6 enzym hyaluronidaza trong dugc pham theo sang ché nay khéong dugc

goi 13 protein nhiém tap cia khang thé don dong khang CD20 theo séng ché).

Sang ché s& dugc hiéu diy du hon bing cach tham chiéu t6i cac Vi du
dudi day. Tuy nhién, ching s& khong dugc coi 1a 1am han ché pham vi clia sang

ché. Tat ca céc tai liéu va cac patent vién dugc dua vao day bang céach vién dan.
Vi du thuc hién sang che

Céac duoc phdm chira khang CD20 dé st dung dudi da theo sang ché dugc
tao ra dua vao cac két qua thir nghiém nhu duogc néu dudi day nho sir dung cac
phuong phép va cac thir nghiém phan tich va didu ché chung nhu dugc thé hién

duéi day.
Vi du 1: Bao ché cac dugc phdm dang 16ng ndng d6 cao

Rituximab dugc bao ché bang céc k¥ thuat tn cong di biét tir qué trinh
tao ra céc protein tai t6 hop. Dong té bao budng trimg chudt dong Trung Quéc
duge tao ra bang cach di truyén (CHO) nhu dugc mo ta trong EP-B-2000149
dugc khuéch dai trong dich nudi ciy té bao tir ngan hang té bao gbc. Khang thé
don dong Rituximab dugc thu hoach tir dich nu6i ciy t& bao nay va dugc lam

sach bang sic ky sir dung phép sic ky 4i luc cb dinh Protein A, phép sdc ky trao
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doi ion, loc dé loai bé cac nhi€m tap virut, tiep Theo sac ky trao doi anion va

siéu loc/loc thim téch..

rHuPH20 duoc diéu ché bing cac k§ thuat tin cong 1a da biét tir qua trinh
tao ra cac protein tai t6 hop. Quy trinh nay bét dAu bang cach lam tan bing cac
té bao tir ngan hang té bao hoat dong (WCB) hoic tir ngin hang té bao gbc
(MCB) va ting thé tich nho dich nuoéi c4y té bao trong hang loat binh quay. Dich
nudi cdy té bao dung tich tdi 6 lit dugc ding dé tao ra ngudn té bao lién tuc duoc
duy tri duéi ap sudt chon loc bang metotrexat. Khi di ting thé tich t&i khoang 36
lit, dich nudi cdy dugc chuyén vao binh phan tng sinh hoc dung tich 400 lit dé
thé tich mé cudi cing khoang 300 lit. Binh phan g sinh hoc san xuét dugc
thao tac theo kiéu cip theo mé, khong lua chon 4p suat, va thoi gian cia giai
doan san xuét khoang hai tuin. rHuPH20 duoc dung vao dich nudi ciy. Binh
phan tng sinh hoc dung tich 1000 lit c6 thé ciing dugc sir dung cho thé tich mé
cudi ciing 1a 500 lit. Sau khi két thic giai doan san xuét, dich nudi ciy té bao thu
duge duoc 1am sach bang cach loc, va sau d6 dugce xir ly bang dung moi/chit tiy
dé 1am bt hoat céc virut. Tiép do, protein dugc lam sach bing mot loat gém bdn
quy trinh sic ky cot d8 loai bo céc tap chét cua quy trinh va san phdm. Buéc loc
virut dugc tién hanh, va sau d6 khdi di loc dugc co, bao ché dua vao chat dém
cudi cing: 10mg/mL rHuPH20 trong dung dich chira 20mM chit dém L-
histidin/HCI1, d6 pH=6,5, 130mM NaCl, 0,05% (khéi luqng/thé tich) polysorbate
80. Luong rHuPH20 dugc bao quan & nhiét do dudi -70°C.

Cac ta duoc khac cta dugc phém theo sang ché dugc sir dung rong rai
trong thuc té va 1a da biét dbi véi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay. Vi vy,

khéng can phai giai thich chi tiét chung.

Céc duge phim 13 duge phdm dang 16ng dé sir dung dudi da theo séng

ché duoc bao ché nhu sau.
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P& bao ché cac duogc phém dang long, Rituximab dugc trao ddi chat dém
dua vao chit dém loc kép 1a ché phém dém di duoc du tinh va, néu can c6 mjt
bing loc thAm tach t6i ndng d6 khang thé khoang 200mg/ml. Sau khi lgc xong,
cac ta dugc (vi duy, trehaloza, rHuPH?20, chit hoat dong bé mat) dugc bd sung
nhu cac dung dich gbc duoc bd sung vao dung dich chita khang thé. Cudi cung,
ndng do protein dugc didu chinh bing chit dém t&i néng do Rituximab khoang
120mg/ml.

Tht ca cac duge phdm dugc loc tiét tring qua cic mang loc gan két
protein mirc thip c6 ¢& 18 0,22pm va dugc nap diy vo trung vao cac 19 nho thuy
tinh tiét truing dung tich 6ml bit kin bang nt cao su phi ETFE (Copolyme cta
etylen va tetrafloetylen) va cac nép nhém. Thé tich nap day khoang 3,0ml. Cac
dugc phdm nay dugc bao quan & cac nhiét do khac nhau (5°C, 25°C va 40°C)
trong cac khoang thoi gian khac nhau va nén bang cach lic (1 tun véi tan suét
l4c 200 vong phut & nhiét 6 5°C va 25°C) va cac phuong phép stress lam dong
lanh - tan bing. Cac mau dugc phén tich truéc va sau khi 4p dung cac thr

nghiém stress bang cac phuong _phe'lp, phan tich sau:
1) phép do quang phd UV;
2) phép séc ky loai trir kich thuéc (SEC);
3) bing phép sic ky trao d6i ion (IEC);
4) phén tich d6 duc cta dung dich;
5) phén tich cac hat nhin thiy; va
6) phén tich hoat tinh rHuPH20.

Phd UV, dugc st dung dé x4c dinh luong protein, dugc thuc hién béng

phé quang ké Perkin Elmer A35 UV véi chiéu dai budc séng nim trong khoang
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tir 240nm dén 400nm. Céc mau protein tinh khiét dugc pha lodng t6i khoang
0,5mg/ml ché phdm dém tuong tng. Nong db protein dugc tinh theo cong thirc 1.

A(280) — A(320) x dil. factor

g<cm%1g> x d{cm)

Mirc d6 hap thu anh sang UV & 280nm duoc hiéu chinh theo mirc 46 tén

Céng thic 1: Nong do protein=

xa anh sang & 320nm va nhan véi hé s pha lodng, n6é dugc xac dinh tir cac khéi
d3 dugc can va ty trong ciia mau tinh khiét va chét dém pha lodng. T s6 dugc
chia cho két qua cta d6 dai dudng dén d cia éng thuy tinh thir nghiém va hé sb

tat &.

