22, (12) BAN MO TA SANG CHE THUQC BANG POC QUYEN SANG CHE

7 (19)  Cong hoa xa hoi chi nghia Viet Nam (VN)  (11)  [IININNANMUIMIAN
CUC SG HOU TRI TUB 1-0022003

(51)7 CO7K 16/28, A61P 35/00, A61K 39/395 (13) B

(21) 1-2010-02723 (22) 23.03.2009
(86) PCT/EP2009/02111  23.03.2009 (87) WO0O2009/118142A1  01.10.2009
(30) 08005554.4 25.03.2008 EP
08007172.3 11.04.2008 EP
(45) 25.10.2019 379 (43) 25.09.2011 282

(73) ROCHE GLYCART AG (CH)
Wagistrasse 18, CH-8952 Schlieren, Switzerland

(72) DUMONTET, Charles (FR), FRIESS, Thomas (DE), HERTING, Frank (DE),
KLEIN, Christian (DE), UMANA, Pablo (CR)

(74) Cong ty CS phan Hb trg phat trién cong nghé Detech (DETECH)

(54) DUGC PHAM CHUA KHANG THE KHANG CD20 TYP II BE PIEU TRI BENH
UNG THUBIEU HIEN CD20

(57) Sdng ch€ dé cap dén dugc phdm dé diéu tri bénh ung thu biéu hien CD20,
trong d6 dugc phdm nay bao gém khdng thé khdng CD20 typ II véi tinh gay doc
t&€ bao phu thudc khing thé tang (ADCC) va mot hodc nhiéu tic nhan hoa liéu

phap bao gom xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.



22003

Linh vue ky thuét dwoc dé cap

Séng ché d& cap dén dugc phim chira khang thé khang CD20 typ II véi
tinh gay ddc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) dé diéu tri bénh ung thu,
dic biét 1a cac bénh ung thu biéu hién CD20, va tic nhan ho4 tri liéu bao gdm

xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Phan tr CD20 (con duoc biét dén 13 khang nguyén biét hod gidi han
lympho bao B ngudi hoic Bp35) 1a protein mang chuyén tiép ky nuéc v6i phan
tir lugng khoang 35 kD duoc dinh vi trén tién lympho bao B va lympho bao B
truong thanh (Valentine et al. (1989) J. Biol. Chem. 264(19):11282-11287; va
Einfield et al. (1988) EMBO J. 7(3):711-717). CD20 dugc thiy trén bé mit coa
hon 90% céc té bao B tir céc co quan mau ngoai vi hodc dang bach huyét va
duoc bidu hitn trong qua trinh phéat trién té bao sém tién B va duy tii cho t6i khi
biét hoa bach cdu. CD20 duogc biéu hién trén ca céc té bao B binh thuong cling
nhur céc té bao B ung thu. Cu thé, CD20 dugc biéu hién trén 90% u bach huyét
non-Hodgkin té bao B (NHL) (Anderson et al. (1984) Blood 63(6): 1424-1433)),
nhung khéng‘ dugc thay trén cac té bao mam tao mau, cic tién té bao B, céic
bach cdu binh thuong hodc cdc mé binh thudng khac (Tedder et al. (1985) J,
Immunol. 135(2):973- 979).

Ving axit amin 85 dau carboxyl clia protein CD20 dugc nim trong bao
chét. D6 dai cia ving nay tuong phan véi do dai clia cac clu tric bé mat dic
hiéu t& bao B khéc nhu cac chudi ning IgM, IgD va IgG hoic cac khang nguyén
c6 tinh twong hop md loai II hodc cic chudi B, ching c6 cac ving trong bao chit
ngin tuong dbi twong tmg bao gdm 3, 3, 28, 15, va 16 axit amin (Komaromy et
al. (1983) NAR 11:6775-6785). Trong sb 61 axit amin dau carboxyl thi ¢6 21
gdc axit, trong khi chi 2 gbc 1a bazo, ching to ring ving ndy c6 dién tich Am it

manh. S6 truy cdp trén Ngan hang Gen 1a NP-690605. Pugc cho réng CD20 ¢6
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thé lién quan dén viéc diéu chinh (cac) budc som trong qua trinh hoat hod va
biét hoa cuia cac té bao B (Tedder et al. (1986) Eur. J. Immunol. 25 16:881-887)
va c6 thé hoat dong nhu kénh canxi ion (Tedder et al. (1990) J. Cell. Biochem.
14D: 195).

C6 hai loai khang thé khang CD20 khéac nhau dang ké vé kiéu gin két
CD20 va céc hoat tinh sinh hoc ctia ching (Cragg, M.S., et al, Blood, 103
(2004) 2738-2743; and Cragg, M.S., et al, Blood, 101 (2003) 1045-1051). Céc
khéang thé typ I, vi du nhu Rituximab, 13 dic hiéu déi véi tinh gdy doc té bao do
b thé tao ra, trong khi céc khang thé typ II, nhu cac khang thé Tositumomab
(B1), 11B8, AT80 hodc B-Lyl dugc lam tuong thich véi ngudi va gy ra su chét
té bao dich mét cach hiru hiéu nho gay chét té bao khong phu thudc caspaza bdi

su tiép xtic phosphatidylserin dong thoi.

Céc dac tinh phén chia chung ctia c4c khang thé khang CD20 typ I va typ 11

dugc tom tit trong Bang 1.

Bang 1: C4c dic tinh ctia cac khang thé khang CD20 typ I va Typ II

Cic khang thé khang CD20 typ I

Cic khang thé khang CD20 typ II

Epitop CD20 typ I

Epitop CD20 typ II

Dinh vi CD20 véi cac khéi lipit

Khéng dinh vi CD20 véi cac khdi lipit

CDC tang (néu 1a isotyp IgG1)

CDC giam (néu 1a isotyp IgG1)

Hoat tinh ADCC (néu 12 isotyp IgG1)

Hoat tinh ADCC (néu 13 isotyp IgG1)

Dung luong gin két ddy du

Dung luong gin két giam

Két tu dong kiéu Két tu ddng kiéu manh hon
Kich thich gay chét té bao khi lién két | Kich thich gay chét, té bao manh khong
chéo lién két chéo

Ban chat k§ thuét ciia sang ché

Sang ché dé cap dén viéc sur dung khang thé khang CD20 typ II v6i tinh

gdy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) dé bao ché thudc didu tri bénh
ung thu, didc biét 1a cac bénh ung thu biéu hién CD20 két hop véi mot hodc
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nhiéu tac nhan hoa liéu phap dugc chon tir nhém gém c¢6 xyclophosphamit,

vincristin va doxorubixin.

