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NeuGeGM3/VSSP- very small size particle) va vacxin khang idiotyp racotumumab voi
chat bo tro 1a nhom oxit. Sang ché cling dé cap. dén kit bao goém duoc chat dé diéu tri khi

u biéu hién dong thoi cac dich thu thé yéu t sinh truong biéu bi va N-glycolyl GM3
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Linh vwc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén duoc phim ding dé didu tri bénh ung thu, cu thé hon 13 khéi
u 4c tinh biéu hién qua murc thu thé yéu td sinh truéng biéu bi (Epidermal growth factor

receptor - EGFR) va N-glycolyl gangliosit (NeuGeGM3 gangliosit).
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Hién nay, thu thé yéu t6 sinh trudng biéu bi 1a mét trong cac dich diéu tri dugc sir
dung nhiéu nhét trong danh gia 1am sang. Phan tir ndy duoc biéu hién qua muc & nhidu
loai mo cia nguoi (Yarden, Y., and Sliwkowski M. X., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2001, 2:
127-137). Hai phuong phap diéu tri thuong duoc st dung nhit dé uc ché chuc ning cia
EGFR bao gdm: trung hoa bang cic khang thé don dong (MAD) va trung hoa bang cac
phan t&r nhé c¢6 hoat tinh we ché tyroxin kinaza (TKI - tyrosine quinasa inhibitor)
(Ciardiello, F., and Tortora G., N. Engl. J. Med. 2008, 358: 1160—1174). Hon nita, da
thdy ring vacxin chira viing ngoai bao ciia EGFR véi chét bd trg 1a hoat chét c6 kich c&
rat nho (very small size particle-VSSP) c6 tac dung chdng ting sinh trén md hinh chudt
bi bénh ung thu biéu md phéi thé Lewis (Sanchez Ramirez B., et al, Int. J. Cancer. 2006,
119: 2190-2199). Phuong phap diu tri bing cac khang thé don dong khang EGFR diéu
hoa su thoai hoa caa khéi u bang cach lam gian doan cac tin hiéu gdy bénh ung thu va tao
ra co ché dap tng mién dich khong dic hiéu qua trung gian cic thu thé cta vung Fc

(Martinelli, E., et al, Clin. Exp. Immunol. 2009,158: 1-9).

Nhiéu khang thé don dong khang EGFR cia nguoi da duoc bao ché bao gbm:
cetuximab (Garrett CR, and Eng C., Expert Opin Biol Ther. 2011; 11: 7, 937-49) va
nimotuzumab (Mateo C, Immunotechnology 1997; 3:71-81). Pa c¢6 tai li€u vé tac dung
khang khdi u cia nimotuzumab trong diéu tri cac bénh ung thu khac nhau biéu hién qua
muc EGFR (xem, bai bao: Crombet T, et al, Cancer Biol Therapy. 2006, 5:375-379)
hoic trong diéu tri két hop vé6i cac liéu phap khac (Crombet T, et al, J Clin Oncol. 2004,
22:1646-1654; Zhao KL, et al, Invest New Drugs, Cong bd ngay 08/09/2011). Mit khac,
da thdy rang khang thé don dong 7A7 khang EGFR ctia chudt c6 tac dung khang khdi u
qua trung té bao T trong diéu tri bénh ung thu biéu mé phdi thé Lewis (Garrido G., et al,
Cancer Immunol Immunother. 2007, 56: 1701-1710).
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Mot dich diéu tri khéc cling dugc nghién clru nhiéu 1a gangliosit, d6 1a céac
glycosphingolipit ¢6 chira axit sialic trong c4u triic. Cac phan tir ndy c6 mat trong cac mod
binh thudng va duge biéu hién quéa muc trong cac md khéi u (Zhang S, et al. Int J Cancer
73:42-49, 1997). C6 hai loai axit sialic bao gdm N-axetyl va N-glycolyl, trong d6 N-
glycolyl c6 trong cac khdi u & ngudi (Malykh Y N., et al, Biochimie. 2001, 83:7 623~
634), ca hai loai nay déu la cic gangliosit (Kawai T. et al, 1991 Cancer. Res. (51) 1242-
1246) va N-glycolyl glycoprotein (Devine P.L., et al, Cancer Research, 1991, 51: 21,
5826-5836). Do cac phén tir ndy duoc xac dinh thay & cac khéi u ac tinh, nén ching 1a
cac dich dic hiéu dé diéu tri bénh ung thu. Dic biét, NeuGcGM3 gangliosit dugc nhan
dién dac hiéu badi khang thé don dong 14F7 (Carr A. et al, Hybridoma, 2000, 19: 3, 241—
247). Gangliosit nay da dwoc x4c dinh thiy & cac khdi u khac nhau bang nhiéu phuong
phép khac nhau (Blanco R., et al, ISRN Pathology. 2011, Article ID 953803, 10 pag.,
Marquina et al, Cancer Research. 1996, 56: 22, 5165-5171)

Liéu phap mién dich khiang NeuGecGM3 gangliosit & cac khéi u bang cach sir dung
vacxin phan tr NeuGecGM3/VSSP da dugc cong bd (Estevez F., et al, Vaccine. 1999,
18:190-197) va da duogc kiém ching vé kha ning tao mién dich va d6 an toan & nguoi bi
bénh ung thu va giai doan mudn (Carr A., et al, JCO. 2003, 21:1015-1021). Hon nita, da
kiém chung dugc rang & giai doan cin 14m sang tac dung khéng khéi u (chéng di cin)
clia vacxin nay dugc didu hoa theo co ché dap tng cua cac té bao NK va CD8" (Labrada
M., et al, Expert Opin. Biol. Ther. 2010, 10:2,153-162). Dong thoi, tac dung khang khoi
u dd duge tao ra & ngudi bj bénh ung thu phdi té bao khong nhé duge mién dich bang
vacxin khang idiotyp (khang thé don dong khang idiotyp 1E10, racotumumab, c6 ciu
tric gibng nhu N-glycolyl gangliosit (Alfonso S., et al, Cancer Biology & Therapy. 2007,
6:12, 1847-1852). Cac két qua da cong bd cho thay vacxin ndy c6 kha ning tao dép tng
mién dich va an toan (Alfonso M., et al, Journal of Immunology. 2002, 168: 2523-2529).