Phép sic ky theo loai ¢& (SEC) duoc sir dung dé phat hién loai phan tir
luong cao hoa tan (cac khdi két tu) va cdc san phim thity phan phan ti lugng
thip (LMW) trong cac ché phdm. Phuong phép sir dung thiét bi HPLC thich hop
c6 gin cam bién UV (budc séng phéat hién 280nm) va cot TosoHaas TSK
G3000SWXL (7,8x300mm). Céac khdi két tu va céc san phdm thiy phan,
monome nguyén ven dugc tich bang profin rira giai ding thanh phén pha dong
béng cach st dung 0,2M di-kali hydro phosphat, 025 M kali clorua, d6 pH= 7,0
v6i tbe d6 chay 1a 0,5ml/phit,

- Phép séc ky trao dbi ion (IEC) dugc thuc hién dé phat hién cac san phim
thoai bién héa hoc 1am thay ddi dién tich thuc ciia Rituximab trong céc dugc
phim nay. Nham muc dich nay, Rituximab dugc cit bang Papain. Phuong phap
stt dung thiét bi HPLC thich hop gén bd cam bién UV (chiéu dai budc séng phat
hién 12 280nm) va cdt trao ddi cation phén tich Polymer Labs PL-SCX 1000A.
10mM MES, d6=pH 6,0 va 10mM MES, 0,2 M natri clorua, d6=pH 6,0, 1an luot

dugce st dung 1am céc pha dong A va B, véi toc do dong chay 1a 1 ml/phit.

Pé xac dinh d duc, mau tréng stra duoc do béng FTU (cac don vi d6 duc)

bang cach sir dung duc ké HACH 2100AN & nhiét d trong phong.
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Céac mAu dugc phan tich d6i v6i cac hat nhin thdy bing cach st dung dung

cu kiém tra bing mét Seidenader V90-T.

Thir nghiém enzym in vitro vé rHuPH20 nhu hyaluronidaza dugc st dung
lam thir nghiém vé hoat tinh. Thir nghiém nay dua vao su hinh thanh cta chét
két thia khong hoa tan khi hyaluronan (natri hyaluronat) gin két v&i chét két tia
cation. Hoat tinh enzym dugc do bing cach o rHuPH20 véi chit nén hyaluronan
va sau d6 1am két tiia hyaluronan khong hip thu bang anbumin huyét thanh axit
héa (huyét thanh ngua). D6 duc duoc do & chiéu dai bude song 1a 640 nm va
murc giam do duc do hoat tinh enzym gay ra d6i v6i chit nén hyaluronan 1a sb
do hoat tinh enzym. Quy trinh nay dugc tién hanh bang cach st dung dudng
cong chudn dugc tao ra bdi cdc muirc pha lodng cia miu chuln tha nghiém

rHuPH20, va hoat tinh mau dugc doc tir dudng cong nay.

Céac két qua cua thtr nghiém veé d§ on dinh doi véi cac duge pham tir A

dén J dugc néu trong cac bang sau.

-76-



30121

18y 98D
6L61 | LY $9 4 10 8°L6 7T 148! uen) § JoS
enyo uQy|
Jueq
8y 08D
€CIT % pu pu 10 S°L6 b'T 141 (qum  |uey  we]
BNy JuQU .
nyo ¢) | /que| 3ugdg
8y oBd
9L91 by pu pu 10 9°L6 €T ST1 uenm | DoST %]
eNYo JUQY
8y 08D
09LT Ty pu pu 10 S°L6 v'T 148 uen | Do %1
enyo 3uQyy
J8Y 208D
0L61 v $9 14 10 8°L6 (A 148! ngp ueq -
B0 FUQY
() (%) o | ) | s 3
whzue | 0bnp | (LD pygd qea | (o) sAT-04 | MINT |owiouopy [mpapr | (/3% | wenbjuept ngip
qun Aeyy utqu onp ujoid | oequeid | /uenb oeq
180H 1Y 98D 0d uor 19p oen O IdH 00 180] 031} )'TdH OPSUON | QUYL [0p 8WN

66 Hd =0p © 0ZHANHI [W/N 000°C ‘08 1eq108£[0d 94900 ‘UrIONIU W]
‘YeIpAyIp ©ZO[eYan} INW([T ‘WPHSIY-T NWOZ ‘qewrxmpy [wy/3woz] ueyd yuey 1oa uop weyd oonp ] v weyd 2ong

R

Sues ooy Suoy Suep qewrxMIy Jeyo oonp enydo oonp don weyd oonp o8O BNO Yuip UQ Op 9A NI np 'A weyd o0np o8

-77-



30121

yuip ogx 3uQuy p'u

18] OBD
pu 18 9% el 'S b16 e pu uem ¢
enyo 3uQyy
; o0t
18y 0B
pu 'S 19 61 9°0 €°L6 1C 148! ugm ¢
enyo uQU]
J8Y 208D
60¥¢ 7 09 (44 S0 9°L6 61 pu uen} 9¢
eNyo FUQyY
8y 08D
S1¢cc 8y 19 v €0 8°L6 61 pu uenj ¢ DoST
enyo 3uQyy
18y 08D
SL6IT LYy 9 4 10 6°L6 0°C 148! uenj
enyo 3UQYY
J8(] 08D
TIve by €9 4 o 8°L6 1 41 uen) 97
enyo 3uQyy
18y 08D
61¢C 9y 29 9¢ 10 8°L6 1'C 141! uen ¢

enyo JuQyy

-78-



30121

18y 2Bd
LETT €9 9 4 10 9°L6 €T 141! uen) ¢
BNy JuQyy
. oS
18] 08D
S8¥¢C Y 9 4 10 8°L6 7T LT1 uen §
ento SUoyy]
3ugq
18y 08D
65CC 9°9 pu pu 10 L°L6 €T 9Tl (quip | uey  weg
eNyo U .
Ny 6) | /que 3ued
8y 08D
£19¢ 69 PU pu 10 8°L6 |4 8L uem | DoST OY]
BNy JuQyy
J8y oD
88¢CC 'L pu pu 1°0 L°L6 (a4 ! ugm | DoS %]
BNy JuQyy
18y 08D
344 | £9 4 10 L°L6 €T LT1 ngp uegq -
enyo JuQyy
() (%) 6 | 0 | s 2o
whzuo | oonp | (NID| yqd qeg | (06) 6104 | MINT |owouoy [y | (W/BW) | uenb | udpy nomp
yun Aeyy urqu onp urdjoad | oequerd | yuenb  oeq
180H 18y 08D e uot 1op oen )’ IdH 00 180 02} ) TdH OpSuON | 1YL |9p RWIHN

