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

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia’Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HUU TRI TUE

1-0049166

(51202001 AG1K 35/74; A61P 35/00; A61IK 9/51  (13) B

(21) 1-2020-04331 (22) 17/12/2018

(86) PCT/CU2018/050005 17/12/2018 (87) WO 2019/129313 04/07/2019

(30) 2017-0173 27/12/2017 CU

(45) 25/07/2025 448 (43) 25/03/2021 396A

(73) CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR (CU)
Calle 216 esq. 15, Atabey, Playa, La Habana, Habana 11 600, CUBA

(72) MESA PARDILLO, Circe (CU); OLIVER RIOS, Liliana (CU); ALVAREZ
ARZOLA, Rydell (CU); PENA SANCHEZ, Vladimir (CU); FERNANDEZ
MOLINA, Luis Enrique (CU); VALDES ZAYAS, Anet (CU); RABADE
CHEDIAK, Maura Lisett (CU); AGUIAR GARCIA, Lena (CU); HERNANDEZ de
la Rosa, Lourdes (CU); FERNANDEZ GOMEZ, Audry (CU); PEREZ RUIZ, Leslie
(CU); RODRIGUEZ RODRIGUEZ, Camilo (CU); GRACIA MEDINA, Elias
Antonio (CU); RUBIO HERNANDEZ, Maria Caridad (CU); VALDES
GUERRERO, Orlando (CU); CURBELO HAREDIA, Idelmis (CU).

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

(54) DUGC PHAM CHUA HAT NANO VA PHUONG PHAP SAN XUAT HAT NANO



(21) 1-2020-04331

(57) Sang ché d& xuit duoc phdm ma thanh phan hoat tinh ctia n6 bao gdm lién hop
gifta mang cta vi khudn Neisseria meningitidis va GM3 gangliosit theo ty 1& lién hop
du protein, ¢6 cac dic diém dic trung vé kich c&, dién tich mat va hinh thai lién két
v&i hé hat nano dé tao ra cac dic tinh c6 loi, dugc dung dé diéu bién mién djch vi nd
1am giam déng k& sb luong t& bao e ché ¢6 ngudn gde tiry xuong, tac dong dén dap

ung cua té bao lympho T va su song s6t ciia bénh nhén cé khoi u.
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Linh vyce k§ thuit dwec dé cap

Sang ché dé cép dén linh vuc mién dich béng cong nghé nano va mién dich
chéng ung thu, cu thé 13 duoc phdm diéu bién mién dich dl‘mg'dé diéu tri bénh nhan
ung thu va/hodc bénh nhin viém man tinh do virut gdy ung thu. Cu thé, sang ché dé
xuat duge ph‘?}m diéu bién mién dich chira hat nano chuyén can tr¢ té bao trc ché cb
ngudn gbc tiy xuong (Myeloid-derived suppressor cells -FMDSCS) mot cach dac hiéu
& cac bénh nhan nay va ngoai ra con phuc hdi dap tng ctia té bio T.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

7 1 - ~

-(Géan dhy, cac-két gud lAm sang guan-trong &3 da
s | ! ; -
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khang thé (Antibodies - Abs) tc ché diém kiém sodt mién dich, véi kha nang kich
thich dép ung muc tiéu lau dai cing véi tdc dong dang ké 1én sy sdng st cia bénh
nhan. Cac phuong phép didu tri nay diéu chinh hé mién dich va phuc hdi kha ning
tidu diét t& bao u cta bénh nhan, din dén sy tai sinh cta liéu phép mién dich trong
diéu tri ung thu vaéi1 sy tdp trung dac biét vao viéc thiét ké thubc diéu bién mién dich
maoi.

Tuy nhién, c6 nhitng dong tc ché dp tmg midn dich chéng khéi u khéc, day 1a
nhimg muc tiéu quan trong dé phat trién cua thubc didu bién mién dich wmc’fi

(Malmberg K.J. va ddng tac gia (2004) Cancer Immunol Immunother 53 (10):879-

92). Té bao trc ché ¢ ngudn gbc tiy xuwong (MDSC) tao thanh m¢t trong nhiing quin

thé t& bao chinh dugc huy dong bai khdi u ¢ kha niang e ché dp tng mién dich
(Mantovani A. va d&lg tac gia (2010) Curr Opin Immunol 22 (2):231-7; Condamine
T. va ddng tac gia (2011) Trends Immunol 32 (1):19-25). Cu thé 13, nhu duoc d& xuét
bai Shipp va dong tac gia trong bai bo tdng quan, tan sudt xuét hidn té bao e ché cb
ngudn gbe tiy xuong tudn hoan 13 yéu 6 tién luong x4u & bénh nhan c¢b khéi u &

nhiéu vi tr{ khéc nhau. Ngoai ra, mirc d6 tuan hoan cao cta cic quan thé nay lién quan