Sang ché con dé cap dén viéc st dung khang thé khang CD20 typ II v&i
tinh gy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) & bao ché thubc diéu tri
cho bénh nhén bi bénh ung thu biéu hién CD20 két hop v6i mot hodc nhiéu tic
nhan hoa liéu phép duoc chon tir nhém gbém cé xyclophosphamit, vincristin va

doxorubixin.

Sang ché con dé cap dén viée sir dung khang thé khang CD20 typ Il v&i
tinh gy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) & diéu tri bénh ung thu
biéu hién CD20 két hop véi mdt hodc nhiéu tac nhan ho4 liéu phap duogc chon tur

nhém gdém c6 xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.

Sang ché con dé cap dén viée st dung khang thé khang CD20 typ II véi
tinh gy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) dé didu tri cho bénh nhan
bi bénh ung thu biéu hién CD20 két hop véi mét hodic nhiéu tac nhan hoa lidu
phép duoc chon tir nhém gdm c6 xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.

T6t hon 1a viée diéu tri biang khang thé khang CD20 typ II v6i tinh gay ddc
té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) két hop véi xyclophosphamit va
vincristin.

Dugc phim bao gdm ca khang thé khang CD20 typ II véi tinh gdy doc té
bao phu thudc khang thé ting (ADCC) va mét hodc nhiéu tac nhan hoa liéu phap
dugc chon tir nhém gdm cé xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin dé st
dung diéu tri bénh ung thu biéu hién CD20, cu thé 1a u bach huyét non-Hodgkin
té bao B (NHL).

T6t hon 1a khang thé khang CD20 typ II nay 13 khang thé B-Lyl duogc lam

tuong thich véi ngudi, dugc bién dbi di truyén glyco.

MBS ta chi tiét sang ché
Thuat ngit "khang thé " bao gdm cac dang khac nhau ctia cac khang thé bao

gbém, nhung khong chi gidi han &, cac khang thé nguyén, cac khang thé nguoi,
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cac khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi va cac khang thé duge bién ddi di
truyén nhu cac khang thé don dong, céc khang thé dang kham hodc cac khang
thé tai t6 hop ciing nhu cac phn cta céc khang thé nay véi didu kién 1a cac dic
tinh dic trung theo sang ché duogc gifr lai. Cac thuat ngit "khang thé don dong"
hoic "ché phdm chira khang thé don dong" theo sang ché d& cap dén ché phim
chira céc phan tir khang thé clia hop chit axit amin don. Vi vay, thuat ngir
"khang thé don dong ngudi" dé cip dén cac khang thé thé hién tinh gén két dic
hidu don ma c6 céc ving 6n dinh va bién ddi thu dugc tir céc trinh tu globulin
mién dich nguoi dong mim. Theo mdt phuong 4n, cic khang thé nguoi don
dong duoc tao ra béi t& bio lai bao gdbm té bao B thu duge tir dong vat khong
phai 12 nguoi chuyén gen, vi du chudt chuyén gen, c6 hé gen bao gdm gen bién

d6i chudi ning ngudi va gen bién dbi chudi nhe nguoi két hop véi té bao bt ti.
Tét hon néu khang thé khang CD20 typ II nay 1a khang thé don dong.

Thuét ngit "khang thé dang kham" dé cap dén khang thé don dong bao gébm
vung bién ddi, tirc 1a vung gén két, tir mot nguén hodc loai va it nhat mot phﬁn
ctia ving 6n dinh thu duogc tir mot ngudn hoic loai khac, thuong duoc chuan bj
bang cac k§ thuat ADN tai td hop. Cac khang thé dang kham bao gdm vung bién
ddi cta chudt va vung 4n dinh cta nguol dugce uu tién dac biét. Cac khang thé
dang kham chudt/ngudi nay 1a san phdm cta cic gen globulin mién dich bidu
hién bao gdm cic doan ADN ma hoa céc ving bién dbi globulin mién dich
chudt va cac doan ADN mi hoa cac ving 6n dinh globulin mién dich nguoi. Cac
dang khéc ctia cac khang thé dang kham nim trong séng ché 13 cac loai trong do
16p hoic 16p phu dugc cai bién hodc thay ddi tir 16p hodc 16p phu cia khang thé
gbc. Cac khang thé “dang kham” d6 ciing dugc dé cap dén nhu "cac khang thé
chuyén dbi nhém". Cac phuong phap @ tao ra cac khang thé dang kham nay
bao gdm cac k¥ thudt tai t6 hop ADN va chuyén gen thong thudng hién da biét
rd trong linh vuc k¥ thudt. Xem, vi du tai liéu Morrison, S.L., et al., Proc. Natl.

Acad Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; US 5,202,238 va US 5,204,244,
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Thuét ngit "khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi" @& cép dén cac
khang thé trong d6 khung hoic "cac ving xac dinh bd trg" (CDR) dugc cai bién
dé bao gdbm CDR ctia globulin mién dich c6 tinh dic hiéu khac so véi tinh dic
hiéu cua globulin. mién dich gbc. Theo mot phuong an duge vu tién, CDR chudt
duge cdy ghép vao ving khung ctia khang thé ngudi dé tao ra "khang thé duoc
lam tuong thich véi nguoi." Xem, vi du tai li€u Riechmann, L, et al., Nature 332
(1988) 323-327; va Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270. Cac
CDR dugc uu tién ddc bi€t tuong ung vdi cac trinh tu dai dién nhan dang cac

khang nguyén thé hién & trén d6i voi cac khang thé dang kham va hai chie.

Thuat ngit "khang thé ngudi”, theo sdng ché, s& bao gdm cac khang thé ¢6
cac ving bién dbi va én dinh thu duoc tir cac trinh tir ngudi globulin mién dich
dong mam. Cac khang thé ngudi 14 d& biét trong linh vuc k§ thuat (van vDijk,
M.A., and van de Winkel, J. G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374). Dua
vao k¥ thuat ndy, cac khang thé nguoi khang lai rat nhidu loai dich khac nhau ¢
thé duoc tao ra. Cac vi du vé cac khang thé nguodi dugc mo ta, chéng han trong

tai liéu Kellermann, S. A., et al., Curr Opin Biotechnol. 13 (2002) 593-597.