'1°9 =Hd 0p 9 OZTHINH! T/ 000°C ‘08 d¥eqiosA[od 949(°( ‘Uruonaw NW(|
eIpAYIp BZO[RYal) INWOTZ “UIPHSIY-T WWOT ‘qeurxmry [w/Swoz] ugyd yuey oA Suoy weyd oonp g| g weyd oong

-79-



30121

yuip ogX SuQuy ‘pu

18y 28D
pu 01T €S 14! Sy 76 €€ pu ugny ¢
ey JuQyy
. Dol
18y oBd
pu 9°8 6S 1T L1 1°96 7T pu uen) §
enyo Uy
18y 28D
L6EC 69 09 €c 81 796 |4 pu uenm 97
enyo 3uoyy _
18y 08D
€80T €9 19 144 A L°L6 |4 pu | uemg] D0ST
enyo U
J8y 08O
6L1C 9°9 9 4 10 6°L6 0T pu ugm §
enyo Uy
8y JBD
14454 8°9 19 4 10 L°L6 7T 611 uen} 97

enyo 3y

-80-



30121

J8(] 08D
Svoll Iy 29 9¢ 10 ‘86 Sl 0TI ueny 61
BNyo 3uQyy
. oS
18y o8O
90¢CC1 0°S a9 9¢ 00 $'86 S 144! ueny /
enyo Uy
3ugq
Jey JBd
69811 Ty pu pu 0°0 v°86 91 9CI (qumn  |uey  weg
enyo Suoyy .
nyo g) | /quel 3ued
J8Y oBd
OSTTI Sy pu pu 1°0 86 9°1 LTI ugm | DoST %]
enyo Uy \
18] OBD
£80CI 0y pu pu 00 £'86 9 LTI uen | Do§ OF]
enyo SuQyy , \
: J8Y 0Bd
€9611 by 86 LT 0°0 £'86 LT 9¢I1 ngp ueyq -
eNyo SuQy] ,
(/00 (%) 0 | @ | @ s 30
whzua | oonp | (ALD) dy/d qeg | (o4) sAT-04 | MINTT | owouopy | o | (/3D | uenbjuspy - ngip
qun Aey uryu onp urdjoad | oequerd | yuenb  oeq
JOH | 18y oB) We! uol 10p oex} )'IdH 09 180] 031 D'TdH OpSUON | QUL |0p RWIUN

'6°6 =Hd 9p © OTHANHI W/ 000°CT ‘08 d¥eqiosAod ¢490°) ‘Uruonew AUW( |

“eIpAYIp eZO[RYaL) NWQT WIPNSIY-T NWOT ‘qewrxmry Jw/Swoz] ueyd yueys oA Suop weyd oonp [ O weyd oong

-81-



30121

quip opx uQuy p'u

18y 08D
PU 00T Ss 4| ‘9 868 L€ Ppu | uem gl
enyo JuQyy
. Do0¥
18y 08O
PU zo1 09 81 6C 96 ST pu ugn) /
B0 3UQy]
J8Y oBd
8¥6C1 vy 09 T 91 996 81 ‘pu | ugmog
BOYO 3uQyy
J8Y 08D
LETET 8y 19 T 1 €°L6 ¢l PU | ugme] D65T
EOYO BUQU ,
12y 980 “ €9 4 a n “
65TC1 8°S L0 8°L6 Sl pu ueny /,
enyo SUQY ,
18y oBd
U pu pu U U U U pu | uemog

BNYo SUQy]

-82-



30121

pCEST | enyo SUOUy | LYy 29 9T 10 ‘86 ‘1 €Tl uen} 61
18y 982 oS
0€001 0°S £9 9¢ 0°0 °86 Sl STl uemny /
enyo 3uQy|
Jugq
Jey o8O
v6eTI by pu pu 0°0 v°86 S 144! (qum  uey  weq
B0 FUQy .
Ny 6) | /Mugl 3uod
By 08D
£c6cl £y pu U 1°0 86 ST €Cl uen | DoST O%]
enyo QU]
Jey oBd
LOSTI £ pu pu 00 86 S ¢ll uenm | DoS %1
BNy QU]
8y 08D
619C1 6y 29 9¢ 00 86 9T LT1 ngp ueq -
BNYO uQy]
(%)
(Tw/n) (%) (%) (%) M Jens Sun
wAzuo oonp (N1D| O/ad qed | (%) sAT-0d4 | MINT | dwWouoN | INH | (qu/Bwr) | uenb |udry ngp
qun Aeyy uryu ofp uor 19p urdjoxd | oeq ueid | /uenb oeq
1e0Hq 1Y 98D e oen J'1dH 00 1801 0343 )'1dH OPSUON | QUL |9Pp WN

'$°s =Hd 0p © 0ZTHANH [W/ 000°CT ‘0T ¥eqios[od 9490 ‘uruonaw INWQ|
“JeIpAyIp BZO[Ryal) NW(TT ‘ONoXe JIxe NW(Og ‘qewrxmry Jw/3woz] ueyd yuey 1A Suoy weyd oonp ey @ weyd oong

-83-



30121

quip ogX 3uQyy p'u

J8Y 08D
Pu 615 9¢ 6 09 $06 9°¢ pu uenm 61
enyo 3uoyy .
: o0t
18y oo
pu L'8T 09 L1 9T 8v6 9°C pu uen /
eNyo 3UQy]
18y 08D
pu ‘pu pu pu pu pu pu ‘pu ueny 97
B0 FUQYY )
18 08D
[€0€1 IS 19 T Tl T'L6 91 pu uen) 61 D0ST
enyo 3uQUy|
18(] 0BD
660¢1 6V a9 4 L0 L°L6 91 pu ueny /
enyo 3UQy|
181] 08D
‘pu ‘pu pu pu pu pu pu pu uen 97
enyo 3uQyy )

18] 08D




30121

168€1 | BOUo SUOUY | S 29 97 10 ‘86 ‘1 4! uen 61
181] 0B oS
144141 LY 9 9¢ 0°0 ‘86 1 ¢l uen /
enyo SUQU
3ugq
J8Y 0D
il244 , €y pu pu 0°0 ‘86 ST LTI (qun | uey  we]
enyo JuQyy
nyo g) | /quey sued
18 08D
eIl Ty pu pu 10 ‘86 1 LTI uem | DoSTO¥]
enyo U ‘
J8Y 08D
14471 'y pu pu 00 ‘86 ST 8CI uen | oS %1
enyo Uy
8y 08D
1€CC1 9y 29 9¢ 00 ‘86 Sl 9C1 nep ueg -
BNYO 3UQU
(%)
(Tu/n) (%) (%) (%) M Jens Sun
wAzud sonp | (NLA)| O/Ad qed | (%) SAT-04 | MINT | dwouoly | NH | (ju/Sw) | uenb | ugry nQIp
qyun %mﬁ uryu otip ol 10p ujoad | oequeid | juenb oeq
1OH | 1BY9B) ! oeny D TdH 00 180] 09} )'TdH OpSUON | QUL |0p IN