.
3 n
duge-bang viée ¢ dung
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dén su gidm hiéu qua cta cac liéu phép thong thudong nhu héa tri, xa tri va ca khang
thé chéng lai didm kiém soat mién dich (Shipp C. va ddng téc gia (2016) Cell Mol
Life Sci 73(21):4043-61). O ngudi, da s§ ddng ¥ ring ¢ ba quan thé MDSC: MDSC
giai doan sém (the early stage MDSCs - eMDSC), dugc x4ac dinh 1la LIN
CD11b"CD33"HLA-DR; MDSC don nhén (monocytic MDSCs - mMDSC), dugc xac
dinh 13 CD14"HLA-DR™®"/ - v MDSC hat (granulocytic MDSCs-gMDSC) ¢6 kiéu
hinh CD11b*CD33"CD14°CD15" (CD66b) (Bronte V. va ddng tac gia (2016) Nat
Commun 7:12150). Ca ba quin thé nay déu dugc xem 1a cac quan thé & bao tic ché
dap ung mién dich djc hiéu khdi u (Shipp C. va dong tc gia (2016) Cell Mol Life,
Sci 73 (21):4043-61).

Céc chién lugc nghién ctru hién dang phét trién nhim chéng vlai su uc ché mién
dich gy ra boi MDSC tap trung vao ba phuong phép: (1) lam gidm s6 luong té bao
Ge ché, (2) tac dong dén chic nang cia ching va (3) tic dong dén sy biét héa cua
chung. Trong cac chién luoc ndy, cic két qua dang khich 1& da duge béo céo v6i mot
sb thubc d3 dugc danh gia (Najjar Y. G. va ddng tac gia (2013) Frontiers in Oncology
3 (49):1-9).

Trong s6 céc chién lugce tri lidu nhim vao MDSC, dic biét lién quan dén sang
ché 13 chién lugc dua trén hé hat nano. D3 biét ring hat nano mang lai hang loat tng
dung, va tuy thudc vao kich c& va cac dic diém bé mit ma ching hoat dong khac
nhau in vivo. Kich ¢@, vi du, 13 diéu kién x4c dinh cacvi tri luu dan, con cac dic tinh
bé mit anh hudng dén do bam dinh va céc co ché bat gitt (Wilkerson A. va ddng tac
gid (2017) Current Topics in Medicinal Chemistry 17:1843-57). V& mit ndy, theo béo
céo cua Serda R.E., hé hat c6 duong kinh ndm trong khoang tir 500 dén 2000nm duoc
wu tién bét gift tai vi trf tiém va dugc chuyén dén hach lympho (lymph nodes-- LN),
trong khi céc hat c6 dudong kinh nim trong khoang tir 20 dén 200nm dugc dén luu thy
dong dén cac hach bach huyét, noi ching tiép x0c v&i cac té bio tai @6 (Serda R.E.

(2013) Int J of Nanomed 8:1683-1696).
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Cho dn nay, chi cé sau chién lugc nghién ctru dua trén hat nano c¢6 tic dong
dén MDSC d dugc md ta, trong s d6 1a: hat nano mang gemxitabin, hat nano mang
chemokin CCL21, hat nano mang CpG, liposom mang axit retinoic toan lién két-trans
va hat nano mang glucan (Wilkerson A. va ddng tac gia (2017) Current Topics in
Medicinal Chemistry 17:1843-57). Nam chién luge nay gibng nhau & ba dic diém co
ban: kich ¢& ctia hat nano dugc bao gdbm nam trong 'khoéng tir 30 dén 250nm, viéc st
dung chung bi gidi han ¢ m6 hinh chudt va chung chira cac hat khong c6 tdc dong

thuc sy dén MDSC ma ching 13 hé théng mang tac nhan sinh hoc.

Chién luge tht su dua trén hé he_it nano cé tac doéng dén MDSC 1a viée st
dung proteoliposom rat nho (very small proteoliposom - VSSP) chita GM3 gangliosit.
Céc ché phdm nay dugc xem 13 gidi phép k¥ thudt gin nhét voi sang ché. Ban dau,
Molina va dong tac gia cia béing sang ché M¥ 8.591.917 B2 mo ta phuong phép kich
thich d4p Ung mién dich & nhitng ngudi st dung VSSP qua dudng tiém dudi da
(administered subcutaneously - SC). Ngoai ra, cac nghién ctru cua Fernandez va ddng
tac gia va Oliver va ddng tac gid da chiing minh rang & chudt khoe manh, mang khéi
u hodc chudt bi gidm bach cau do hoa tri liéu, viéc st dung VSSP d3 lam gia tang
déng ké s6 luong té bao & lach c6 kiéu hinh tuong ty kiéu hinh cia MDSC nhung kha
ning Gc ché d bi giam mot cach dang k& (Fernandez A. va dong tac gia (2011) J
Immunol 186:264-74; Oliver L. va ddng tac gia (2012) Vaccine 30:2963-72). Cac
nghién ctru khac cling mo ta rang vide st dung VSSP & chudt mang khdi u ngin chin
su trinh dién chéo cua cac khang nguyén do MDSC da duoc huy ddng boi khéi u va
biét héa chung thanh t& bao trinh dién khéng nguyén (Ferndndez A. va ddng tac gia
(2014) T ImmunoTherapy of Cancer 2:5). Phuong phép tao ra VSSP dugc md ta boi
Rodriguez va ddng tac gia trong don US sb 6.149.921, nhén manh rang sy lién hop
gifta protein ctia vi khudn Neisseria meningitidis va mdt lugng du gangliosit GM3 véi
su ¢6 mit cua chit tdy ria, chit tdy rira nay sau d dugc loai bd bang phuong phép
thdm tach. Ngoai ra, Estevez va dOng téc gia mo ta ring sau khi thim tach, budc siéu
ly tdm dugc thuc hién dé loai bd céc lién hop co khéi luong va kich ¢& 16n hon

(Estevez F. va ddng tac gia (2000) Vaccine 18:190-7).