Thuat ngit "khang thé ngu&i tai t6 hop", theo sang ché, s& bao gdm tat ca
cac khang thé nguoi duge thiét ké, biéu hién, tao ra hodc phan lap bing cach tai
t6 hop, cac khang thé nay dugc phan 1ap tir té bao chi nhu t& bao NS0 hoic hodc
CHO hodc tir dong vat (vi du, chudt) dugc chuyén gen cho cic gen globulin
mién dich nguoi hodc cac khéang thé biéu hién nho st dung vecto biéu hién tai td
hop chuyén nhiém vao té bao chi. Cac khang thé ngudi tai td hop ndy c6 cac
ving bién ddi va 6n dinh thu duge tir cc trinh tur globulin mién dich ngudi dong
mam dudi dang sap xép lai. Cac khang thé nguoi tai td hop theo sang ché duoc
tao siéu dot bién soma in vivo. Vi vay, cac trinh tu axit amin cta cac ving VH
va VL cua cac khang thé tai t6 hop la trinh tw ma, trong khi thu dugc va lién
quan dén céc trinh tu ngudi dong mam VH va VL, ¢6 thé khéng ton tai tu nhién

trong kho dong mam khang thé nguai in vivo.
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Theo sang ché, thuat ngir "gén két dac hiéu" hoac “gén két mot cach dac
hiéu véi” d& cap dén gén két dic hiéu cua khang thé véi khang nguyén CD20.
Tt hon néu 4i luc gan két c6 gid tri KD 14 10 mol/1 hodc thép hon (vi du 1071
mol/1), t&t hon néu gia tri KD 12 10"° mol/1 hosc thap hon (vi du 102 mol/1).
Ai luc gén két dugc xac dinh v&i thir nghiém gin két chudn, nhu phén tich thAm

tach Scatchard nho cac té bao biéu hién CD20.

Thuat ngit "phéan T axit nucleic", theo sang ché, s& bao gém céc phan tir
ADN va cac phan t&¢ ARN. Phan tir axit nucleic cé thé 14 AND soi don hoic soi
kép, nhung t6t hon 13 ADN soi kép.

Thuét ngit "cac ving 6n dinh" khéng tao ra su gin két truc tiép cua khang
thé v6i khang nguyén, nhung c6 cac chuc ning diéu bién (ADCC, gin két bd tro
va CDC).

Thuat ngit "ving bién d6i" (ving bién ddi ctia chudi nhe (VL), ving bién
d6i cua chudi ning (VH)) theo sang ché dé cap dén timg cip cac chudi nang va
nhe tao ra su gin két truc tiép cuia khang thé véi khang nguyén. Cac mién cla
cac chudi ning va nhe bién dbi ctia ngudi c6 clu tric chung tuong tu va mdi
mién bao gdm bbn ving khung (FR) ma céc trinh tu ciia ching duge bao toan
rong rai, lién két boi ba “ving sidu bién” (hodic cic ving xac dinh bd trg, cac
CDR). Cac ving khung chip nhén cu hinh tim b- va cac CDR c6 thé tao ra cac
vong nbi véi ciu tric tAm b-. Cac CDR & mdi chudi dugc giit trong cu triic ba
chidu cta ching bing cac ving khung va ciing v6i cac CDR cia chudi khéc tao
ra diém gin két khang nguyén. Cac ving chudi ning va nhe cia khang thé
CDR3 déng vai tro dic biét quan trong trong viéc tinh dic hiéu/ai lyc gin két
clia cac khang thé theo sang ché va vi vy tao ra muc dich khac nita cia séng
ché.

Céac thuét ngit "ving siéu bién" hodc "phan gin két khang nguyén cua
khang thé" theo sang ché dé cap dén cac gdc axit amin ciia khang thé ma c6 thé
tao ra gin két khang nguyén. Ving siéu bién bao gém cac gdc axit amin tir "cac

ving xac dinh bb tro" hodc "cac CDR". Cac ving "khung" hodc "FR" 1a cac
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ving mién bién dbi ngoai cac gdc ving siéu bién nhu duge x4c dinh theo sang
ché. Vi vay, cac chudi nang va nhe ctua khang thé bao gém cic mién FRI,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4 theo chiéu tir ddu N dén dau C. Pic
biét, CDR3 ctia chudi ning 13 ving gép phan nhiéu nhit vao gin két khang
nguyén. Cac ving CDR va FR dugc x4c dinh theo cach x4c dinh chudn trong
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) va/hoéc
cac gbc tir "vong siéu bién".

Céc thuit ngit "CD20" va "khang nguyén CD20" dugc sir dung thay thé
cho nhau va bao gdm cac thé bién di, cic isoform, cdc thé twong ddng loai cta
CD20 ngudi bit ky ma dwoc biéu hién mot cach ti nhién boi céc té bao hodc
duoc biéu hién trén cac té bao chuyén nhidm véi gen CD20. Gén két cua khang
thé theo sang ché vé6i khang nguyén CD20 giy chét cac té bao biéu hién CD20
(vi du cac t& bao khdi u) bing cach 1am bat hoat CD20. Su chét ciia cac t& bao
biéu hién CD20 c6 thé xuét hién bing mot hoic nhiéu trong cac co ché dudi

day: kich thich cai chét/gay chét té bao, ADCC va CDC.

Céc tir dong nghia ctia CD20, nhu duoc chip nhan trong linh vuc k§ thut,
bao gdm CD20 khang nguyén lympho bao B, khang nguyén bé mat lympho bao
B B1, Leu-16, Bp35, BMS5 va LF5.

Thuét ngit "khang thé khang CD20" theo sang ché 13 khang thé gin két dic
hiéu véi khang nguyén CD20. Tuy thudc vio cac dic tinh gin két va cac hoat
tinh sinh hoc cta cac khang thé khang CD20 véi khang nguyén CD20, hai loai
ctia cac khang thé khdng CD20 (cac khang thé khang CD20 typ I va typ II) ¢
thé duoc phén biét theo Cragg, M.S., et al , Blood 103 (2004) 2738-2743; and
Cragg, M.S., et al Blood 101 (2003) 1045-1051, xem Bang 2.

Bang 2: Céc dic tinh ciia cac khang thé khang CD20 typ I va typ II

Cac khang thé khang CD20 typ I Céc khang thé khang CD20 typ II

Epitop CD20 typ I Epitop CD20 typ II

Pinh vi CD20 véi cac khdi lipit Khéng dinh vi CD20 véi cac khdi
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lipit
CDC ting (néu 14 isotyp IgG1) CDC giam (néu la isotyp IgG1)
Hoat tinh ADCC (néu 14 isotyp Hoat tinh ADCC (néu 13 isotyp
IgG1) IgG1)
Dung luong gén két day du Dung luong gin két giam
Két tu dong kiéu Két tu ddng kidu manh hon
Kich thich gy chét té bao khi lién Kich thich gy chét té bao manh
két chéo khong lién két chéo

Mot dic tinh chi yéu ciia khang thé khang CD20 typ I va typ II 1a kiéu gén
két cta chiing. Vi vay, khang thé khang CD20 typ I va typ II c6 thé duoc phén
loai béi ty 1é cla cac kha ning gin két véi CD20 trén cac té bao Raji (ATCC-
No. CCL-86) ctia khang thé khang CD20 nay so véi rituximab.