'6°6=Hd 0p © OZTHNHI [W/N 000°C1 ‘0T ¥eqIosAjod 94900 “UruonaW AW

“VeIPAYIp €ZOTEYN) NWOZ ‘WPHSIY-T INWOT ‘quuarxmny [w/3woz] ugyd yuey 1o Suol weyd oonp gf g weyd oong

-85-



30121

yuip oex 3uQyy 'p'u

J8Y 0D
U LTT ¢¢ 4! Y 968 6°¢ pu uen 61
enyo Suouy
5 UoO._w
18 0BO
pu 901 09 31 6C 96 ST Ppu uem /
enyo uQU]
J8y 08D
pu pu ‘pu pu pu pu pu ‘pu ueny 97
enyo Uy '
JeY 0D
evell 9y 19 (44 ‘T v'L6 ST pu uen} 6| JoSTC
B0 FUQU
18y 08D
0pSel €Y 9 4 L0 8°L6 ST pu uem /
BNy 3UQU
J8Y 08D
pu pu pu ‘pu pu ‘pu ‘pu pu ueny 97
eNYo FUQU )

J8Y 08D

-86-



30121

¥SOTT | BOYo SUQUY| §°I¢€ 29 97 3 10 | ¥'86 | S°1 811 | uem 6]
18 080 DoS
89€01 v1€ €9 4 € 00 | ¥86 | 91 7] | uem
enyo Uy
3ueq uey
J8y oBd .
69811 P0€ pu pu pu 00 | 1% | 61 STl (quin | we /que
BOYO 3UQU]
Yo ) 3uo@
18Y 08D
0STII I°T¢ pu pu pu 10 | S°L6 | ¥T GTI | uBM T | DST %]
BNy uQyy
18y oBd
€80C1 0°1¢ pu pu pu 00 | ¥'86 | 91 LT | WM | DoS 9%
G| \
18 980 negp
PE0TT L'8T (4 9T € 00 | €86 | 9T | ¢TI , -
enyo SuoUy ueq
(%) a+e | (%)
(/) 6 | 06 | sNaed | (%) |@pow| a | (W/BW] wenb | agnsSun
WAZU9 o0onp O/ad qed| sAT-09 | weop owo | MINT | ouoy | AL urojoxd 0eq | UYL NQIp
yup | Aempumu | (L) op uer3 | /uenb oeq
®OH | 1BYog) | onp 0@ uor 1op oen) ) TdH 00 180] 0o} D' TdH SUON | IQUL |90p WIN

'G‘6=Hd 0p 0 OZHJINH [W/N 00071 ‘08 d1eqIosA[od 04700 ‘UruonowX
JAWQT ‘enIofo eu NWOZ] UpnsIy-T NWQg ‘qewrxmny ju/3woz] ugyd yuey 1A Suop weyd oonp g  weyd 26ng

-87-



30121

yuip ogx Suoyp| p'u

18y 08D
pu 0‘11¢ 199 £l 9 69 8°88 £y pu | ueme]
BNYO 3UQy]
. o0
18y 08D
pu 0°L8 65 61 S 1€ I'v6 6C pu uenj /,
ey JuQyy
18y 08D
pu pu pu pu pu pu pu pu pu | ugm 9z
BNyd 3UQYY )
8 08D
966¢I 9°1¢ 19 144 3 1 1°L6 L1 pu | uen g DoST
enyo JuQyy
J8Y] 08D :
£G8¢E1 ‘1€ £9 4 3 L0 9°L6 L1 pu uen} /
BNy SUQy]
18y oBd
pu pu pu pu pu pu pu pu pu | ugm 97
enyo SuQU )

J8Y 08D

-88-



30121

18y 3ugq uey
0LTIT | ovoenyd | ¢y pu Pu Pu 00 | 1'% | 61 | 9zl | (quin |weT /quel
Uy nypo ) 3uod
ey
B'U opoenYd | LGE pu ‘pu pu I'0 | L'L6 | €T 4! uem [ | D,ST 981
3uQUy
ey
bTE6 | 0B BOYO | 9°GE pu pu pu 00 | T'86 | 81 TC1 | uem | DS 9%
3uoyy
18y
80801 | opoenyo | €0F 29 9T 14 00 | 186 | 81 9¢1 | ngp ueq -
3uoyy
(%) 9+¢
06 | ©6) | sSNawd | @) |(@)ouw| (g | (W) b | gnsdun
QE\DV O.O.S@ ADrHrva O \mm qeq| s \A‘Hno q G@O@ 980 | MIN'T | OUOIN |MINH GMOHOHQ 0eq Q®~v~ $W~@
wAzuo | Aewumu | onp op uel3 | juenb oeq
yupieoy| 1®yoey | 0@ uot 10p oen ) IdH 00 1o] 0o} ) IdH SUON | WYL | 9P WIN

'6‘9 =Hd 0p © OZHANHI TW/N000°TT ‘08 S¥eqiosAod ¢470°0 ‘Uruonaw
JNWQ] ‘BNIO[O LeU JNW(Z] DLIIX JIXe JNW(Z ‘qewrxmry Ju/3woz] ueyd yuey) 10A 3uo weyd oonp e[ O weyd oonQ

-890-



30121

‘pu

Uy

0101

86

61

€76

pu

ugn) /

Do0F

pu

ey
o8O BNYO

Uy

pu

pu

pu

pu

pu

pu

pu

ugm 97

37441

rey
oBd eNYO

3uoyy

69€

09

144

696

pu

ugn) 61

SYo11

ey
oBO BNYO

Uy

oy

€9

144

L0

b'L6

pu

uen /

Y4

pu

18y
0BO BNYO

3uouy

pu

pu

pu

pu

pu

pu

pu

uen) 97

c0ClIl

ey
o8O eNYO

3uQUy

9°LE

9

9¢

786

3I1

ugny 61

12%3:14!

ey
oBd BNyYO

3uoyy]

¢'8¢

£9

144

7'86

144!

uegn) /,

oS

-90-



30121

yuip ogx Suoyy p'u

pu

rey
oBO BNYO

3uQuy]

0°68€

(43

4!