EGFR & cac ving c6 kich ¢& nhé ciia mang té bao déng vai trd rit quan trong
trong viéc kiém soat sy phét trién ciia té bao khdi u. Da kiém chung duoc ring GM3
gangliosit trc ché su tang sinh phu thuéc EGFR & nhiéu dong té bao ca trong diéu kién in
vivo 13n in vitro. GM3 gangliosit trc ché hoat tinh EGFR kinaza (su tu phosphoryl héa
EGFR). GM3 gangliosit Gc ché sy tu phosphoryl héa viing kinaza ctia EGFR. GM3

gangliosit ¢6 kha ning diéu hoa qué trinh chuyén céu truc tir dang khong c6 hoat tinh
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sang dang tin hi€u boi dime EGFR dé ngin ngira qua trinh tu phosphoryl héa ving ndi
bao kinaza véi vi tri gin két phdi tir (Coskun U, et al, PNAS. 2011, 108: 22, 9044—
9048). Céc thay dbi trong thanh phin ciia cac gangliosit & mang té bao déng vai trod rat
quan trong trong viéc diéu hoa qua trinh tai nap tin hiéu EGFR (Zurita AR., et al,
Biochem. J. 2001, 35: 465-472).

Trén thuc té, viéc st dung ddng thoi hodc luén phién cac liéu phap khang khéi u
hira hen s€ tao ra hiu qua diéu tri cao (Takeda K. et al, Cancer Sci., 2007; 98: 9, 1297—
1302). Tuy nhién, trén thuc té khong phai tit ca cac phac d6 két hop cac liéu phap khang
khéi u déu cho két qua diéu tri tich cuc va hiép dong. Theo nghién ciru 14m sang pha III
trén bénh ung thu dai trang di cin, trong d6 khang thé don dong khang EGFR
(Cetuximab) va khang thé don dong khang yéu t6 ting truong ndi mod mach
(Bevacizumab) duoc sit dung két hop véi phuong phép hoéa tri liéu, di nhan thdy tinh
trang tién trién cia bénh ngay mot x4u di va con gy ra cac tac dung khong mong mudn
nghiém trong hon so véi nhiing ngudi bénh chi dugc diéu tri bang Bevacizumab két hop
phuong phép héa tri liéu (Tol J., et al, N Engl J Med. 2009; 360:6,563-72). Sy thanh cong
ctia cic phuong phéap didu tri khac nhau & ngudi bénh 1a két qua cta cac méi lién quan
gitra cac dich cu thé duoc chon trong céc li€u phap, vi tri khu trd cia khdi u, cling nhu
ban chét cia cac lidu phap duoc sit dung & mdi truong hop (khang thé, vacxin hoic cac

yéu t6 khac).

Hién nay, trong tai liéu chuyén nganh di c6 dé cap dén mdi trong quan vé ciu
truc va chirc ning giira cac gangliosit va EGFR & té bao khdi u. Tuy nhién, ¥ nghia thuc
té cua mdi twong quan nay trong viéc ap dung thanh cong liéu phap khang EGFR va
gangliosit & cing ngudi bénh chua duge dé cap dén trong cac nghién ciru 1am sang hozc
can 14m sang. Tinh méi cta sang ché nam & chd trén can 1am sang va 1am sang n6 cho
thdy tac dung hiép dong khang khdi u khi 4p dung lidu phip khang EGFR va vacxin
khang idiotyp & cac khbi u biéu hién dong thoi cac dich diéu tri nay.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Muc dich cta sang ché 12 dé xudt dugc phdm dung dé diéu tri bénh ung thu, chira
khang thé don dong khang thu thé yéu té sinh trudng biéu bi va vacxin khang N-glycolyl
GM3 gangliosit.



32552

Cu thé, sang ché¢ dé cdp dén dugc pham de di€u tri khoi u biéu hién dong thoi céc

dich thu thé yéu td sinh truong biéu bi va N-glycolyl GM3 gangliosit, chira:
(a) nimotuzumab; va

(b) vacxin khing NeuGcGM3 gangliosit dugc chon tir nhém bao gébm vacxin
khang NeuGeGM3 gangliosit v&i chit bd trg 14 hoat chit c6 kich ¢ rt nhod (vacxin
NeuGcGM3/VSSP- very small size particle) va vacxin khang idiotyp racotumumab v&i

chét bd trg 1a nhom oxit.

Sang ché ciing dé cap dén kit bao gdbm duogc chat dé didu tri khdi u biu hién dong
thoi cac dich thu thé yéu té sinh truéng biéu bi va N-glycolyl GM3 gangliosit, trong d6

duoc chét cta kit nay bao gom:
(a) nimotuzumab; va

(b) vacxin khang NeuGeGM3 gangliosit duge chon tir nhém bao gdm vacxin
khang NeuGecGM3 gangliosit v6i chdt bd tro 13 hoat chét c6 kich ¢& rit nho (vacxin
NeuGcGM3/VSSP- very small size particle) va vacxin khéng idiotyp racotumumab véi
cht bd tro 1a nhom oxit

dé str dung ddng thoi, luan phién hoic dan xen.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién su dong khu trii cia EGFR va NeuGeGM3 gangliosit & cac khdi u
khac nhau ctia chudt. Fig.1C va Fig.IF thé hién sy dong khu trG cia EGFR va
NeuGeGM3 gangliosit & cac khdi u bénh ung thu biéu mé phdi di can thé Lewis (Fig.1A-
Fig.1C) va khéi u tiy P3-X63-Ag.8653 & chudt (Fig.1D-Fig.1F).