Céc khang thé khang CD20 typ I c6 ty 1é cta céc dung luong gin két véi
CD20 trén céc t& bao Raji (ATCC-No. CCL-86) ctia khang thé khang CD20 nay
50 v&i rituximab 1a tir 0,3 dén 0,6, tot hon 1a tir 0,35 dén 0,55, tét hon nita 1a 0,4
dén 0,5. Cac vi du vé cac khang thé khang CD20 typ II ndy bao gdm, vi du
tositumomab (B1 IgG2a), khe’mg thé B-Lyl dugc lam twong thich véi nguoi
IgGl (khang thé IgGl duoc 1am twong thich véi nguoi dang kham nhu duge dé
cdp trong WO02005/044859), 11B8 IgGl (nhu dwgc d& cdp trong WO
2004/035607), va AT80 IgGl. Tét hon néu khang thé khang CD20 typ II la
khang thé don dong c6 thé gén két véi epitop tuong tu nhu khang thé B-Lyl
duge lam tuong thich v6i ngudi (nhu duge dé cp trong W02005/044859).

Céc khang thé khang CD20 typ I trai lai véi cac khéng thé typ II c6 ty 1&
cta cac dung lugng gén két véi CD20 trén céc té bao Raji (ATCC-No. CCL-86)
ctia khang thé khang CD20 nay so v&i rituximab 14 tir 0,8 dén 1,2, t5t hon 13 tir
0,9 dén 1,1. Cac vi du v& céc khang thé khang CD20 typ I nay bao gdm
rituximab chéng han, 1F5 IgG2a (ECACC, hybridoma; Press, O.W., et al.,
Blood 69/2: (1987) 584-591), HI47 IgG3 (ECACC, hybridoma), 2C6 IgGl (nhu
duge d& cdp trong WO2005/103081), 2F2 IgGl (nhu dugc d& cap vi WO
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2004/035607 va W02005/103081) va 2H7 IgGl (nhu duge d& cip trong WO
2004/056312).

“Ty 1& cta c4c dung lugng gin két véi CD20 trén cac t& bao Raji (ATCC-
No. CCL-86) clia cac khang thé khang CD20 so véi rituximab” dugc xéc dinh
bang phép do huynh quang mién dich truc tiép (cac cudng dd huynh quang trung
binh (MFI) dugc x4c dinh) nho st dung khang thé khang CD20 két hop véi Cy5
va rituximab két hop vé&i Cy5 trong FACSArray (Becton Dickinson) véi cac té
bao Raji (ATCC-No. CCL-86), nhu dugc mo ta trong Vi du No. 2, va dugc tinh

nhu sau:
A o . MFI (Cy5-khang Cy5-ty 18 danh d4u
Ty 1€ cta cac dung lugng gan X114 N
két vai CD20 trén cac té bao  — thé khéng CD20) x (Cy5-r1tux1mf1b)
Raji (ATCC-No. CCL-86) MFI (Cy5- Cy5-ty 1¢ danh dau(Cys-
rituximab) khang thé khang CD20)

MFT la cuong d6 huynh quang trung binh. “Cy5-ty 1& danh dau” theo sang
ché c6 nghia 1a sé cc phan tir danh dau CyS5 trén khang thé phan tir.

Théng thuong khang thé khang CD20 typ II nay co ty 1€ cta cac dung
lugng gén két véi CD20 trén céc t& bao Raji (ATCC-No. CCL-86) ciia khang thé
khang CD20 thtt hai ndy so véi rituximab 13 tir 0,3 dén 0,6, t6t hon 1a tir 0,35
dén 0,55, tét hon nita 14 tir 0,4 dén 0,5.

Khang thé khang CD20 typ II nay theo sang ché, co tinh gay doc té bao phu
thudc khang thé ting (ADCC).

Thuat ngit "khang thé c6 tinh giy doc té bao phu thudc khang thé ting
(ADCC)" hodc “khang thé véi tinh gdy doc t& bao phu thudc khéng thé ting
(ADCC)" c6 nghia 1a khang thé, khi thuit ngit d6 duoc xac dinh & day, co
ADCC tang khi duge x4c dinh bang phuong phap bt ky nao thich hop da biét
d6i véi chuyén gia trong linh vyc k§ thuat. Mot thir nghiém ADCC in vitro

dugc chap nhan la nhu sau:

1) thtr nghiém sir dung céc t& bao dich da biét dé biéu hién khang nguyén

dich duoc nhan dang béi ving gin két khang nguyén cua khang thé;
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2) thir nghiém sir dung cac t& bao don nhan mau ngoai vi nguoi (PBMCs),
phan 14p tir mau cta ngudi cho khoé manh dugc chon ngiu nhién, lam céc té
bao hiéu tng;

3) thir nghiém duoc tién hanh theo phuong phap sau:

1) cac PBMC dugc phéan 18p nho st dung cdc phuong phap ly tAm mat do
chudn va dugc tao huyén phi véi 5 X 106 t& bao/ml trong méi trudng nudi ciy

té bao RPMI;

ii) cac té bao dich dugc nuéi ciy bang cac phuong phap nuédi cidy md
chun, thu hoach tir pha sinh truéng theo sé mii v6i kha ning sdng s6t cao hon
90%, rira bang méi truong nudi cdy té bao RPMI, danh ddu véi 100 micro-
Curies cua *'Cr, rira hai lan bang mdi trudng nudi cy té bao, va tao huyén phu

lai trong méi truong nudi cdy té bao véi mat do 10° té bao/ml;

iii) 100 microlit huyén phu chta t& bao dich cudi cung néu trén dugc

chuyén vao moi giéng cuia dia vi chuan do 96 giéng;

iv) khang thé dugc pha loang theo bic tir 4000 ng/ml dén 0,04 ng/ml trong
moi tru'bng nudi cdy t& bao va 50 microlit gbém céac dung dich khéang thé thu
dugc duge thém vao cac té bao dich trong dia vi chuan d6 96 giéng, thir nghiém
ba lan cac ndng d6 khang thé khac nhau bao gbm gidi han ndng d6 toan bo néu
trén;

v) dbi v6i cac dbi chimg giai phéng t6i da (MR), 3 giéng khac frong dia
chira cac té bao dich d4nh d4u, nhan 50 microlit gbém dung dich nudc tay 2%
(VN) khong ion (Nonidet, Sigma, St. Louis), thay cho dung dich khing thé
(diém iv néu trén);

vi) d6i véi céc dbi chimg giai phong tw nhién (SR), 3 giéng khéc trong dia
chtra c4c té bao dich danh du, nhan 50 microlit gdm méi truong nudi ciy té bio
RPMI thay cho dung dich khang thé (diém iv néu trén);

vii) sau d6 dia vi chuan d6 96 giéng dugc lam ly tAm véi 50 x g trong 1

phit va d trong 1 gio ¢ 4°C;
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viii) 50 microlit gdm huyén phu PBMC ((diém i néu trén) dugc thém vao
mdi giéng dé tao ra ty 18 t& bao hiéu umg:té bao dich 1a 25:1 va cac dia duoc dat

vao 16ng ap trong madi trudng khi CO2 5% & 37°C trong 4 gid;

ix) dich ndi khéng chira té bao tir mbi giéng duogc thu hoach va d6 phong xa
giai phéng qua thir nghiém (ER) duoc xac dinh sé lwong nho st dung may dém

gama;