68

pu

ugny 61

ey

oBO BNYD

-01-



30121

081C1 |enyo SuQuy 8°0¢ a9 9¢ (3 10 7'86 L1 Cl uen 61
1By 08D DoS
€TLIT 8°€E €9 T € 0°0 7°86 81 bzl | uem
enyo Uy
Bueq uey
18y 08D )
[4241! 0°T¢ pu pu pu 00 186 61 LTI (quin | we  /quef
_ enyo Juoyy]|
nyo ¢) 3uo@
18y oD
S6SCI L6T pu pu PU 10 0°86 61 LTIl uenm [ 1 DoST 9%
enyo QU]
J8(] 08D
9¢601 £0€ pu pu pu 00 1'86 61 8CI uegm 1 DoS %1
enyo 3uQyy]
18y 980 ngp
IS611 vee 29 9¢ ¢ 0°0 0°86 0C LTI ) -
enyo Suoyy] ueq
(%) a+2
(/00 06 | @) | sNawd| 00 | (p) | () |(UAW] uEd ) apnsu
wAZuo oonp O/ad qe| sAT-04 | ugop oed| MIN'T | SWOUOIN | MINH utej01d orq | URPl RIP
qun | Aepumu | (L) op uerd | jugnb oeq
oy | 1®yogy | ofpo@ uot 10p oex} )'TdH Q0 18o] 03y} )'TdH SUON | QUL [0p WHN

'$‘9 =Hd 0p © OZTHJNH! [W/N000°TT ‘08 ¥eqros£jod 949010 ‘UruonaU NW(T
‘YeIpAyIp BZO[EYSN) JNWQ[T “OMIIX JIXe NW(T ‘qewrrxmpy [uy/3wog] ueyd yuey) 1oa Suoy weyd oonp gy { weyd oong

-02-



30121

Yuip 9gX SuQupy| 'p'u

18y o8O
pu 0°S6C 0§ 11 L pu pu pu P uEm 6]
B0 FUQy]
, Do0P
18y 080
pu 8v8 8§ 0T S pu pu pu pu ugm /
eNYo JUQyy ,
18y o8O
pu pu pu pu pu pu pu pu pu | ugm 97
B0 FUQY ,
ey
LTOTT | ogdenyd | $HI¢ 09 144 14 ‘T 696 1 pu | uem 6l DoST
3uoyy
18y OBD
8CLTI 8°0¢ a9 4 3 L0 €°L6 0T pu ueny /
eNyo JUQYy )
18y 28D
‘pu pu pu ‘pu pu pu pu pu pu | uem 97
_ enyd Suoyyy )

18y oBd

-03-



30121

SYST1 [BNnyo SUQUY| v 29 9T 3 10 v86 | 91 611 |uemel
18y oBd oS
80111 G'ee 9 ST € 0°0 b86 | 91 Ter | uemy |
enyo 3uQyy|
3ueq uey
Jey 08D .
85021 6°C€E pu pu pu 0°0 196 | 81 €Tl (quin | we  /que)
enYo Uy
nyo ) 3uo@
ey oBd
L€ |43 pu pu pu 10 €86 | LT bl | uem 1 | DoST %
enyo 3uQyy
J8Y o8O
1€2C1 €'ee pu pu pu 00 €86 | 91 6Tl | uwem [ | DoS 98]
B0 FUQYY
J8Y] 08D
TT011 0p€ 79 ST € 0°0 €86 | LT €C1 | ngp ueg -
enyo 3uQyy
(%) q+e
(r/0) W | @) | sNad| @) | () | () |(@/AW| wemb | gnsdun
WAZUS o0np (N1 O/dd qeq | sAT-04 | udop o8d| MIA'T [QWOUOIN | MINH utej01d 0pq | UOP[ NYIp
qun | A umyu | ofp | op uerd | /ugnb oeq
®oH | ®yoed | 9@ uot 10p oex ) TdH 00 1éo] 0o} )TdH SUON | QUL | 0P I9WN

"0°9=Hd 0p © OTHJNHI [W/N000°CT ‘08 21eqrosAjod o400 ‘Uruonewr
JNWQ] ‘Bnio[d eu WW(Z] ‘Wpnsy-T NWQg ‘qeunxmny w/Swoz] ueyd yuey 1oa Suop weyd oonp ey 1 weyd oong

-94-



30121

yuip opx 3uQyy p'u

18y 08D ,
Ppu 0°T6C €S 4! L 6°S 06 | L°C pu | uBM 6]
BNYO 3UQUy
. Do0¥
JeY 08D :
pu 1°88 8¢ 02 S 9°C 616 | ST pu | uem
enyo 3UQyy
J8Y] 08D
U pu pu pu DU U pu | pu | pu | uemoz
enyo 3uQyy| ,
Jey 08D
4543 9°p¢ 09 144 14 1T L6 | 81 pu | uem 6] D0ST
enyo 3uQy]
J8Y 08D
6L9C1 8ve 29 ST € 9°0 LL6 | L1 pu | um
enyo SUQU]
18y 08D
pU Pu | PU puw | PU | PU | CPU | PU | PU | UEM QT
enyo SUQYy ,

18y 0BD

-05-



30121

quip ogx 3uQyy p'u

3uon|
J8y 08D
9s quip
C | eoyo3uoyy | 7L ‘61 60 L6 808 0‘¢ 197 | uemog Dot
oex uey
nyu ngy
1013 > ,
ey 08D
8L6 09 809 L9T 61 €°L6 60 66T | uBmog D0ST
enyo SuQUyy
8y 08D
08€1 9°G 6°L9 161 60 °86 L0 L'ST | uemog DoS
enyo 3uQyy
J8y oBd
8L0T 8°S £°89 L8] 8°0 9°86 9°0 79T | uemog D00C-
enyo SuQyy]
8y 98D
€81 09 9‘89 ‘81 60 ‘86 9°0 167 | nep ueq -
enyo JUQy
3
(T Huw | ) | @ | @ | ) 1gns Bun
wAZus omp | (1) yumg |jxeSunp | MNT | owouopy | magg | (W/BW) | uenb ueny  nrp
qun Aeyy urqu onp urdjoad | oequeid | yjuenb oeq
1e0H 18y 98D 0@ | Uuoriop oen )TdH 00 1801 034} )'TdH OPSUON | QUL |9p RWHNN

'0°9 =Hd 0P © OTHINHI [W/1000°T ‘881 dwexo[od 9,700 YeIpAyIp ezo[eyax
INWQPZ WPHSIY-T INWOZ (<07aD>qQVIANY) 101vD [w/Swgz ueyd yueyy 1oa Suop weyd oonp gf [ weyd oon(

-06-



30121

Vi du 2: bao ché cac dugc phim 2H7 duoc nhén tinh héa dang long
khang CD20

Pé bao ché cic dugc pham dang 16ng, khang thé tai t6 hop dugc nhan
tinh hoa 2H7 khang CD20 (2H7.v16 da dugc bdc 16 trong WO 2006/084264)
dugc trao ddi chit dém dua vao chit dém loc thim tach chira dugc phém dém
da du tinh va néu cén, c6 téi ndng do khang thé khoang 60 va 120mg/ml. Sau
khi dat duoc néng do dich, cac ta duogc (vi du trehaloza, rHuPH20,
polysorbate 20) duoc bd sung dudi dang cac dung dich gbc vao dung dich
khang thé. Nong d6 protein cubi cing duoc didu chinh bing duoc phim dém

cubi cling t6i ndng d6 2H7 duoc nhan tinh héa khoang 30, 50, va 100mg/ml.