(98]
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Nguyén ly hoat dong mdi cua ché phim diéu bién mién dich ndy dugc mo ta
theo sérig ché cdn bao gdm cac lién hop gifta tii mang cla vi khuan N. meningitidis
va GM3 gangliosit. Ché phim nay c6 cac dic didm dic trung vé kich cg, di¢n tich mat
va hinh théi lién hop vé6i hé hat nano ma chua ting duge mo ta trude do trong giai
phap k¥ thuat bt ky hodc cong bd khoa hoc trude day. Cac dic tinh nay 1am cho sang
ché c6 cac dic tinh ¢d lgi va ddng ngac nhién vé tac dung cua chﬁhg dbi véi MDSC
so véi cac dic diém d3 duoc mo ta trude diy boi Fernandez A. va ddng tac gia va
Oliver L. va ddng tac gia. Tét hon 13, sang ché duge thuc hién bang cach tiém duéi da
dé didu tri bénh nhan cé khdi u, va trai v6i nhitng gi duoc bdc 10 trong phuong phap
do, tao ra su thuln tién va lam gidm déng ké sb lugng gMDSC va mMDSC, va ¢6 tac
dong dang k& dbi véi dép ung cua t& bao lympho T va sy séng sot ciia bénh nhan da
duoc diég ?ri. Vi vay, tinh mdéi cua sang ché bao gém viéc tao ra dugc phém diéu bién

mién dich mdi cé tac dung 1am giam lugng MDSC ¢ bénh nhén c6 khoi u.
Ban chat k§ thuit cla sdng ché

Sang ché d2 xuét duge phdm ding d8 didu bién dap ing mién dich & bénh nhan
ung thu, chita hat nano dugc tao thanh boi lién hop ky nuéce gitta phitc hé protein
mang ngoai (outer membrane protein complex - OMPC) cta vi khuén N. meningitidis
va GM3 gangliosit, trong d6, ty 18 lién hop protein-gangliosit nim trong khoang tur
1,5:1 dén 10:1.

Cu thé, ché phdm theo sang ché dugc dic trung boi phan phdi don dinh cta thé
tich cac hat c6 kich ¢ nim trong khoang tir 15 dén 25nm, chi sd da phan tan bing

0,230, dién thé Z 4m c6 tri sb danh dinh nim trong khoang tir 25 dén 45 mV.

Sang ché cling md ta viéc st dung doi tuong cia dugc phim theo sang ché
trong diéu tri ung thu, va cy thé 1 1am dugc pham diu bién mién dich MDSC & bénh
nhéan ung thu ¢d gia ting su ¢ mdt cla céc t€ bao nay.

Sang ché con mo ta phuong phép di€u tri d6i tuong can dicu tri bang phuong
phép nay, bao gdm bude cho dung duge pham dugc md ta theo sang ché bang cach

tiém dudi da, tiém trong da, tiém bap, tiém vao khoi u hoZc boi tryc tiep 1én mang
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nhay véi tAn suét hang tudn cho tbng luong it nhét 13 bdn lidu va sau d6 cho ding lidu
duy tri sau m3i hai tudn hoic sau mdi thang trong it nhét séu thang,
Sang ché con mo ta phuong phép chon bénh nhan ung thu lam d6i tuong duge

didu tri bang dugc pham d3 mo ta, bao gom cac budc sau:

- tach mau méu vd/hodc mau md cliia bénh nhan va

- x4c dinh luong MDSC trong mau méau va/hodc mau mé di néu

Bénh nhan ¢c6 MDSC véi s6 lugng 16n hodc so MDSC tuyét doi trong mau la
cao hodc bénh nhan c6 két qua xét nghiém duong tinh vé muc do x4m nhiém clia
MDSC trong mau khoi u s& dugce chon lam bénh nhén cho viéc diéu tri nay.
M6 t3 van tit cac hinh v€ kém theo

iGnh 1. Do dudng kinh hat VSSP-iMod bang phuong phép quang pho tuong
quan photon.

Hinh 2. Do dién thé Z ctia hat VSSP-iMod bang phuong phép quang phé

tuong quan photon.
Hinh 3. Hinh anh hinh théi ctia hat VSSP-iMod qua kinh hién vi luc nguyén ti.

Hinh 4. Bénh gid hiéu qua didu tri bang VSSP-iMod trén bénh nhan ung thu
bidu mo té bao than ¢6 di cin (metastatic renal cell carcinoma - mRCC) thong qua k¥
thuét dém té bao dong chay, dua trén: a) tAn suét xuét hién gMDSC va b) ty 1& bénh

nhan c6 tAn sudt xuat hién gMDSC cao hon va thip hon ty 1& trung binh.