X) ty 1& phan trim cua phén giai dic hiéu dugc tinh toan cho timg ndng do
khang thé theo cong thirc (ER-MR)/(MR-SR) x 100, trong d6 ER 1a d6 phong xa
trung binh duge x4c dinh (xem diém ix néu trén) cho ndng d6 khang thé d6, MR
]a d6 phong xa trung binh duoc xac dinh (xem diém ix néu trén) cho céc ddi
ching MR (xem diém V néu trén), va SR 14 d6 phong xa trung binh (xem diém

ix néu trén) cho cac doi chung SR (xem diém vi néu trén);

4) "ADCC ting" duoc xac dinh nhu hoic ting vé ty 18 phan tram tdi da cua
phan giai dic hiéu duoc thiy trong gidi han ndng d6 khang thé thir nghiém néu
trén, va/hodc giam vé ndng do khang thé cin thiét d&& dat duoc mot nia ty 18
phin trim t6i da cta phan giai dic hiéu dugc thir nghiém néu trén. Ting vé
ADCC tuong xtmg véi ADCC, duoc xac dinh bang thir nghiém néu trén, do
khang thé tuong tu gy ra, dugc tao ra bdi loai cac té bao chi tuong tu, nhd st
dung cac quy trinh san xuét, tinh ché, tao ché phdm va luu giir chuén tuong tur
ma d4 biét dbi voi chuyén gia trong linh vuc k§ thuat, nhung khéng dugce tao ra
béi cac té bao chu bién ddi di truyén dé biéu hién qua mirc GnTIIL

"ADCC ting" nay c6 thé thu dugc bing cach bién dbi di truyén glyco cac
khang thé d3 néu, diéu d6 c6 nghia 1a ting cac chic ning tic dong do t& bao tao
ra da néu cua cac khang thé don dong bang cach bién ddi di truyén thanh phan
oligosacarit cua ching nhu dugc mo t& trong tai li€u Umana, P. et al., Nature

Biotechnol. 17:176-180 (1999) va US 6,602,684.

Thuat ngir "tinh gdy doc té bao phu thudc bd thé (CDC)" dé cap dén su
phan giai ctia cac té bao dich khdi u ngudi bing khang thé theo sang ché véi su

c6 mat cta bd thé. Tt hon 13 CDC duoc xac dinh bang cach xi Iy ché phdm
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chtra cac té bao biéu hién CD20 véi khang thé khang CD20 theo sang ché véi su
c6 mit ctia bd thé. CDC dugc thdy néu khang thé kich thich & ndng d6 100 nM
~ su phan giai (su chét té bao) ctia 20% hodc nhiéu hon cac t& bao khédi u sau 4
gio. Tt hon 14 thir nghiém duoc tién hanh véi céc té bao khéi u danh du 5'Cr
hodc Eu va x4c dinh >'Cr hoic Eu giai phong. Cac dbi chimg bao gdm qué trinh

Ui c4c té bao dich khéi u véi bd thé, nhung khong c6 khang thé.

Thoéng thuong cac khang thé khang CD20 typ II cua isotyp IgG1 thé hién
c4c dic tinh dic trung cia CDC. Céc khang thé khang CD20 typ II ¢6 CDC
giam (néu 1a isotyp IgG1) so véi céc khang thé khang CD20 typ I cua isotyp
IgG1. Tét hon néu khang thé khang CD20 typ II 13 c4c khang th8 isotyp IgG1.

Khang thé "rituximab" (khang thé tham khao; vi du vé khang thé khang
CD20 typ I) 1a mién 6n dinh chuét 1 gama ngudi dang kham bién dbi di truyén
chtra khang thé don dong truc tiép chdng lai khang nguyén CD20 ngudi. Khang
thé dang kham nay chtra cic mién 6n dinh 1 gama nguol va dugc nhan dang
bang tén "C2B8" trong US 5,736,137 (Anderson et. al.) cip ngdy 17/4/1998,
duoc chuyén nhuong cho IDEC Pharmaceuticals Corporation.. Rituximab dugc
chép thuan dé diéu tri cho céc bénh nhén bi tai phat hoac khiic xa mirc dd nhe, u
bach huyét non-Hodgkin t& bao B, duong tinh véi CD20, c6 nang. Co ché in
vitro clia cic nghién ciru tic dong ching t ring rituximab c6 tinh gy doc té
bao phu thudc bo thé (CDC) (Reff et. al, Blood 83(2): 435-445 (1994)). Ngoai
ra, n6 ciing thé hién hoat tinh dang ké trong cac thir nghiém dé x4c dinh tinh gay
doc té bao phu thudc khang thé (ADCC).

Thuat ngit "khang thé B-Ly1 duoc lam twong thich véi ngudi” dé cap dén
khang thé B-Lyl dugc lam tuong thich véi ngudi nhu duge & cip trong
W02005/044859 va WO 2007/031875, khang thé nay thu duoc tir khéng thé
don dong chudt khang CD20 B-Ly1 (viing bién dbi ctia chudi ning chudt (VH):
SEQ ID NO: 1; ving bién dbi cua chudi nhe chudt (VL): SEQ ID NO: 2 — xem
tai liéu Poppema, S. and Visser, L., Biotest Bulletin 3: 131-139 (1987);) béng

cach khdm hoé véi mién 6n dinh nguoi tir IgG1 va tiép theo bing cach lam
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tuong thich v6i nguoi (xem W02005/044859 va WO 2007/031875). Cac "khang
thé B-Lyl dugc lam twong thich véi nguoi" dugc dé cip dén chi tiét trong

W02005/ 044859 va WO2007/031875.