Fig.2 thé hién két qua diéu trj bang liéu phap khang EGFR (khang thé don dong
7A7) két hop vé6i vacxin khang NeuGecGM3 gangliosit (vacxin khang NeuGcGM3
gangliosit v6i chit bd tro 1a hoat chét ¢6 kich ¢& rat nho) da lam ting dang ké ty 1& sdng
s6t ctia chudt C57BL/6 bi bénh ung thu biéu md phdi thé Lewis.

Fig.3 thé hién dap ung diéu tri ciia ngudi bi bénh ung thu biéu md phdi t& bao
khong nho véi liéu phap tich cuc khang EGFR (nimotuzumab) va vacxin khang idiotyp

(vacxin racotumumab v6i chat bo trg 1a nhdm oxit).
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Fig.4 thé hién dap (mg 14m sang ctia ngudi bénh bi u té bao quanh mao mach tuy
sau mang bung vai liéu phap khang EGFR (nimotuzumab) két hop véi lidu phap vacxin
NeuGeGM3 (vacxin khang NeuGeGM3 gangliosit vai chat bd trg 1a hoat chat ¢6 kich c&
rat nho).

M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén dugc phim dung dé diéu tri bénh ung thu biéu hién cac dich
EGFR va N-glycolyl gangliosit GM3 v6i muc dich dé ting cuong tac dung diéu tri cla
cac liéu phap nay ddi véi cac dich diéu tri nay. Theo mot phwong 4n, sing ché dé cap dén
dugc phim bao gdm vacxin huéng dich téi N-glycolyl gangliosit GM3 va khang thé
khang EGFR. Theo m{t phuong &n khac, sang ché bao gbébm vacxin huéng dich N-
glycolyl gangliosit GM3 va vacxin huéng dich EGFR.

Theo cac phuong an khac, vacxin huéng dich N-glycolyl gangliosit theo sang ché
bao gbém: vacxin NeuGeGM3/VSSP va/hoic vacxin khang idiotyp (khang thé don dong
racotumumab két hop v6i chit bd tro 1a nhom oxit). Ngoai ra, sang ché ciing mb ta liéu
phap khang EGFR bao gdm viéc st dung khang thé don dong nimotuzumab va/hodc
vacxin EGFR.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuit dugc phdm bao gdm hop chit khang

EGFR va hop chét khang NeuGeGM3 gangliosit ding dé diéu tri bénh ung thu.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé xuét duge phdm bao gdbm hop chét bt ky

néu trén dugc trén véi td duge duge dung.

Céc hop chét theo sang ché c¢6 thé duoc ding dé 1am duge chét va bao ché thude,

bao gdm thudc ding dé diéu tri cAc tinh trang bénh ly nhu bénh ung thu.

Theo mét phuong 4n khac, dwoc phim theo sang ché 1a hitu ich dé didu tri bénh
ung thu, didc biét 1a cac khéi u 4c tinh & cac co quan khac nhau ciia ngudi. Tt hon néu,
duoc phim theo sang ché dugc ding dé diéu tri cac khoi u biéu hién dong thdi EGFR va
N-glycolyl gangliosit. Tét nhit néu, dugc phdm theo sang ché duoc dung dé diéu tri bénh
ung thu phdi, bénh ung thu va, bénh ung thu dudng tiéu hoa, bénh ung thu hé tiét nigu-
sinh duc va bénh ung thu md lién két, bénh ung thu do cac rbi loan tang sinh mo than

kinh-biéu bi va rdi loan tang sinh md bach huyét.
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Dugc phdm thich hop bat ky chira cac hop chét néu trén c6 thé dugc bao ché dé su
dung theo cac phuong phap di biét trong linh vuc nay. Céc ta dugc hodc chét mang hitu
dung co thé duoc Iya chon dua trén duong dua thube mong mubn va céc tinh chét vat ly

cta hop chat dugc st dung ma khong can céc thir nghiém chuyén sau.

Pudng dua thude thich hop bit ky ¢6 thé dugc sir dung, theo phac do diéu tri
chuén cho ngudi bénh bao gdm dudng tiém, tiém tinh mach, tiém bép, tiém qua da, khu
tri va tiém dudi da nhung khong chi gidi han & cac duong dua thudc nay. Phuong phép
bao ché cac dugce phdm thich hop dbi véi mdi duong dwa thudc 14 da biét trong linh vuc
nay.

Duoc phim chtra mdi hoat chét thudong ciing chira ta duge pha lodng va trong mot
s6 trudng hop, duoc pham nay ciing chira chit bd trg, chat dém, chit bao quan, v.v. Cac
hop chét nay ciing c6 thé duge bao ché dudi dang ché pham liposom hoidc ché pham vi

nhil tuong.

Duoc phdm dé sir dung theo dudng tiém c6 thé dugc bao ché & dang thudc quy
uéc nhu: thude tiém dung dich hodc thude tiém hdn dich hodc thude tiém dang rin thich
hop dé pha ché thanh dang dung dich hodc hén dich trong chét din thubc dang 10ng truée
khi tiém. Vi du vé céc ta dugc thich hop bao gém nude, nude mudi, dextroza va cac ta

dugc tuong tu.

Céc hop chét theo sang ché c6 thé dugc sit dung riéng hodc két hop véi mot duge
chét khac. Ngoai ra, sang ché ciing mo ta viéc két hop véi liéu phap hoa tri va/hoic lidu

phép xa tri dugc st dung cho loai khoi u cln diéu tri.

Hon nira, sang ché cling mo t& viéc sir dung df’mg thoi, luan phién hodc dan xen
cac liéu phap khang truc tiép EGFR va N-glycolyl gangliosit GM3 trong diéu tri bénh

ung thu.