T4t ca cac duoc phdm dugc loc tiét tring qua cic mang loc gin két
protein mirc thip 0,22pm va dé day vé trung vao cac lo nho thuy tinh tiét
tring 3ml ddy bang cac nut cao su butyl dugc tao 16p véi nhua flo va bit nip
bang vong bit nhém/chét déo khéng biy 1én dugc. Thé tich db day khoang
1,2ml. Cac duoc phém dé duogc gitt & cac nhiét do khac nhau (5°C, 25°C va
40°C) trong cac khoang thdi gian khac nhau. Cac mau duoc phan tich & cac

diém thoi gian 6n dinh bang cac phuong phap phén tich dudi day:
1) phép do quang phé UV;
2) sic ky theo loai c¢& (SEC);
3) séc ky trao ddi ion (IEC);

4) thir nghiém gay doc té bao phu thudc bd thé (CDC) déi vdi hoat tinh
2H7 duoc nhéan tinh héa

5) thir nghiém dd duc ddi vé6i hoat tinh rHuPH20

1). Nong d6 protein dugc xac dinh bang phép nghién ciru phd d6 hip
thu birc xa tia tir ngoai nho sir dung phd quang ké Agilent 8453 véi chiéu dai
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buéc séng khoang tir 240nm dén 400nm. Cac mau duge pha lodng theo trong
lugng t6i khoang 0,5mg/ml bang dugc phdm dém tuong tng. Cac ndng do

protein dugc tinh toan theo cong thirc 1:

Néng d6 protein= ((Amax — As20) x DF) / (e(cm?mg) x d(cm)) (cong
thuc 1)

trong d6 DF 14 hé sb pha lodng, d 1 chidu dai dudng dan cia dng thuy
tinh thir nghiém va & 13 hé s6 dép tit bang 1,75 (cm¥mg™!) ddi véi 2H7 tai
Apax. DO he”ip thu 4nh séang UV tai A, (thuong tir 278 dén 280nm) dugc hiéu
chinh theo su tdn xa 4nh sang & 320nm va nhan véi hé sb pha loang, n6 dugc
xéc dinh tir cac khdi lugng da can va ty trong ctia mau tinh khiét va chit dém
pha lodng. Tt s6 duoc chia cho két qua cua do dai dudng dan cua 6ng thuy

tinh thir nghiém d va hé s6 dép tit e.

2). Phép sic ky theo loai c¢& (SEC) dugc st dung dé phat hién loai phan
tt luong cao c6 c6 thé hoa tan (cc thé két tu) va céc san pham thuy phan
phan tir luong thip (cac méanh) trong céc ché phim. SEC dugc thuc hién theo
Agilent Technologies, Inc. HPLC loai 1100 c6 gin b cam bién UV (budc
song phat hién 280nm) va ¢t TSK G3000SWXL (7,8x300mm). Monome,
cac thé két tu va cac san phdm thiy phan nguyén ven dugc tach biang profil
rira giai dang thanh phan pha déng, nhd st dung 0,20M kali phosphat va
0,25M kali clorua & 46 pH=6,2 véi toc do chay 13 0,3 ml/phit.

3). Phép sic ky trao dbi ion (IEC) duogc thuc hién dé phat hién cac san
phém thoai bién héa hoc 1am thay dbi dién tich thuc ciia khang thé khang
CD20 trong cac ché phim. Nhim muc dich nay, khang thé khang CD20 dugc
U vé6i Carboxypeptidaza B dé xuc tac qua trinh thuy phén cda céc axit amin
bazo. Phép sic ky trao ddi ion duge tién hanh bing Agilent Technologies, Inc.
HPLC loai 1100 c6 gan by cam bién UV (budc séng phat hién 280nm) va cot
Dionex ProPac WCX-10 (4 x 250 mm). Céac thé bién dij axit hoac bazo duoc
tach nho sir dung gradien tuyén tinh cua 25mM kali phosphat & d6 pH=6,9
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(pha dong A) va 120mM kali clorua hoa tan trong 25mM kali phosphat (pha
dong B) véi téc do dong chay 13 0,5 ml/phut.

4). Thtr nghiém gay doc t& bao phu thudc bd thé (CDC) thir nghiém
dugce tién hanh dé x4c dinh hoat tinh ctia khang thé khang CD20 in vitro. Thix
nghiém hiéu luc gay doc té bao phu thudc bd thé (CDC) dugc str dung nhim
xé4c dinh kha ning ctia khang thé 1am tan cac té bao nguyén bao lympho B
ngudi (WIL2-S) vé6i su c6 mit ciia bd thé nguoi. Thir nghiém dugc tién hanh
trong cac dia vi chudn dé nudi ciy mé 96 156. Trong thir nghiém nay, nhiéu
ndng d6 khang thé khang CD20 trong chét, d6i chimg, hoic (cac) mAu dugc
pha lodng trong chit pha lodng thir nghiém dugc 1 véi cac té bao WIL2-S
(50,000 té bao/18) véi su c6 mit clia mot lugng khong ddi bd thé nguoi. Pia
nay duoc u & 37°C/5% CO2 trong 1ong 4p 4m trong 1 dén 2 gio. Két thuc thoi
gian 4, S0uL thubc nhudm oxy hoé khir, ALAMARBLUE™ dugc thém vao
mdi 15 va dia thir nghiém dugc @ trong 15 dén 26 gio. ALAMARBLUE™ I3
thuéc nhudém oxy hoa khir ma phat huynh quang tai buéc séng kich thich
bing 530nm va budc séng phat xa bang 590nm khi duoc khir bing cac té bao
séng. Vi vay, cac thay dbi v& mau va su phat huynh quang ty 18 véi s6 luong
céc té bao c6 thé séng. Cac két qua, biéu hién theo cic don vi phat huynh
quang tuong d6i (RFU), dugc vé dd thi so vdi cac ndng do khang thé khang
CD20 va chuong trinh dudng thing song song dugc st dung dé danh gia hoat
tinh ctia cdc mau khang thé khang CD20 so v6i chat tham chiéu.