Hinh 5. Dénh gi4 hidu qua didu trj bing VSSP-iMod 1én kha néng trc ché ciia
MDSC d6i véi sy ting sinh cta: a) t& bao lympho TCD4+ va b) té bao lympho
TCDS+ thong qua k§ thuat dém té bao dong chay.

Hinh 6. St dung k¥ thuat dém t& bao dong chdy dé dénh gid hi¢u qua dicu trl
bang VSSP-iMod ¢ bénh nhan ung thu bi€u md tuyén va dua trén: a) tan suat xuat

r
A

hién va % bénh nhan c6 tan suat xuat hién gMDSC cao hon va thép hon tin suat trung

n
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binh, b) tin suat xuat hién va % bénh nhén c6 tan suat xuat hién mMDSC cao hon va

thdp hon tan suét trung binh.

Hinh 7. X4c dinh hidu qua diéu tri bing VSSP-iMod dya trén sb té bao lympho
TCD8+ tuyét déi & bénh nhén ung thu bidu md tuyén v bing k thudt dém té bao

dong chay.
MG ta chi tiét sdng ché
Ché phdm diéu bién mién dich

Sang ché dé xuat hé diéu bien mién dich 1am gidm d4dng ké MDSC tuén hoan &
cic bénh nhan ung thu ¢ t€ bao ndy tudn hoan hodc trong khdi u véi so lugng 16n. Hé
didu bién mién dich ¢ dugce x4c dinh 14 hé c¢6 kha nang loai bo hodc dieu bicn cic

chét trung gian trc ché bat ky cia dap ing mién dich, nhu trudng hop MDSC.

Déi tuong didu bién mién dich duogc bao hd trong sang ché bao gdm hat nano
thu dugc tr mang ngoai cua vi khudn Gram am, N. meningitidis lién hop v6i GM3
gangliosit. Sang ché chimg minh rang trudc tién, phirc hé protein mang ngoai cia vi
khuén (the outer membrane protein complex - OMPC) N. meningitidis dugc phan tan
trong dung dich dém Tris-HCI chira hdn hop bao adm natri deoxycholat (véi lugng
nim trong khoang tir 10 dén 40 mM) va natri dodexyl sulfat (v6i luong nim trong
khoang tir 1 d&n 10 mM) trong 10 phan ung khudy tron trong khoang thoi gian tir 1

dén 36 gi10.

Tiép d6, bd sung GM3 gangliosit v&4i lugng nhd hon tir 0,6 dén 10 14n luong

OMPC 3 bd sung sao cho ty 18 protein:gangliosit nim trong khoang tir 1,5:1 dén 10:1
~va tiép tuc khuéy. Viéc tao ra hat nano dat dugc thdng qua viéc sir dung hé théng loc
tiép tuyén bang mang c khéi lugng ndm trong khodng tr 10kDa dén 100kDa va & 4p
luc xuyén mang ndm trong khoang tir 1,15 dn 1,75 bar sao cho cac chét tiy rira nay
duroc loai bd hoan toan. Dung dich con lai sau khi siéu loc dugc si€u ly tam & tde do

100.000 g va dugc c¢d dic dé didu chinh ndng d6 clia nd ti ndng d6 OMPC mong
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mudn nim trong khodng tir 0,1 dén 2mg/ml va duogc vo tring bang cach loc trong bd

loc v6i mang loc ¢6 kich ¢& 16 14 0,2pm.

Nho két hop ty 18 gitta khéi lugng protein va gangliosit thich hop véi lugng
protein cing véi qué trinh siéu loc tiép tuyén & diéu kién dugc kiém soét, d4 tao ra
ché phém c6 cac dac tinh xac dinh, dugc cac tac gia sang ché dit tén 14 VSSP-iMod.
Phéin tiéh hinh thai, kich ¢&, mat do dién tich siéu t&i han cta céc hat cho théy su ¢d
mat cia dang hat nano khong d—éng nhét, ¢ kich ¢& ndm trong khoang tir 15 dén

25nm va c6 dién thé Z am véi tri s6 danh dinh ndm trong khoang tir 25 dén 45 mV.
Phuong phép x4c dinh va/hosc lua chon bénh nhén cho viée diu tri bing VSSP-iMod

Dé lya chon bénh nhén s& dugc didu tri bing VSSP-iMod, cn xéc dinh luong
¢MDSC va mMDSC ma c6 thé trc ché dép tng dic hiéu & bao T dbi v6i khdi u. Su
gia tang MDSC do su c6 mét ctia khéi u 6 thé duge x4c dinh bang cach danh gia cac
quan thé phu khic nhau cla céc t& bao ndy trong hé tudn hoan hoic trong vi mdi
trrong xung quanh khéi u. Ngoai ra, suw c6 mit ctia n6 néi 1én rang c6 su gia ting mot
sé protein huyét tuong va ADN tudn hoan. Ngudn miu dé danh gia 1a ca hai ngudn:
mAu méu ngoai vi va maiu khdi u bao gdm nhung khong bi han ché bai sinh thiét khoi

u, protein huyét twong tudn hoan, dich cb truéng, va ADN tudn hoan.