Hop chét khang EGFR va hop chit khang N-glycolyl gangliosit GM3 dugc sir
dung riéng 18, ca & cac thoi diém 14n véi céc tAn sudt khac nhau. Ca hai hop chat nay c6
thé dugc st dung theo duong dua thudc bt ky da biét, nhu tiém dudi da, tiém tinh mach,
tiém qua da, tiém bap hodc tiém dong mach, va cac duong dua thubc twong tu. Theo mot
s phuong 4n, it nhat mot va tiy v hai hop chét nay co6 thé duoc st dung theo dudng

tiém.
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Hop chét hodc dwoc phim theo sing ché ¢ thé dugc sir dung két hop voi mot
duoc chit chdng bénh ung thu khéac trong phuong phap didu tri dong thoi, luan phién
hodc dan xen. Do d6, cac hop chit theo sang ché c6 thé duoc str dung dong thoi trong cac
dugc phdm riéng biét, va hop chét theo sang ché c6 thé duoc sir dung trude hodc sau khi
sir dung duoc chit chdng bénh ung thu khac trong céc khoang thoi gian gidy, phut, gio,

ngay hodc tuin khac nhau.

Ngoai ra, sang ché cling mo ta phuong phap kiém soat va/hodc e ché su phat
trién ctia khdi u, bao gdm budc cho ddi tugng can diéu tri str dung két hop cac hop chét
theo sang ché véi lugng hitu hiéu dé kiém soat hodc 1am giam su ting sinh khdi u. Theo
mét s6 phuong 4n, su ting sinh khéi u 12 lién quan dén cac giai doan 1am sang khac nhau
ctia khdi u, v6i didu kién cac khdi u nay biéu hién dong thoi EGFR va N-glycolyl
gangliosit GM3. Theo d6, sang ché mé ta phuong phap kiém soat bénh ung thu phéi,
bénh ung thu v, bénh ung thu duong ti€u hoéa, bénh ung thu hé tiét niéu-sinh duc va
bénh ung thu mé lién két do cac rdi loan ting sinh mé than kinh-biéu bi va rdi loan ting

sinh md bach huyét.

Sang ché ciing mé ta phuong phép diéu tri bénh ung thu bao gdm buéc cho ddi
tuong can diéu tri st dung lugng c6 hi€u qua didu tri hop chét khang EGFR, hitu ich dé
diéu tri rdi loan nay va cho dbi tuong can diéu tri st dung lIugng c6 hi€u qua vacxin
NeuGeGM3 hodc vacxin khang idiotyp dé ting cuong tic dung diéu tri mong muén.
Theo sang ché, thuat ngit “cai thién” dugc ding dé chi cac bién phap dé lam phuc hoi
ho#c 6n dinh mot phﬁn hodc hoan toan céc triéu ching lam sang cia bénh. Theo mot
phuong an khac, thuét ngir “céi thién” dugc dung dé chi cac bién phap dé lam giam kich

thudc khoi u va/hodc lam tang kha nang song sét ciia doi tugng.

Ngoai ra, sang ché ciing md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu bao gém giai
doan dilu tri khoi ddu the nhat va giai doan diéu tri duy tri tht hai. Theo d6, giai doan
didu tri khoi dau co thé bao gdm bude cho ngudi bénh str dung vacxin huéng dich EGFR
v6i lidu lugng nam trong khoang tir 0,1mg dén 2mg, trong khoang thoi gian tir 7 dén 14
ngay va trong khoang tur 8 dén 14 tudn. Trong giai doan ndy, liéu phap khang
NeuGeGM3 s& duoc st dung bao gdm bude cho ngudi bénh st dung vacxin NeuGeGM3
hodc vacxin khang idiotyp voi lidu luong nim trong khoang tir 0,1mg dén 2mg trong

khoang thoi gian tir 7 dén 14 ngay.
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Sang ché cling mé ta phuong phap didu tri bénh ung thu bao gém budce cho ddi
tuong st dung liéu phép diéu tri tich cuc béng vacxin hudng dich EGFR véi lidu lugng
nam trong khoang tir 100mg dén 400mg trong khoang thoi gian tir 6 dén 10 tudn. Ngoai
ra, liéu phap khang EGFR ¢6 thé bao gdm viéc sir dung vacxin huéng dich EGFR, voi
lidu lvong nam trong khoang tir 0,1mg dén 2mg trong khoang thoi gian tir 7 dén 14 ngay.
Trong giai doan nay, ngudi bénh s€ dugc diéu tri bd sung béng vacxin NeuGcGM3 hoic
vacxin khang idiotyp véi liéu lugng nim trong khoang tir 0,1mg dén 2mg trong khoang

thoi gian tir 7 dén 14 ngay.

Ngoai ra, giai doan tht hai ciia phuong phap didu tri néu trén bao gdm phac dd
didu tri dugc thiét ké dé st dung dudi dang lidu phép duy tri va khong gdy doc tinh
va/hodc xuét hién céc triéu ching 1am sang ctia bénh. Trong giai doan nay, t6t hon néu
cac vacxin nay dugc sir dung & cac lidu luong néu trén va trong khoang thoi gian tir 1 dén
3 thang Ngoai ra, cac lidu phap diéu tri tich cuc ciing ¢6 thé dugc sir dung trong khoang
thoi gian tir 14 ngay dén 3 thang. Liéu phap nay c6 thé dugc s dung trong khoang thdi

gian tir 1 dén 5 nam.

Theo mot sb phuong 4n, hoat chét khang truc tiép EGFR va vacxin NeuGecGM3
hodc vacxin khang idiotyp dugc st dung ddng thoi. Hoat chét khang truc tiép EGFR va
vacxin NeuGecGM3 hodc vacxin khang idiotyp doi khi dugce st dung cung mot luc cho

dbi tuong.

Theo d6, liéu phap khang NeuGcGM3 c6 thé dugc sir dung theo dudng tiém dudi
da, tiém tinh mach, tiém qua da, tiém bap hodc tiém déng mach, trong khi d6 liéu phap
khang EGFR co6 thé duogc st dung theo duong tiém dudi da, tiém tinh mach hodc tiém

bip.Ngoai ra, dudong dua thudc duoc xac dinh khi c6 cac hach bach huyét huéng tam.

Trong thoi gian st dung céc liéu phap mot s& xét nghiém sinh héa va chan doan
hinh anh cta ngudi bénh c6 thé duge thuc hién. Tét hon néu, kha nang mién dich té bao
va mién dich dich thé dugc phan tich bang cach st dung mau ctia ngudi bénh. Cac xét
nghiém mau dugc phéan tich & tAn sudt nim trong khoang tir vai tudn dén sau thang mot

lan.