Tét hon néu "khang thé B-Lyl duoc lam tuong thich v6i nguoi" c6 ving
bién d6i ctia chudi ning (VH) duoc chon tir nhém cé trinh ty tir SEQ ID No.3
d¢én SEQ ID No.20 (B-HH2 dén B-HH9 va B-HL8 dén B-HL17 cua
W02005/044859 va WO 2007/031875). Puogc dic biét wu tién 1a SEQ. ID No.
3, SEQID NO. 4, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO.
13 va SEQ ID NO. 15 (B-HH2, BHH-3, B-HH6, B-HHS8, B-HL8, B-HL11 va B-
HL13 néu trong W02005/044859 va WO 2007/031875). Tét hon 1a "khang thé
B-Ly1 dugc lam twong thich véi nguoi" ¢6 ving bién d6i cua chudi nhe (VL) co
trinh tu néu trong SEQ ID No. 20 (B-KV1 cua WO02005/044859 va
W02007/031875). Ngoai ra, tot hon néu khang thé B-Ly1 dugc lam tuong thich
v6i nguoi 1a khang thé IgG1. Cac khang thé B-Lyl dugc lam tuong thich véi
nguoi ndy theo sang ché duoc bién dbi di truyén glyclo (GE) & vung Fc theo céc
phuong phdp dugc md td trong W02005/044859, W02004/065540, WO
2007/031875, Umana, P. et al., Nature Biotechnol. 17:176-180 (1999) va WO
99/154342. “Cac khang thé B-Lyl duoc lam tuong thich véi nguoi, dugc bién
ddi di truyén glyclo” nay c6 kiéu glycosyl hoa bién ddi & ving Fe, 8t hon 14 c6
mutc d6 cac gbc fucoza giam. Tt hon 1 it nhat 40% hodc nhiéu hon (theo mot
phuong 4n khoang 40% va 60%, theo mot phuong an khac it nhat 50%, va theo
mdt phuong 4n khéc nita it nhit 70% hozc nhidu hon) cia cac oligosacarit cia
ving Fc khéng duge fucosyl hod. Ngoai ra, tét hon néu cac oligosacarit cua

vung Fc dugc cat doi.

Thanh phan oligosacarit c6 thé tac dong rit 16n téi cac dic tinh c6 lién quan
dén hidu qua ctia glycoprotein chira bénh, bao gm tinh én dinh vét 1y, khang lai
su tin cong cua proteaza, tuong tac véi hé mién dich, duoc dong luc, va hoat
tinh sinh hoc dédc hi€u. Cac déc tinh nay c¢o thé khong chi phu thudc vao su cé
mit hodc khéng c6 mit, ma con phu thude vao céc ciu tric dic hidu clia cac
oligosacarit. Mot s6 su khai quat gifta cdu tric oligosacarit va chirc nang
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glycoprotein c6 thé duoc tao ra. Vi du, mot vai cAu tric oligosacarit ¢ thé lam
nhanh su thanh thai cta glycoprotein khoi dong mau nho céc tuong tac véi cac
protein gin két cacbohydrat dic hiéu, trong khi nhing ciu trac khac c6 thé duoc
gan két béi cac khang thé va tao ra cac phan tng mién dich mong muén (Jenkins

et al., Nature Biotechnol. 14 (1996) 975-81).

Cac té bao dong vat c¢6 vi 1a cac vat chi duoc wu tién dé tao ra céc
glycoprotein chita bénh, do kha nang glycosylat hoa cac protein cua chiing &
phin 16n dang twong thich cho mg dung & nguoi (Cumming et al,
Glycobiology 1:115-30 (1991); Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14:975-81
(1996)). Vi khuén rat hiém khi glycosylat hoa cac protein, va gidng nhu céc loai
khéc ctia c4c vat chu thong thudng, nhu nAm men, ndm soi, cic té bao con trung
va thuc vit, tao ra cdc miu glycosylat hoa lién quan dén su thanh thai nhanh
khoi dong mau, céc tuong tac mién dich khéng mong muén, va dbi véi mot sé
truong hop dic biét lam giam hoat tinh sinh hoc. Trong céc té bao dong vat co
Vi, cAc té bao budng trimg chudt ddng Trung Quéc (CHO) thuong duoc str dung
nhidu nhit trong sudt hai thap ky cubi cing. Ngoai viéc tao ra cic mau
glycosylat ho4 thich hop, cac t& bao d6 cho phép tao ra céc dong té bao sinh san
v tinh cao, on dinh vé& mit di truyén. Chiing con c6 thé duge nudi cly véi cac
mat d cao trong cac binh phan ng sinh hoc don gian nho st dung méi truomg
khéng chira huyét thanh, va cho phép trién khai céc quy trinh sinh hoc an toan
va c6 thé sinh san. Cac té bao dong vat thudng dugc sir dung khac bao gdm céc
té bao than chudt ddng méi sinh (BHK), céc t& bao u tuy NSO- va SP2/0. Méi
ddy hon, qua trinh tao ra tir cac ddng vét chuyén gen ciing dugc thir nghiém

(Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14: (1996) 975-981).

T4t c& cac khéng thé chira cac cAu tric cacbohydrat tai cac vi tri bao toan &
cac ving 6n dinh chudi ning, v6i mdi isotyp c6 day riéng biét ciia cac cAu tric
cacbohydrat lién két N, tac dong thay dbi t6i tap hop protein, hoat tinh tiét xuét
hodc chirc (Wright, A., and Monison, S. L., Trends Biotech. 15 (1997) 26-32).
Chu tric ciia cacbohydrat lién két N gin két thay dbi dang ké, tuy thudc vao muc
do xir 1y, va c6 thé bao gdbm manoza cao, nhidu nhanh cling nhu céac oligosacarit
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phuc hé hai rau (Wright, A., and Morrison, S. L., Trends Biotech. 15 (1997) 26-
32). Thong thuong, ¢ su xir Iy khéng ddng nhét cac cu tric oligosacarit nhan
gan két tai diém glycosylat hoa dic biét dén mirc ngay ca cac khang thé don
dong ciing tén tai nhu nhidu glycoform. Twong tu, né chimg to ring cac khac
biét co ban trong qua trinh glycosyl hoa khang thé xuat hién giita cac dong té
bao, va tham chi cac khac biét nho ciing dugc thdy dbi v6i dong té bao di cho
duoc nudi ciy trong cac diéu kién nuébi cdy khac nhau (Lifely, M. R. et al.,

Glycobiology 5(8) (1995) 813-22).

Mot cach dé dat duoc cdc mirc gia tang 16n vé hiéu luc trong khi van duy
tri dugce quy trinh san sinh don gian va tranh dugc mét cach hiru hiéu cac tac
dung phu khéng mong muén, dang ké, 14 ting cudng céc chic ning tac dong do
t€ bao tao ra, tu nhién cta cac khang thé don dong bang cach bién dbi di truyén
thanh phén oligosacarit ciia ching nhu dugc md ta trong tai liéu Umana, P. et
al., Nature Biotechnol. 17:176-180 (1999) va US 6,602,684. Cac khang thé loai
IgG1, cac khang thé thuong duoc str dung nhét trong liéu phap mién dich ung
thu, 14 cac glycoprotein ma cé diém glycosylat hoa lién két N bao toan tai
Asn297 & mdi mién CH2. Hai oligosacarit phirc hé hai rdu gin két véi Asn297
dugc chén vii giita cac mién CH2, tao ra céc tiép xic mé rong véi khung chinh
polypeptit, va su c6 mit ctia ching 13 can thiét d6i v6i khang thé dé tao ra cac
chic ning tac dong nhu tinh gdy doc 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 (1997) 26-32).