Su gia té'mg sb lugng té bao nay cb thé duogc xé4c dinh dua vao xét nghiém dung
d chin doan hodc tién luong, bang cach st dung phuong phap dém té bao dong chdy,
‘héa md mién diéh (immunohistochemistry - IHC), ELISA, huynh quang mién dich
hodc PCR (polymerase chain reaction). Mat khac, bénh nhan khong bi tang lugng
MDSC do giai doan bénh hodc vi trf khéi u 1a ngudi ¢6 s lugng cao hon so véi sb
lurong cia nguoi hién ting khoe manh binh thudng nhung lai khong dat t&i sé lugng

dang ké d3 quan sat thiy & bénh nhan cé bénh 1y tuong tu.

Viéc xac dinh luogng MDSC trong méau mau cia bénh nhin dugc thuc hién
bing k¥ thuat dém té bao dong chiy, trong d6 ca hai qudn thé déu dugc phén tich
trong viing FSC™ Yo ,ggetivlesr oy thd 13, di voi quin thé gMDSC, quan thé

duong tinh kép véi CD11b va CD33 la dugc chon va trong quan thé nay, quan thé phu
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dwong tinh v6i CD66b va Am tinh v&i CD14. DSi véi mMDSC, quan thé c6 HLA-DR
am tinh hodc biéu hién & mic do thap va duong tinh véi CD14 1a duge chon. Dya trén
cac két qua ndy, va lién quan dén cung cach x4c dinh d6i v6i ngudi hién ting khoe
manh tuong tmg vé do tubi va gi6i tinh, lugng MDSC dugc phén loai theo tan sudt
xuét hién hoic sb tuyét d6i cta chung nhu sau:

- Am tinh: Tri s6 ph?in tram va/hodc sd ndm trong khodng duge xac dinh boi
gia tri trung binh clia céc tri s6 binh thudng (M) +/- do 1éch chuén vé6i 4o tin cdy 1a
95%.

- Thép: Tri sd phan tram va/hodc s8 lwgng MDSC nim trong khoang 2M <

MDSC <3M so v6i M.
- Cao: Tri sb phan trim va/hodic s6 luong MDSC ¢6 gia tri 3M < MDSC.

Bénh nhan c6 tan suat xuat hién hogc s6 MDSC tuyét doi trong mau la cao s€

duge diéu tri bang VSSP-iMod.

Dé x4c dinh luong MDSC trong miu mo khéi u, c6 thé st dung phuong phap
d4nh gi4 bing ky thuat THC ddi véi t& bao CD33+. Nhim muc dich ndy, ty 1¢ t& bao
CD33+ trong md nay phai dugc xé4c dinh va dugc thé hién nhu sau:

- Am tinh: Dudi 10% té bao duong tinh

- Duong tinh/MDSC x4m nhidm & mirc d6 thap: tir 10-19% t& bao duong tinh

- Duong tinh/MDSC xam nhiém & muc d9 cao: Trén 20% t& bao duong tinh

Tay thude vao loai mé va giai doan bénh ma cd thé xdc dinh khdi u cé huy
dong MDSC 14 duong tinh lién quan dén mtc d6 xam nhap cia né béi t& bao CD33+.
Ung dung trong diéu tri va cic phuong phap diéu tri

Sang ché @& xuét ché phim diéu bién mién dich chuyén dung dé 1am giam
lugng MDSC & cé hai kiéu hinh gMDSC va mMDSC, thiét 1ap giai phap dugc quan
tam dic biét trong linh vuc mién dich chéng ung thu, trong d4, da biét ring MDSC

tao thanh hach trc ché rat quan trong trong dap Gng mién dich chong khéi u.
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Su tién trién ctia mot sb khdi u duge di kém boi sy huy dong MDSC tai vi trf

khdi u, theo d6, cac co ché chuyén biét trc ché dap Uing mién dich chéng khéi u cua té
bao lympho T va NK di dugc mb ta. Sang ché dé xuét ring & cac bénh nhan bj ting
gMDSC va/hoac mMDSC trong hé tuﬁﬁ hoan va/hodc trong khéi u, sb luong cac té
bao ndy c6 thé dugc gidm mot cach dang ké biang cach diéu tri véi VSSP-iMod. Viée
Jam gidm ndy s& cho phép dp tng mién dich chéng khéi u tu nhién dién ra & cac
bénh nhén nay hodc & bénh nhan di dugc diéu tri bing liéu phap khong bi ngan cén

bdi MDSC, dan t61 su séng sét ctia bénh nhéan duge diéu tri.

Ché phim diéu bién mién dich VSSP-iMod theo sang ché c6 thé dugce dua vao
co thé bénh nhéin bing céch: tiém dudi da, tiém trong da, tiém bdp, tiém vao trong
khoi u hodc béi trye tiép 1én mang nhay.

Y
S A
o

Céc dang ung thu ¢é the duge diéue tri bang ché phém difu bién mién dich.