Thuat ngir “su bi€u hién dong thoi” dugce st dung trong sdng ché c6 nghia la ca
hai dich diéu tri dugc biéu hién nhung cé thé c6 moi tuong quan chit ché vé cau truc

hodc khéng, su biéu hién doéng thoi cia EGFR va N-glycolyl gangliosit (NeuGeGM3
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gangliosit) duoc xac dinh bing phuong phap nhudm kép, sir dung kinh hién vi va b xtt

ly huynh quang cho phép danh gid chinh xac hon céc hinh anh phén tich.

Thuat ngir “su déng khu trd” dugc st dung trong sang ché ¢6 nghia Ia ca hai dich
diéu tri c6 mbi tuong quan chat ché vé chu truc, su déng khu trt cia EGFR va N-glycolyl
gangliosit (NeuGecGM3 gangliosit) dugc xdc dinh bang phuong phap nhudém kép str dung
kinh hién vi dong truc.

Ngoai ra, sang ché ciing mo ta viéc st dung hop chét khang EGFR va hop chét
khang NeuGeGM3 gangliosit, dé bao ché thudc 1am chidm su phat trién khéi u & ngudi

bénh trong phuong phap bao gdm cac budc sau:
(a) trudce tién cho ngudi bénh st dung thude chira hop chét khang EGFR va,

(b) sau d6 cho ngudi bénh nay st dung thudc chira hop chét khang NeuGeGM3

gangliosit.

Viéc sir dung néu trén co thé theo thir tu nay hodc thir tu nguoc lai, tac 1a trude
tién, cho ngudi bénh sit dung thube chira hop chit khang NeuGeGM3 gangliosit va sau
d6 cho ngudi bénh nay sir dung thude chira hop chit khang EGFR.

Theo mdt phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén kit bao gdm cac dugc chat dé
didu tri khéi u biéu hién dong thoi EGFR va NeuGeGM3 gangliosit, trong d6 cac dugc
chét coa kit nady bao gdbm hop chit khang EGFR va hop chat khang NeuGcGM3

gangliosit dé sir dung dong thoi, luan phién hodc dan xen.

Xéc dinh sy biéu hién dong thoi cia EGFR va N-glycolyl gangliosit (NeuGecGM3

gangliosit) & cac khoi u cia ngudi ¢ vi tri khu tra khac nhau.

Su bidu hién cua EGFR va NeuGeGM3 gangliosit & cac khdi u c6 thé duge xéac
dinh bang phuong phap bit ky da biét trong linh vuc niy. Phép do nay duogc thuc hién
trén cac khdi u ¢6 vi tri khu tra va ngudn gdc khac nhau, trén cic miu khéi u dugc cd
dinh trude bing formol hoic trén cac lat cit md nguyén ban. Theo phuong 4n duge uu
tién, su biéu hién ciia EGFR va NeuGeGM3 gangliosit duoc xac dinh bang cac k¥ thuat
mién dich dé phat hién EGFR va N-glycolyl gangliosit GM3. Dic biét, k§ thuat héa mo
mién dich va kinh hién vi truong séng c6 thé dugc str dung riéng dé phat hién ca hai phan
tir ndy hodc kinh hién vi huynh quang va kinh hién vi huynh quang mién dich c6 thé dugc

str dung dé xéc dinh su biéu hién ddng thoi hodc kinh hién vi huynh quang mién dich va
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kinh hién vi déng tiéu c6 thé duoc st dung dé xac dinh su déng khu tra caa EGFR va N-

glycolyl gangliosit GM3.

Theo cac phuong 4n wu tién, EGFR c6 thé dugc phat hién bing cach st dung
khang thé don dong Ior egf/R3m (5-20pg/mL), dugc md ta trong EP 0586002B1 va
NeuGeGM3 ¢6 thé dugc phat hién bing cach sir dung khang thé don dong 14F7 (5-
25pg/mL), dugc md ta trong US 6,429,295 hodc EP 0972782B1. Theo mdt phuong an, dé
phat hién riéng ca hai phan to nay (phuwong phip nhudém don) Dako, hé LSAB®
Peroxidaza, DAB (Dako, Carpinteria, California, USA) c6 thé duoc st dung lam hé phat
hién.

EGFR duoc cho la nam trén mang té bao chét cua cac t& bao khdi u, trong khi do
GM3 N-glycolyl dugc cho 13 ndm trén mang té biao chét va trong bao tuong clia cic té
bao khdi u, két qua phan tich mién dich dugc coi 1a dwong tinh khi cudong do cta phan

tng mién dich bang hodc 16n hon 20% cudng dd ctia mau d6i chitng duong.

Theo phuong an dugc uu tién, su biéu hién ddng thoi cla ca hai phan tir néu trén
c6 thé duoc phat hién bang k§ thuat nhudém kép va phéan tich bang kinh hién vi huynh
quang, chi & cic mau khéi u trong d6 két qua phan tich 13 duong tinh trudc dbi véi riéng
c4 hai phén tir nay. Trong khi d6, su déng khu trti cia ca hai phan ti néu trén c6 thé duoc
phat hién bang k¥ thuat nhuém kép va phan tich bang kinh hién vi huynh quang dong
tiéu. Theo phuong an duge vu tién, EGFR dugc phat hién bang cach 1 v&i khang thé don
dong Tor egf/R3m (5-20pg/mL) trong 1 gio, sau d6 U voi khang thé IgG duoc lién hop
v6i thodamin (Dako, Carpinteria, California, USA). Theo mdt phuong 4n uu tién khéc,
NeuGcGM3 duoc phat hién bang & v6i khang thé don dong biotinyl 14F7 (5-20ug/mL)
trong 30 phut, sau d6 0 voi streptavidin duge lién hop véi FITC (Dako, Carpinteria,
California, USA).