Trudc d6 da biét ring viéc biéu hién qua mic & cac té bao budng trimg
chudt dong Trung Qudc (CHO) ciia B(1,4)-N-axetylglucosaminyltransferaza 111
("GnTII 17y), glycosyltransferaza xic tac qua trinh trinh hinh thanh céc
oligosacarit cit doi, lam ting déang k& hoat tinh ADCC in vitro cla khang thé
don dong dang kham chéng u nguyén bao than kinh (¢chCE7) dugc tao ra béi cac

t& bao CHO bién dbi di truyén (xem tai liéu Umana, P. et al., Nature Biotechnol.
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17 (1999 176-180); va WO 99/154342, toan bd céc tai li€u nay duoc dua vao
day bang cach vién din). Khang thé chCE7 thudc loai 16n ciia cac khang thé don
dong khéng két hop ma c6 4i luc va tinh dic hiéu v6i khéi u cao, nhung ¢ hiéu
luc qua it dé sir di;ng lam sang khi dugc tao ra & cac dong té bao céng nghiép
chuén thiéu enzym GnTIII (Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-
180). Nghién ciru nay trude tién ching t6 rang cic mirc gia ting 16n vé hoat tinh
ADCC c6 thé dat duoc bang cach bién dbi di truyén cac té bao tao ra khang thé
dé biéu hién GnTIIIL, no ciing dn dén sy gia ting ty 18 cac oligosacarit cit doi
lién quan dén ving 6n dinh (Fc), bao gdm ca céc oligosacarit khong fucosyl hoa,

cat doi, cao hon cac murc dugc thay & cac khang thé xuat hién tu nhién.

Thuét ngit khang nguyén "biéu hién CD20" s& biéu thi mirc biéu hién déng
ké ctia khang nguyén CD20 & té bao, t6t hon 14 trén bé mit té bao cua t& bao T
hozc B, tot hon nita 12 té bao B, tir khdi u hogic bénh ung thu tuong img, tdt hon
1a khong phai khéi u ran. Cac bénh nhén cé “bénh ung thu biéu hién CD20” co
thé dugc xac dinh bang céc thir nghiém chuin da biét trong linh vuc k¥ thuit. Vi
du biéu hién khéng nguyén CD20 dugc xac dinh nho st dung phat hién hoa hoc
md mién dich (IHC), FACS hoic bang phat hién dua vao PCR cia ARN thong

tin tuong Ung.

Thuét ngit "bénh ung thu biéu hién CD20" theo sang ché dé cap dén tht ca
cac bénh ung thu trong d6 cac té bao ung thu thé hién biéu hién cta khéng
nguyén CD20. Bénh ung thu biéu hién CD20 nay c6 thé 13, vi du u bach huyét,
bénh bach cau limpho bao, bénh ung thu phéi, bénh ung thu phdi té bao khéng
nhd (NSCL), bénh ung thu phdi t& bao phé nang phé quan, bénh ung thu xuong,
bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu da, bénh ung thu dau hodc ¢d, u hic sic tb
da hoac trong mét, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu truc trang, bénh ung thu ving hau mon, bénh ung thu da day, bénh ung thu
da day, bénh ung thu ruét két, bénh ung thu va, bénh ung thu tir cung, caxinom
cac 6ng dan tring, caxinom ndi mac tir cung, caxinom cd t cung, caxinom am
dao, caxinom 4m hg, bénh Hodgkin, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu rudt
nho, bénh ung thu hé noi tiét, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu tuyén can
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giap, bénh ung thu tuyén thuong than, xacom mod mém, bénh ung thu niéu dao,
bénh ung thu duong vét, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang,
bénh ung thu than hodc niéu quan, caxinom té bao trong than, caxinom bé than,
u trung biéu mo, bénh ung thu té bao gan, bénh ung thu mat, mé ung thu hé than
kinh trung wong (CNS), cac khéi u cot séng, u than kinh dém than n3o, u nguyén
bao xbp da dang, u té bao hinh sao, u bao soi than kinh, u té bao mang, u nguyén
tuy bdo, u mang ndo, caxinom té bao cé vay, u tuyén yén, bao gdm céc bién thai
dai ddng cua bét ky bénh ung thu ndo trong s cac bénh ung thu néu trén, hoic

két hop ctia mot hodc nhidu bénh ung thu trong s cac bénh ung thu néu trén.

Thuat ngit "bénh ung thu biéu hién CD20" theo sang ché tt hon 13 dé cap
dén u bach huyét (tot hon 1a u bach huyét B-Cell Non-Hodgkin's (NHL)) va
bénh bach ciu limpho. Céc u bach huyét va bénh bach ciu limpho nay bao gém
vi du a) u bach huyét c6 nang, b) U bach huyét t& bao khong phan cit nho/u
bach huyét Burkitt (bao gdm u bach huyét Burkitt dia phuong, u bach huyét
Burkitt phan tan va u bach huyét Non-Burkitt) c¢) u bach huyét ving ria (bao
gbém u bach huyét té bao B ngoai niit ving ria (u bach huyét mé lién quan dén
niém mac, MALT), u bach huyét té bao B nut vung ria va u bach huyét vung ria
lach), d) u bach huyét t& bao 16p boc (MCL), e) u bach huyét t& bao 1én (bao
g6m u bach huyét té bao 16n lan toa té bao B (DLCL), u bach huyét t& bao hdn
hop lan toa, u bach huyét néﬁyén bao mién dich, u bach huyét t& bao B trung
that so cép, u bach huyét mach chinh-u bach huyét té bao B phéi), f) bénh bach
cdu té bao téc, g) u bach huyét limpho, macroglobulin huyét Waldenstrom), h)
bénh bach ciu limpho cép tinh (ALL), bénh bach ciu limpho mén tinh (CLL)/u
bach huyét limpho nhé (SLL), bénh bach cu tién limpho t bao B, i) cac mé

méi bach cau, u tuy bach clu, u tuy nhiéu chd, u tuong bao, j) bénh Hodgkin.

T6t hon nita néu bénh ung thu biéu hién CD20 13 u bach huyét Non-
Hodgkin t€ bao B (NHL). Dic biét néu bénh ung thu bidu hién CD20 14 u bach
huyét té bao 16p boc (MCL), bénh bach cu limpho cip tinh (ALL), bénh bach
cdu limpho mén tinh (CLL), u bach huyét té bao 16n lan toé t& bao B (DLCL), u
bach huyét Burkitt, bénh bach cau té bao toc, u bach huyét ¢l nang, u tuy nhiéu
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chd, u bach huyét ving ria, ri loan ting sinh limpho bao sau ciy ghép (PTLD),
u bach huyét lién quan dén HIV, macroglobulin huyét Waldenstrom, hoic u

bach huyét CNS.