VSSP-iMod theo sang ché 13 cac dang dd dugc bao céo rang ching huy déng MDSC
d8 tao ra co ché e ché mién dich trong d4p ng mién dich chéng khéi u. Cu thé hon
13, cac vi du vé cac dang ung thu nay bao gdm ung thu té bao hic t6, ung thu tuyén
tién liét, ung thu dau va cd, ung thu budng tring, ung thu bang quang, ung thu biéu
mo té bao gan, ung thu phdi khong t& bao nho, bach ciu lympho man tinh, ung thu
biéu mo té bao vay cua thuc quan, u lympho Hodgkin, ung thu biéu mo6 thin va ung

thu biéu mo tuyén vu.

Gid1 han lidu cua ché phém diéu bién mién dich VSSP-iMod dugc st dung &
ngudi 1a ndm trong khoang tir 100 pg dén 2 mg, t6t hon 14 1a ndm trohg khoang tir 200

tg dén 1200 pg (theo lugng OMPC).

Ché phém diéu bién mién dich theo sing ché dugc st dung trén cac dbi tuong
v6i tin sudt hang tudn cho tbng luong it nhét 12 bén lidu dé 1dm gidm nhanh lugng
MDSC va sau 46 cho dung lidu duy tri hai tuéﬂ mdt 1an hodc mdi thang mdt 1an trong
it nhét sau thang. Viéc didu tri nay c6 thé dugc thuc hién thudng xuyén khi bénh nhén

yéu cau dicu tri.
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Sang ché con duge mo ta chi tiét thong qua céac vi du va hinh v& dudi ddy. Tuy
nhién, cac vi du ndy khdng nén dugc hiéu 12 giGi han pham vi clia sang ché. Cac vi du
nay bao gdm ci cac phan thir nghiém ma cho phép kiém tra c4c dic tinh 1y - hda cu
thé ctia VSSP-iMod ndy va tac dung cta nd trong Viécilém giam lugng MDSC & céac
bénh nhan da dugc diéu tri. Ngoai ra, cac vi du nay minh hoa tdc dong cua viéc lam
giam nay dbi véi dép Gmg cla té bao lympho T cling nhu ddi véi sy sdng sét ciia bénh
nhan da duoc diéu tri. |
Vi du thwe hién sang ché

Vidu 1. VSSP-iMod c6 kich ¢& va dién tich bé mit xéc dinh

Kich ¢& dugc tinh béng nanomet va dién thé Z ctia cac hat tao nén VSSP-iMod
duoc do bang phuong phap quang phd tuong quan photon. Céc mau duge do ba lan,
cac tri s& kich c& va'dién thé Z thu duoc bang cach st dung lan luot cac thuat toan
CONTIN v Smoluchowski. Nhu duoc thé hién trong Hinh 1, VSSP-iMod nay ¢6

phan phdi don dinh clia thé tich c4c hat ¢6 kich ¢ ndm trong khodng tir 15 dén 25nm,

¢4 chi s da phan tan (polydispersity index - PDI) bang 0,230, diéu nay c6 nghia 1a c6

mit cic hat khong ddng d8u v& kich c&. Ngoai ra, VSSP-iMod ndy con c6 dién thé Z
4m va tri s6 danh dinh cta né 1a nam trong khoang tir 25 dén 45 mV, nhu duoc thé

hién trong Hinh 2.
Vi du 2. Hinh thai dang hat nano cia VS SP-iMod

Hinh 4nh VSSP-iMod thu duoc tr kinh vi luc nguyén tir nhidu ché o va gia &
silicon dugc st dung. 50pul méu duoc nho 1én tAm mica d& dugc chire ning hda trude
d6 bang dung dich niken clorua 50mol/l. VSSP-iMod nay duoc pha lodng trong dung
dich dém Tris néng d610mmol/t c6 do pH bing 8,5 voi d pha lo2ng béng 1/10 trude
khi nhé 1én t4m mica ndy. Hinh anh trong Hinh 3 thé hién ché pham khéng ddng nhét
chtra cdu tric dang hat nano ¢é hinh cau véi kich ¢ hang chuc nanomet, twong ing

v6i két qua do duoc bang phuong phép quang phé tuong quan photon.

10

10/19



49166

Vi du 3. VSSP 1am giam tAn sudt xudt hién va hoat dong trc ché cia MDSC & bénh
nhan mRCC.

P3 danh gia tac dung ctia VSSP-iMod dbi véi MDSC & bénh nhén mRCC.
Nhim muc dich ndy, mudi 1dm bénh nhén dugc chin doan méc bénh nay di dugc
giiéu tri bing 400ug VSSP-iMod qua dudng tiém dudi da & vung delta. Téng s bdn
lidu VSSP-iMod di dugc st dung v6i tAn sudt hang tuan, sau d6 ding lidu duy tri
hang thang cho téi khi két thic 6 thang diéu tri. Trong thir nghiém héy, tin sudt xudt
hién gMDSC da dugc dénh gia bang k¥ thuit dém té bao dong chay. Nhi‘lm muc dich
ndy, thng s 200.000 t& bio d& duge phan tich va ty 1& gMDSC da duge xéc dinh bing
cdch dnh gi4 kidu hinh CD11b"/CD66b"/CD14™ trong PBMC tng sb. Bé lam déi
ching, tan suét xuét hién gMDSC & 15 ngudi cho khoe manh tuong Ung veé do tudi va
~ ¢gi6i tinh d& duoc dénh gid. Nhu dad thay trong Hinh 4a, VSSP-iMod nay da lam gidm
tAn suét xuét hién gMDSC tudn hoan & bénh nhan sau 21 ngay hodc ba lidu sau khi
bit dau diéu tri. Tinh trang k¥ thudt nay boc 10 rang bénh nhén cé s6 lugng gMDSC
dudi muc trung binh da dugc thiét 1ap ¢ bénh nhan & mot sb vi tr, co ty 1& 'séng cao
ho'ndéng k& so vGi bénh nhan c¢6 sé luong it hon (Shipp C. va dong tac gia (2016)
Cell, Mol Life, Sci. 73 (21):4043-61). Viéc phan tich ty 1¢ bénh nhén ¢4 tin suit xut