5). Thi nghiém d¢ duc dugc st dung dé xac dinh hoat tinh
hyaluronidaza va ndng d6 enzym. Phuong phap nay dwa vao sy hinh thanh
ctia chét két tiia khong hoa tan dugc khi axit hyaluronic gén két v4i anbumin
huyét thanh. Mot cach vén tit, mot loat mau hyaluronidaza rhuPH20 lodng
(Halozyme, Inc.) hoat dong trong diéu kién chuin tham khao tir 2,5U/ml dén
0,25U/ml duogc tao ra trong chét pha loing enzym (70mM NaCl, 25mM
PIPES, pH=5,5, 0,66 mg/ml san phdm thuy phan gelatin, 0,1% anbumin

huyét thanh ngudi). Cac mau thir nghiém duogc pha lodng téi ndng d6 cubi
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cung 1a 1,5U/ml trong chét pha lodng enzym. 30ul cac dung dich pha lodng
mAu va chuin dugc chuyén vao dia 96 16 “day den trong” (Nunc). Sau d6 dia
nay duoc boc va lam 4m so bd trong 5 phiit & 37°C. Sau d6 phan tng duge
kich thich bang cach bd sung 30l dung dich gdm 0,25mg/ml dung dich chét
nén axit hyaluronic 1am 4m so b6 (70mM NaCl, 25mM PIPES, pH=5,5,
0,25mg/ml natri hyaluronat kho, Lifecore Biomedical). Pia nay duogc lac
trong thoi gian ngén va duoc U trong 10 phit & 37°C. Sau bude U ndy, phan
mg duoc ngimg bang cach bd sung 240ul dung dich huyét thanh lam viéc
(2,5% huyét thanh ngua, 500mM kali axetat, pH=4,25). Sau khoang thoi gian
trién khai 30 phut & nhiét d6 trong phong, d6 duc ctia phan tng dugc do &
budc séng 6401_1m_b§1ng ddu doc vi dia. Su giam d¢ duc do hoat tinh enzym
d6i v&i chat nén axit hyaluronic 13 s6 do hoat tinh hyaluronidaza. Hoat tinh
" miu duoc x4ac dinh so véi dudng cong hiéu chinh hinh thanh tir cdc mic pha

lodng ctia mau chuan lam viéc rhuPH20.

Céc két qua thu dugc véi cac duge pham chira khang thé 2H7 dugc

nhén tinh héa khac nhau duoc thé hién trong cac bang dudi day:
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Vi du 3: Diéu tri cho bénh nhan bang dugc phim

Céac ché d6 diéu tri chira Rituximab tré thanh tiéu chudn chim séc cho
cac bénh nhan bi mic cac loai bénh 4c tinh t& bao B duong tinh v6i CD20
khac nhau. Hién nay, rituximab dugc ding theo dudng truyén trong tinh
mach (IV) trong vai gid. Thoi gian truyén kéo dai va céc tic dung phu lién
quan dén viéc truyén duogc ghi lai & mot sb bénh nhan 14 cac hé qué kho chiu
ctia liéu phép hién hanh. Ngoai ra, bién phép can thiét dé thiét 14p dudng vao
trong tinh mach dugc xem nhu 1a x4m nhép va co thé 1am dau dén, dac biét &
cac bénh nhén bj cac bénh 4c tinh phai duoc diéu tri nhic lai. Duong dung
duéi da (SC) c6 thé don gian héa dang ké viéc didu tri, rit ngén thoi gian sir
dung t6i it hon 10 phat va su chiu dung cia bénh nhan dugc cai thién.
Hyaluronidaza ctia ngudi tai t6 hop (rHuPH20) duoc trién khai va chimg to
c6 cai thién do phan tan va do hép thu ctia cac dugc chét cung su dung. N6
duoc két hop véi rituximab dé& cho phép céc thé tich tiém 16n hon 10mL 1a
dudng ding SC an toan va tién lgi. Cac muc dich cia cach diéu tri nay 1a lva
chon liéu duogc phém rituximab SC v&i rtHuPH20 d3 diéu ché nhu dugc mé ta
trong Vi du 1 (Dugc phidm A) tao ra su tiép xuc twong hop véi IV rituximab
va dé danh gi4 do an toan va d6 dung nap ctia né & cc bénh nhan nit va nam

c6 u bach huyét dang nang (FL) trong qué trinh diéu tri duy tri.

Vi du nay cung cip dit liéu giai doan 1 tir thir nghiém pha Ib c6é kha
ning thich nghi da trung tdm, gin nhin bit ky, nglu nhién. 124 cic bénh
nhan dugc chon ngiu nhién chia thanh mét trong bén nhém didu tri duy tri
bang rituximab: d6i chimg tiém tinh mach (IV) 16 bénh nhan, lidu 1 dung
duéi da (SC) 34 bénh nhan (375mg/m?), liéu 2 ding duéi da (SC) 34 bénh
nhan (625mg/m?) va liéu 3 ding dudi da (SC) 40 bénh nhan (800mg/m?).
Trudce khi phan ng?tu nhién, cac bénh nhan dugce chon duge didu tri b.':flng it

nhit mot lidu rituximab tiém tinh mach (IV) véi 375mg/m? trong ché do duy
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tri. P6i véi cac bénh nhan di duoc phin ngiu nhién vao mdt trong cac nhém
dung qua dudng duéi da (SC), liéu don tiém tinh mach (IV) dugc thay thé
bang liéu ding duéi da (SC). Céc bénh nhan dugc cung cip rituximab hoic
v6i ché d6 diéu tri 2 thang mot 14n (q2m) hodc 3 thang mét 14n (q3m), theo
thuc tién cuc bd. Dit lidu an toan cé thé léy dugc tir toan bo 119 bénh nhan.
Rituximab dung duéi da (SC) thudng duge dung nap tét. Khong ¢ cac quan
sat dang ké nao vé& mit 1am sang hoic tac dong c6 hai nghiém trong lién quan
dén viéc diéu tri dugc bio céo. Toan bd 95 tac dong c6 hai (AEs) dugc thong
béo & 46 bénh nhan (39%). AE thudng duoc din ching nhét 13 “phan tng
lién quan dén duong dung thudc” (AAR, chira chimg phat ban, ban d6 va su
khé chiu nhe). Cac AAR d6 c6 thé dugc loai triy, phin 16n cudng do nhe va
chi 1 tac dong doi hoi phai ¢ didu tri nao d6 (thudc cé tac dung ting cudng
tiéu héa chéng nén). Toan dién, profil AE khéong khéc biét dang ké véi dang
mong doi & cic bénh nhan diéu tri bing rituximab tiém tinh mach (sau AAR,
céc tac dong hay xay ra 1a cac rdi loan da day-rudt va céc lay nhiém nhe).
Bén tac dong c6 hai nghiém trong (SAEs) dugc bao céo & bon bénh nhan
riéng biét, tit ca duoc théng bao 13 khong lién quan dén viée sir dung thude
nghién ciru. Khong c6 cac AE din dén chét nguoi, hity bé hoic ngimng didu

tri.