Vi du thwe hién sang ché

Séng ché s& dugc md ta chi tiét thong qua céac vi du sau nhung chi nham muc dich

minh hoa chit khong gii han pham vi clia sang ché.
Vidu 1

Xéc dinh sy biéu hién ddng thoi cia EGFR va NeuGeGM3 gangliosit & cac khéi u

khac nhau cua nguoi.
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Cac mau khédi u duoc ¢b dinh trong dung dich dém formalin trung tinh va ngdm
trong parafin theo phuong phap da biét d6i v6i nguoi ¢6 hidu biét trung binh trong linh

vuc nay.

Céc 1at cat mé thu dugc c6 chidu day bing 5pm dugce gift & nhiét do 60°C trong 30
phut, loai parafin va tai hydrat hoa trong dung moi rugu ¢o ndng d6 giam dan, giit trong
nuGe cit trong 10 phit va rira bang TBS trong 5 phut. Kha ning phan Ung cia toan bd
protein cia mo dugc phong bé bing dung dich c6 ban trén thi truong (Dako, Carpinteria,
California, USA) trong 30 phut. EGFR dugc phét hién bang cach G cac lat cit md véi
khang thé don dong Ior egf/R3m (20pg/mL) trong 1 gid. NeuGeGM3 dugc phét hién
bing cach U céac 14t cit mod voi khang thé don dong 14F7 (20pg/mL) trong 30 phut. Sau
phan Ung véi cac khang thé so cip nay, & ca hai trudng hop, hé Peroxidaza Dako,
LSABR, DAB (Dako, Carpinteria, California, USA) dugc st dung lam hé phat hién. Cac
14t cit md dugc khir hydrat hoa va nguoc lai hé Mayer's hematoxylin duogc st dung
(Dako, Carpinteria, California, USA). MAu dbi chimg 4m thu dugc bang cach thay khang
thé so cip (khang thé don dong Ior egf/R3m hoic khang thé don dong 14F7) bang dung
dich rtta TBS (1X) va mAu mé bénh ung thu biéu mé dng tuyén vii duge st dung mau dbi

ching duong.

Két qua phan tich cho thdy EGFR la ndm trén mang té bao chat cla cac té bao
khdi u va NeuGeGM3 13 nam trén mang té bao chit va/hoic trong bao twong cla céc té
bao khéi u.

Phuong phép nhudm kép: EGFR dugc phat hién bing cach @ cac lat cit md véi
khang thé don dong Ior egf/R3m (khdng EGFR), sau d6 G véi streptavidin dugc lién hop
v6i FITC (Dako, Carpinteria, California, USA). NeuGcGM3 dugc phat hién bz"mg cach u
cac 14t cit mo voi khang thé don dong biotinyl 14F7, sau d6  v6i khang thé khang IgG
cia chudt dugce lién hop voi rhodamin (Dako, Carpinteria, California, USA). Su biéu hién
ddng thoi cua ca hai phén tir ndy & cac té bao khdi u duge thé hién bang diém mau vang
trén cac anh chup. Cac lat cit mé duge sb hoa va phan tich bing may 4nh dugc gin véi
kinh hién vi huynh quang Olympus BX51 (Olympus, Japan). Pé phan tich cac anh chup

da duoc s6 hoa, bo xir ly ImageJ phién ban 1.43u dugc st dung.

Bang 1 th& hién cac khdi u & cac vi tri khac nhau biéu hién déng thoi EGFR va

NeuGcGM3 gangliosit. Cuong d§: am tinh: -, yéu: +, vira phai: + +, manh: + + +.
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Vidu2

Xéc dinh sy bidu hién ddng thoi va dong khu tri cia EGFR va NeuGeGM3
gangliosit & cac khoi u ciia chudt
Cé4c mau khéi u duoc st dung 1a khéi u bénh ung thu biéu mé phdi thé Lewis

(3LL-D122), va khéi u tiy P3-X63-Ag8.653 (X63) ciia chudt.

-13-



32552

Phuong phép nhudm kép dugc thuc hién dé xac dinh sw biéu hién dong thoi/dong
khu trd ctia EGFR va NeuGeGM3 gangliosit & cac khéi u cia chudt. EGFR dugc phét
hién bing cach cac 1at cit mo u v6i khang thé don dong biotinyl 7A7 (20pg/mL) trong 1
gi®, sau d6 U vai streptavidin duge lién hop voi FITC (Dako, Carpinteria, California,
USA). NeuGeGM3 duoc phat hién bing cach @ cac 1at cit mo véi khang thé don dong
14F7 (20pg/mL) trong 30 phut, sau d6 u voi khang thé khang IgG cta chudt dugc lién
hop v6i thodamin (Dako, Carpinteria, California, USA). Mau dbi ching am thu dugc
bang cach thay khang thé so cdp (khang thé don dong 7A7 hoic khang thé don dong
14F7) bang dung dich rira TBS (1X). Su biéu hién dong thoi cia EGFR va NeuGeGM3
gangliosit & cac khdi u cia chudt dugce xac dinh bang kinh hién vi huynh quang Olympus
BX51 (Olympus, Japan) va phan tich cic anh chup da duoc s6 hoa bang bo xir Iy Image]
phién ban 1.43u. Sy ddng khu trii cia EGFR va NeuGeGM3 gangliosit & cac khdi u cia
chudt dugc xac dinh bang kinh hién vi laze dong tiéu Flouview FV500 (Olympus, Japan).

Fig.1 thé hién sy dong khu tra cia EGFR va NeuGecGM3 gangliosit ¢ cdc mau
khéi u khac nhau cua chudt. EGFR duogc phat hién bang cach 1t cac lat cit md voi khang
thé don dong biotinyl 7A7, sau d6 & vdi streptavidin dugc lién hop véi FITC. Su dong
khu tréi cia c4 hai phan tir ndy & cac té bao khdi u cta chudt duge thé hién bang cac diém

mau vang trén Fig.1C va Fig.1D do c6 su tring khép vé mau séc.
Vi du 3

Danh gi4 kha ning sbng sét ciia chudt C57BL/6 bi bénh ung thu biéu mo phdi thé
Lewis dugc diéu tri bang vacxin NeuGeGM3/VSSP va khéng thé don dong 7A7.