hién gMDSC cao hon va thdp hon tan sudt trung binh duge thé hién trong Hinh 4b.

Nhu di thdy, sau khi didu trj bing VSSP-iMod, chi c6 khodng 20% bénh nhén da
dugc d’iéq tri duy 411 MDSC & muc cao. Két qua nay duge duy tri dén ngay thr 147
hoic sau thing thr ndm, da chi ra ring tac dung cua VSSP-iMod duge duy tri trong

suot qua trinh diéu tri.

( cac bénh nhan nay, két qua cla dap ung cia t& bao lympho T do téc dung
ctia VSSP-iMod 1én MDSC ciing dugce danh gia trong thir nghi¢ém tang sinh bang k¥
thuit dém & bao dong chay. Tdng s6 40x10° t& bao tit PBMC ctia cac bénh nhan nay
duoc st dung 1am vat lidu ban ddu. T bao CD11b+ dugc tinh sach bang cach sit dung
hat tir tinh dugc gén khang thé dic hiéu CD11b. Poan 4m tinh véi CD11b- duge danh

déu 1a CFSE v duoc nuéi cdy mot minh hodc ciing véi té bao CD11b+ theo ty 18 5:1

11
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trong thoi gian 96 gio. Hinh 5 thé hién ty 16 tang sinh trong ddi cla té bao lympho T
vio ngdy thtt 0 va ngdy thir 21 sau khi didu tri bdng VSSP-iMod & bénh nhan RCC.

Nhu d3 thdy trong Hinh 5a, sy ting sinh cla t& bao lympho TCD4+ tang 1én vao ngay

thr 21, tac dung tuong tu tdc dung da quan sat & té bao lympho TCDS8 + (Hinh 5b),

12/19

didu ndy c6 nghia 1a VSSP-iMod ndy c6 thé didu chinh su trc ché su tang sinh t& bao

T qua trung giaﬁ MDSC & bénh nhan RCC.

Phan 1én cac bénh nhan tham gia thtt nghiém nay déu c6 chit lugng cude séhg
t8t sau khi két thic didu tri, nhu da thiét 1ap trong phéc do, da quyét dinh rang ho tiép
tuc dlch tiém chuing hang thang. Viéc kéo dai thoi gian diéu tri d3 duy tri gMDSC &
muc dudi trung binh & ngay 0 va thoi gian séng trung binh cua tdng sd bénh nhan
trong thtr nghiém nay 1a 37,5 thang (Bang 1). Tri s6 nay 12 cao hon nhiéu so v&i tri s6
trung binh 1a 6,6 thang da dugc bao cdo trude ddé & bénh nhén tuong ty duge diéu tri
bi?mg interferon, tiéu chuédn diéu tri hién tai & Cuba. Ngoai ra, huéng din thuc hanh
1am sang cho mRCC cta National Comprenhensive Cancer Network (NCCN) phan
loai bénh nhan theo m6 hinh ctiia Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC)
thanh tién lugng tét, trung binh va xAu. Cic hudng din niy boc 16 ring bénh nhan
mic mRCC duoc didu tri bang céc liéu phap chéng lai yéu td ting trudng ndi mach cd
thdi gian sdng sét trung binh 12 27 thang trong trudng hop cic bénh nhén nay dugc
chan doan 12 ¢6 tién luong trung binh, trong khi 75% bénh nhéan dugc chin doén 1a ¢4
tién luong tot thi séng sot dén 24 thang. So sénh tuong d6i gifta cac tri s& duogc néu
trong hudéng dan so véi cc gid tri thu duge boi VSSP-iMod chi ra ring tac dung cia
VSSP-iMod dbi véi gMDSC ciing 1am cho ty 16 séng cao hon so véi tiéu chuan dinh
muc trong huéng din NCCN. Trong thir nghiém VSSP-iMod nay, 100% bénh nhén
¢ tién lugng tét séng s6t dén 36 thang va bénh nhén c6 tién luong trung binh 6 thoi

gian song trung binh 1a 42 thang.
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Béang 1. Su séng s6t cia mRCC bénh nhan duge diéu tri béng VSSP-iMod.