Tdng thé tich sir dung dudi da & mbi bénh nhan nim trong khoang tir
4,4 d&n 15,0mL. Khoang thoi gian tiém trung binh 1a 2mL/phut. Cac ndng do
Rituximab t6i da trong huyét thanh & cic nhém tiém duéi da xut hién trong
ngdy 2 va ngay 8 (48 gid va 168 gid). Cac théng sé duoc dong hoc 14 tuyén
tinh dbi véi lidu trong pham vi céac liéu sir dung tiém duéi da (375, 625 va
800 mg/m?). Cac nbéng d6 Rituximab vao ngdy 28 (Cas) va mic d6 phoi
nhiém huyét thanh (AUCy.57) & cac bénh nhan st dung 625mg/m? rituximab
SC ¢6 thé ngang bang véi mirc d6 phoi nhiém huyét thanh & cac bénh nhén

str dung liéu rituximab chuén 1a 375mg/m? .
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Tém lai, rituximab sir dung du6i da cé thé dwoc phan phdi nhanh
chéng, tién loi va an toan trong khi dat duoc dd phoi huyét thanh co thé
ngang bang v&i duoc phim sir dung trong tinh mach di dugc chdp thuin &
cac bénh nhan FL trong qua trinh diéu tri duy tri. Stc chiu dung cua bénh
nhan 14 t6t. Cac két qua d6 khuyén khich thém cho viéc thir nghiém str dung
rituximab dudi da va lidu ¢b dinh béng 1400mg rituximab SC dugc chon lya
cho thir nghiém khéng thip hon thong thudng Ciouen & giai doan 2 ciia thir

nghiém.

Vi du 4: Rituximab SQ so v6i Rituximab IV & cac bénh nhan bi u bach
huyét khong phai thé Hodgkin, c6 nang

Céc bénh nhan bi u bach huyét cé nang (murc thip) chua dugc didu tri
trudc d6 dugc diéu tri bang ché d6 duy tri bang hoic (a) dugc phim
rituximab SC (diéu ché theo Vi du 1, Dugc pham A) két hop véi CHOP hoic
CVP, hoic (b) rituximab IV két hop v6i CHOP hozc CVP.

Cé4c bénh nhén s& dugc ngdu nhién tiép nhén 375mg/m? Rituximab
bang céach truyén trong tinh mach hodc 1400mg Rituximab str dung dudi da.
Ngoai ra, cac bénh nhan s€ dugc nhén hoa tri liéu chuin (CVP hodac CHOP).
Céc bénh nhan ma dat dugc dap ting hoan toan hodc mot phén sau 8 chu trinh
diéu trj s& duoc diéu tri duy tri trong t6i da 12 chu trinh nita. Chu trinh diéu
tri duy tri s& 1ap lai sau 8 tudn. Thoi gian tién lidu ddi véi viéc diéu tri thur

nghiém 13 96 tuan.

Viéc diéu tri bing 1400mg khang thé khang CD20 Rituximab SQ dé
lam cach diéu tri duy tri mdi dot cach nhau 8 tudn cho t&i 12 chu trinh dugc
mong doi 13 an toan va hiéu qua dé diéu tri u bach huyét dang nang, tiy y két

hop véi hoa tri liéu (chira CHOP hoac CVP).
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1. Dugc pham chita khang thé khang CD20 ndng d6 cao, én dinh bao. gbm 120
mg/ml Rituximab, 20 mM L-histidin, 210 mM trehaloza dihydrat, 10 mM
métionin, 0,06% polysorbat 80, 2000 U/ml rHuPH20 & pH 5,5.

2. Duogc phdm chita khang thé khang CD20 ndng dd cao, én dinh bao gbm
120 mg/ml Rituximab, 20 mM L-histidin, 210 mM trehaloza dihydrat, 10
mM metionin, 0,06% polysorbat 80, 2,000 U/ml rHuPH20 & pH 6,1.

3. Duoc pham chita khang thé khang CD20 ndéng dd cao, én dinh bao gdm
120 mg/ml Rituximab, 20 mM L-histidin 210 mM trehaloza dihydrat, 10 mM
metionin, 0,06% polysorbat 80, 12,000 U/ml rHuPH20 & pH 5,5.

4. Dugc phdm chita khang thé khang CD20 ndng dd cao, én dinh bao gbém
120 mg/ml Rituximab, 20 mM axit axetic, 210 mM trehaloza dihydrat, 10
mM metionin, 0,06% polysorbat 20, 12,000 U/ml rHuPH20 & pH 5,5.

5. Dugc phadm chira khang thé khang CD20 ndng d6 cao, 6n dinh bao gdm
120 mg/ml Rituximab, 20 mM L-histidin, 210 mM trehaloza dihydrat, 10
mM metionin, 0,06 % polysorbat 20, 12,000 U/ml rtHuPH20 & pH 5,5.

6. Dugc pham chira khang thé khang CD20 ndng dd cao, én dinh bao gbém
120 mg/ml Rituximab, 20 mM L-histidin, 120 mM natri clorua, 10 mM
metionin, 0,02% polysorbat 80, 12,000 U/ml rHuPH20 & pH 5,5.

7. Dugc phadm chira khang thé khang CD20 ndng dd cao, én dinh bao g06m
120 mg/ml Rituximab, 20 mM axit xitric, 120 mM natri clorua, 10 mM
metionin, 0,02% polysorbat 80, 12,000 U/ml rHuPH20 & pH 6,5.

8. Dugc phidm chita khang thé khang CD20 ndng d6 cao, 6n dinh bao gdm
120 mg/ml Rituximab, 20 mM axit xitric, 210 mM trehaloza dihydrat, 10 mM
metionin, 0,06% polysorbat 80, 12,000 U/ml rHuPH20 & pH 6,5.
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9. Dugc pham chita khang thé khang CD20 néng do6 cao, dn dinh bao gdm
120 mg/ml Rituximab, 20 mM L-histidin, 120 mM natri clorua, 10 mM
metionin, 0,04% polysorbat 80, 12,000 U/ml rHuPH20 & pH 6,0.
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