M6 hinh chudt bi di can tu phét.

Céc chudt duge cdy vao gan ban chan phai véi 2x10° té bao bénh ung thu biéu mo
phdi thé Lewis (3LL-D122) véi thé tich bang 0,05 mL & ngay thi 0 cla qua trinh thir
nghiém. O ngay thir 3 cia qué trinh thir nghiém, céc chudt dugc chia ngdu nhién thanh 4
nhom thir nghiém, mdi nhém gdm 10 chudt. O ngay tha 24, khi kich c& khéi u dat dén 8-
9mm, thi phu thudt khdi u nguyén phat dugc thuc hién. Tir ngay thir 48, bit diu quan
st tinh trang l4m sang cta cac chudt. Dit liéu sdng s6t dugc phan tich bang phép kiém
ding Log-hang ma tran (phép kiém dinh Log-rank), P < 0,05, va thé hién trén do thi
Kaplan-Meier. Két qua bao gdm ba thir nghiém duoc thuc hién trong céac diéu kién giéng

nhau.

-14-



32552

Cac nhom chudt thir nghiém la nhu sau:
Nhém 1: nhém dbi chung khéng duoc diéu tri. (T)

Nhém 2: diéu tri bang liu phap khang EGFR tich cuc, dugc tiém tinh mach khang
thé don dong 7A7 véi liéu bang 56pg trong 200uL. dung dich nudce mudi vao cic ngly
tha 3, 5, 7, 9, 31, 33 va 35 cla qua trinh thir nghiém.

Nhém 3: diéu tri bang lidu phap khing NeuGecGM3, dugc tiém duéi da vacxin
NeuGeGM3/VSSP véi lidu bang 200pg trong 200uL vio cic ngay thit 7, 21, 35 va 47

cua qua trinh thr nghiém.

Nhoém 4: diéu tri ddng thoi bang cac liéu phap khang EGFR va khiang NeuGeGM3

nhu duoc m6 ta cho nhom 2 va nhéom 3.

Fig.2A thé hién két qua thir nghiém cta viéc st dung ddng thoi cac liéu phap
khang EGFR va khang NeuGeGM3 trén mo hinh chudt bi bénh ung thu biéu mé phdi di
can thé Lewis & nhom 4, da 1am tang ty 1& chudt sdng sét 1én dén 60% so v&i cac nhom
thir nghiém con lai. M6t tun sau khi két thic thir nghiém, cic chudt séng sét (mot chudt
& nhom 4) bi giét chét va thu 1iy phdi ciia chung. Phan tich vi m6 cho thdy chi c6 mot
chudt bi di cin & ca hai phdi, va ca hai phdi ctia cac chudt con lai déu binh thuong.
(Fig.2B). Két qua thir nghiém nay da kiém chimg duogc rang viée st dung ddng thoi cac
licu phap khang EGFR va khang NeuGeGMS3 trén md hinh chudt bi khéi u 4c tinh & phoi,
trong d6 EGFR va NeuGcGM3 gangliosit dugc dong khu trt s& tao ra tac dung khang
khéi u hiép dong (xem Vi du 2)

Vidu4

Panh gia kha ning séng sét ctia ngudi bénh ung thu duge didu tri bang khang thé

nimotuzumab va vacxin racotumumab v&i chat bo trg 1a nhom oxit.

Dua trén phat hién vé tin sudt déng khu tra va biéu hién ddng thoi cia EGFR va
NeuGeGM3 gangliosit trén cac mau khéi u & phdi ctia nguoi (Vi du 1); va bang ching
can 1am sang dugc thé hién trong Vi du 3, cic tdc gia sang ché da thuc hién nghién ctu
diéu tri déng thoi bang cac liéu phap khang EGFR (khéng thé nimotuzumab) va khang
gangliosit (vacxin racotumumab voi chét bd tro 13 nhdom oxit) & ngudi bénh bi bénh ung
thu phdi da diéu tri bang phéc db chudn cho mdi vi tri khéi u va dang & giai doan tién

trién bénh.
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Béng 2 thé hién két qua thir nghiém ciia lidu trinh str dung kéo dai duy nhét vacxin
racotumomab (1E10 vé6i chét b trg 1a nhom oxit) hodc két hgp véi nimotuzumab. Ty 1&
sbéng sot cia nguoi bénh bi bénh ung thu phéi té bao khong nhé & cic giai doan tién trién
(t4i phat va/hodc di can) thé hién trén Bang 2. Can luu ¥ rang nhiing ngudi bénh nay da
duoc didu tri bing tit ca cac phac dd chudn chi thich hop dé giam dau, khong dic hiéu
cho khdi u 4c tinh va tai thoi diém thir nghiém ngudi bénh da & giai doan tién trién. Ty 18
séng s6t & nhom ngudi bénh dugce didu tri ddng thoi bang céac liéu phap khang ca EGFR
va NeuGeGM3 gangliosit d ting déang ké sau hai nim diéu tri so v6i nhém ngudi bénh
chi dugc didu tri bang lidu phap duy nhat.

Béang 2. Ty 1& sdng sot ciia ngudi bénh bi bénh ung thu phdi té€ bao khong nhé
dugc diéu tri bang cac liéu phap khang EGFR (khing thé nimotuzumab) va khang

gangliosit (vacxin racotumumab véi chat bo trg 1a nhom oxit) sau hai nam diéu tri.