Bénh nhan Téng s61idudad | Thoi gian song tinh tir lac | Tién luong theo MSKCC tai
nhan dugc tham gia thir nghiém thoi diém bt ddu thir
(thang) nghiém
RCC 01 38 64,47 Tot
RCC 02 8 52 Xau
RCC 03 38 64,47 Trung binh
RCC 04 5 2,57 Xau
RCCO05 8 30,07 Trung binh
RCC 06 12 37 Trung binh
RCC 07 2 59 Xau
RCC 08 16 59,37 Trung binh
RCC 09 16 54,07 Tot
RCC 10 37 48 Trung binh
RCC 11 16 43,6 Tt
RCC 12 41 36,5 Tét
RCC 13 24 36,5 Trung binh
RCC 14 4 2,17 Xau
RCC 15 i2 10,3 Xéu

Vi du 4. VSSP lam giam tan suét xuét hién MDSC c6 kiéu hinh don nhén va hat &

bénh nhan ung thu biéu mo tuyén v.

Tac dung cia VSSP-iMbd dbi véi MDSC ciing dugc danh gid & bénh nhan ung
thu biéu moé tuyén va. Nhim muc dich ndy, thtr nghiém Cira s6 co hoi (Window-of-
Opportunity) giai doan 0 di dugc thiét ké, trong d6, bénh nhan da st dung 400pg
VSSP-iMod véi tin suit hang tudn trong thdi gian ba tudn bang céch tiém dudi da &
vung delta. Viéc diéu tri nay dugc thuc hién trong thoi gian thong thudng duoc thiét
1ap gitta thoi gian chén doén va didu tri bing phiu thut hodc héa tri liéu tiéu chuén
do bac s§ chi dinh. Trong thir nghiém nay, tin sudt xuit hién G-MDSC, mMDSC va
té bao T CD8 duoc xéc dinh bing k¥ thuat dém té bao dong chay. Tong s6 200.000 té

13
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bao di dugc phéan tich va ty 1€ gMDSC va mMDSC dugc x4c dinh béng cach str dung
1An luot cic kiéu hinh CD11b"/CD66b7/CD14y CD11b7/CD14*/HLA-DR™ A tinh
trong téng s6 PBMC. Nhu di thiy trong Hinh 6a, VSSP-iMod nay d3 1am gidm tan
sudt xuat hién gMDSC tudn hoan va tic dung tuong tu ndy cling d3 quan st thdy trén
mMDSC (Hinh 6b) tudn hodn & cac bénh nhin ndy sau 21 ngdy didu tri. Ngoai ra,
viéc phan tich ty 18 bénh nhan ¢6 tAn suit xuét hien gMDSC va mMDSC cao hon va
thdp hon tin suét trung binh cho thiy rang, sau khi didu tri bang VSSP-iMod, chi cé
15% bénh nhan di diéu tri duy td gMDSC va 0% bénh nhén di diéu tri duy tr
mMDSC tuong ung & muc cao. Viéc didu tri nay cling lam giam tin suét xuét hién té

bao T CD8+ trong mau ctia bénh nhén (Hinh 7).
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YEU CAU BAO HO
1. Duoc phém chira hat nano, duoc dic trung bdi lién hop ky nudc cua phuc hé
protein mang ngoai (OMPC) cta vi khuin Neisseria meningitidis voi GM3 gangliosit,
trong d6 ty 1€ lién hop gangliosit OMPC:GM3 nay nam trong khoang tir 1,5:1 dén
10:1.

2. Duoc phém theo diém 1, trong d6 hat nano nay dugc dic trung boi phan bd thé tich
don dinh cta kich ¢& hat ndm trong khoang tur 15 dén 25 nm, chi s6 da phan tén la

0,230, va/hodc thé Z am ¢6 tri sé danh dinh nam trong khoang tur 25 dén 45 mV.

3. Dugc pham chira hat nano, trong d6 mdi hat nano nay chira phrc hé protein mang
ngoai (OMPC) cua vi khuén Neisseria meningitidis dugc lién hop ky nudc voi GM3
gangliosit, trong do6 ty 1€ lién hop protein-gangliosit nam trong khoang tur 1,5:1 dén
10:1, va trong dé duogc pham nay dugc dic trung boi phan b6 thé tich don dinh nim
trong khoang tir 15 dén 25 nm kich ¢ hat, chi s6 da phan tan 1a 0,230, thé Z am c6 tri

s6 danh dinh nam trong khoang tir 25 dén 45 mV.

4. Duoc phém chira hat nano, duogc dic trung bdi lién hop ky nudc cua phic hé
protein mang ngoai (OMPC) cua vi khuin Neisseria meningitidis v6i GM3 gangliosit,
trong d6 hat nano nay dugc dic trung boi phén b6 thé tich don dinh nam trong khoang
fir 15 dén 25 nm kich c& hat, chi sé da phan tén 1a 0,230, va thé Z am ¢6 trj s6 danh
dinh ndm trong khoang tur 25 dén 45 mV.

5. Phuong phéap san xudt hat nano, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc lién hop
phtic hé protein mang ngoai (OMPC) cua vi khuén Neisseria meningitidis voi GM3
gangliosit, trong do6 ty 1& lién hop gangliosit OMPC:GM3 nay nidm trong khoang tur
1,5:1 dén 10:1.
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