. Ty 1é séng Ty 16 sbng

Nhom diéu tri sot sau 12 sét sau 24

thang (%) thang (%)
Racotumumab vé&i c}_lat b6 tro 1a nhom oxit 42,7 16,1

(n = 86)
Nimotuzumab (n = 165) 36,0 214
Racotumumab véi chit bd tro 13 nhom oxit 407 377
va Nimotuzumab (n = 88) ’ ’

Fig.3 thé hién dap Gng cua ngudi bénh bi bénh ung thu phdi té bao khong nhé véi
céc liéu phap diéu tri tich cuc khang EGFR (nimotuzumab) va vacxin khang idiotyp
(racotumomab v&i chét b trg 1a nhom oxit) nhu néu trén, nhitng ngudi bénh nay da duoc
didu tri bang tit ca cac phac dd chuén chi thich hop dé giam dau, khong ddc hiéu cho
khéi u 4c tinh va tai thoi diém thir nghiém ngudi bénh da & giai doan tién trién. Fig.3A
thé hién su khu trt va kich ¢ cta khdi u tai thoi diém chuén doan. Fig.3B thé hién két
qué chup cit 16p (Computed Tomography-CT) sau 2 nidm diéu tri. Nhu dugc thé hién trén
Fig.3B, chi quan sat thiy cac ving nguyén bao soi tuong tng 1a cac ving c¢6 do truyén
qua tang do cic bong sang cua gidn phé nang va khong c6 tbn thuong phdi. Sau 3 nim
didu tri, xét nghiém chuin doan hinh anh phéng xa ciing cho két qua tuong tu. Diéu nay
chung t6 ring cac liéu phap diéu tri néu trén da lam thuyén gidm hoan toan cac khéi u &

giai doan rat mudn.

-16-



32552

Vidu5

Danh gia dap tng lam sang & nguoi bénh bi bénh ung thu té bao quanh mao mach
tuy sau mang bung duoc didu tri bang khang thé nimotuzumab va vacxin

NeuGeGM3/VSSP.

Fig.4 thé hién hinh anh chup cét 16p ving bung ctia ngudi bénh bi u té bao quanh
mao mach tuy sau mang bung (kh6i u mdé mém), khéng dap Gng véi liéu phép xa tri va
liéu phap hoéa tri. Sau 18 thang chuin doan ban diu, ngudi bénh duge diéu tri bing cac
liéu phap khang EGFR (nimotuzumab) va khang gangliosit (vacxin NeuGecGM3/VSSP).
Tai thoi diém thi nghiém, ngudi bénh da c6 con dau dir doi va khdi u nhéi 1én & viing
quanh rén va sut cn hon 15kg. Fig.4A va Fig 4B tuong ting 14 c4c két qua d4nh gié tai
thoi didm bat dAu didu tri; Fig.4C va Fig4D tuong tng 1 cac két qua danh gid sau ba
nam diéu tri. Sau ba nim diéu tri, c6 thé quan sat théy duoc su 6n dinh cta bénh, nhu
duoc thé hién trén ca hai hinh anh chup cit 16p véi kich ¢ khdi u khong dbi. Hon nita,
sau 72 thang diéu tri, ngudi bénh van c6 chét lugng cudc séng rét tt, c6 thé tiép tuc cudc
sbéng va lam viéc. Ciing quan st thdy kich c& cua khdi u ¢6 xu huéng giam. Toém lai, cac

liéu phép néu trén da tao ra dang ké loi ich diéu tri trén 1am sang.

Trong thoi gian didu tri kéo dai, nhitng ngudi bi bénh ung thu dugc diéu tri bang
cac liéu phap mién dich khang EGFR va khang gangliosit theo sang ché, co kha nang
dung nap rat tdt (khong c6 doc tinh dang k&). Céc liéu phap nay da lam ting su 6n dinh
ctia bénh, ting chét luong cudc séng, kéo dai thoi gian tién trién va ty 18 séng cla ngudi
bénh. Cac lidu phap theo sang ché co tic dung vuot trdi hon so v6i cac don liéu phip

khang EGFR hoac khang gangliosit truyén thdng & ngudi bi bénh ung thu.

-17-



32552

YEU CAU BAO HOQ
1. Dugc phdm dé diéu tri khdi u bidu hién ddng thoi cac dich thu thé yéu té sinh truéng

biéu bi va N-glycolyl GM3 gangliosit, chira:
(a) nimotuzumab; va

(b) vacxin khang NeuGcGM3 gangliosit dugc chon tir nhém bao gdm vacxin
khang NeuGcGM3 gangliosit voi chét bd trg 1a hoat chét c6 kich c& rit nhé (vacxin
NeuGcGM3/VSSP- very small size particle) va vacxin khang idiotyp racotumumab véi
chit bd trg 12 nhom oxit.

2. Duoc phém theo diém 1, trong dé khdi u duogc chon tir nhém bao gf”)m khéi u phéi,
khéi u v, khéi u duong tiéu hoa, khdi u hé tiét niéu-sinh duc, khdi u md lién két, khdi u
do cac rbi loan tang sinh mo than kinh-biéu bi va réi loan ting sinh mo bach huyét.

3. Duoc phim theo diém 1, trong d6 lidu lwong clia nimotuzumab nim trong khoang tir
100mg dén 400mg.

4. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 lidu luong cua vacxin khang NeuGeGM3 gangliosit
vé6i chat bd tro 1a hoat chat c¢6 kich c& rat nho (vacxin NeuGeGM3/VSSP- very small size
particle) nim trong khoang tir 0,1mg dén 2mg.

5. Dugc phim theo diém 1, trong d6 lidu luong clia vacxin khing idiotyp niam trong
khoéng tir 0,1 mg dén 2mg.

6. Kit bao gdm duoc chit dé didu tri khdi u biéu hién ddng thoi cac dich thu thé yéu t6
sinh trudng biéu bi va N-glycolyl GM3 gangliosit, trong d6 dugc chét cua kit niy bao
gom:

(a) nimotuzumab; va

(b) vacxin khang NeuGeGM3 gangliosit dugc chon tir nhéom bao gdm vacxin
khang NeuGeGM3 gangliosit voi chét bd trg 1a hoat chit co kich ¢& rit nho (vacxin
NeuGeGM3/VSSP- very small size particle) va vacxin khang idiotyp racotumumab véi

chét bd trg 1a nhém oxit

dé su dung déng thoi, luan phién hodc dan xen.
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