Thuét ngit "phuong phap diéu tri" hodc tir tuong duong cua nd, khi dugc sir
dung cho, vi du bénh ung thu d& cép dén quy trinh hodc tién trinh tc dong dugc
dua vao dé lam giam hoc loai bd mét sb té bao ung thu & bénh nhan, hoic dé
lam gidm bét céc triéu chimg cua bénh ung thu. “Phuong phap diéu tri" bénh
ung thu hoic rdi loan ting sinh khac khong nhét thiét c6 ‘nghTa 1a cac té bao ung
thu hodc rdi loan khac trén thuc té s& bi loai bd, 13 sb lugng cac té bao hodc rdi
loan trén thyc té s& giam, hozc 1 céc triéu chimg ciia bénh ung thu hoic réi loan
trén thuc té s& giam bét. Trong nhidu trudng hop, phuong phap diéu tri bénh ung
thu s& dugc tién hanh ngay ca véi kha nang thanh céng c6 thé thip, nhung né
dua ra lich st bénh 1y va uéc lugng trién vong séng st ctia bénh nhan, tuy nhién

dugc cho rang dé kich thich toan bd tién trinh tac dong c6 loi.

Theo mét phuong 4n, viéc diéu trj bang khang thé khang CD20 typ II véi
tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) 1a két hop voi

xyclophosphamit va vincristin.

Theo mdt phuong 4n khac, viéc diéu tri bang khang thé khang CD20 typ II
véi tinh gy doc té bao phu thudc khang thé tang (ADCC) la két hop véi

doxorubixin.

Theo mdt phuong 4n khéc, viéc didu tri bing khang thé khang CD20 typ II
v6i tinh gy doc té bao phu thudc khang thé tang (ADCC) la két hop véi
xyclophosphamit.

Theo mdt phuong an khac, viéc didu tri bing khang thé khang CD20 typ II
véi tinh gy ddc té€ bao phu thudc khang thé tang (ADCC) la két hop véi

xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.

Céc thuat ngit “dong sir dung”, hoic “ddng cung cap” hodc “két hop” duoc
str dung theo sang ché ¢ nghia tuong tu nhu dé cap dén viéc sir dung khang thé
khang CD20 typ II ndy va céc tic nhan ho4 liéu phap nhu ché phim don hoic
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nhu hai ché phdm riéng biét. Viéc ddng sir dung c6 thé 1a sir dung cung lac hodc
lién tiép, trong d6 tot hon cé khoang thdi gian khi ca hai (hodc toan bd) hoat
chét sir dung ddng thoi cac hoat tinh sinh hoc cta chung. Khang thé khang
CD20 typ II nay va cac tac nhan hoa liéu phap duoc cing st dung dong thoi
hoic lién tiép (vi du sir dung qua inh mach (i.v.) nho truyén lién tuc (dau tién 1a
khang thé va cudi cling 14 cac tic nhan hoa liéu phap; hodc cic tac nhan hoa lidu
phap dugc st dung qua duong miéng). Khi ca hai tdc nhan didu tri duoc st dung
lién tiép thi lidu duoc cung cip hodc vao ngdy tuong tu & hai chu trinh sir dung
riéng biét, hoac mat trong hai tdc nhan d6 dugc st dung vao ngay thir 1 va tac
nhan thir hai dugc cing st dung vao ngdy tir thir 2 dén ngay thi 7, tét hon 1a vao
ngdy thir 2 dén thir 4. Vi vay thuat ngir “lién tiép” c6 nghia 13 trong vong 7 ngay
sau khi sir dung liéu khang thé thir nhét, t5t hon 14 trong vong 4 ngay sau khi str
dung liéu khang thé thir nhét; va thuat ngit “d6ng thoi” c6 nghia 13 ciing luc. Céc
 thuét ngit “dong sir dung” dbi voi cac lidu khang thé khang CD20 typ II va cac
tac nhan hoa liéu phéap duy tri c6 nghia 1a céc liéu duy tri c6 thé hodc cing st
dung ddng thoi, néu chu trinh didu tri 13 thich hop cho ca hai duoc chit, vi du
mdi tudn. Hodc céc tic nhan hoa liéu phép dugc, vi du st dung vao ngay tha
nhit t&i ngay thir ba va khang thé khang CD20 typ II duogc sir dung mdi tuln.
Hoic cac lidu duy tri duge ciing str dung lién tiép, hodc trong mét hodc trong vai
ngay.

RS rang 13 ban than cac khang thé dugc cho bénh nhan sir dung véi mot
“lugng c6 tac dung diéu tri” (hodc don gian 13 “lugng hiru hidu”), d6 1a luong
hop chéit twong tmg hodc hdn hop twong Ung sé tao ra dap tng sinh hoc hodc y
hoc ctia mo, hé théng, dong vat hodc ngudi ma nha nghién ctru, bac sy thu y, bac

s§ y khoa hogc thiy thubc 14m sang khéc chi dinh.

Luong cung st dung cta khang thé khang CD20 typ II va cac tac nhan hoa
liéu phép nay va thoi diém cing str dung s& phu thudc vao loai (loai, gidng, tudi,
trong lugng.v.v..) va tinh trang cia bénh nhan can diéu tri va mtc do nghiém
trong ctia bénh hodc tinh trang can diéu tri. Khang thé khang CD20 typ II va cac
tac nhan hod liéu phap nay dugc ciing cung cip mét cach thich hop cho bénh
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nhan mdt 1an hodc khép cac dot diéu tri. Tuy thudc vao loai va muc do nghiém
trong ctia bénh, khoang 1 pg/kg dén 50 mg/kg (vi du 0,1-20 mg/kg) cia khang
thé khang CD20 typ II va 1 pg/kg dn 50 mg/kg (vi du 0,1-20 mg/kg) cua cac
tac nhan hoa liéu phap 14 liéu tmg ctr ban dAu dé ciing cung cip ca hai duoc chit
cho bénh nhan. Néu st dung trong tinh mach thi thoi gian truyén ban diu dbi véi
khéng thé khang CD20 typ II nay hoic céc tac nhan hod lidu phép nay c6 thé dai
hon cac thoi gian truyén tiép theo, vi du khoang 90 phit cho 1in truyén ban dau
va khoang 30 phut cho céc 1an truyén tiép theo (néu lan truyén ban dau dugc

dung nap tdt).

Liéu uvu tién cua khang thé khang CD20 typ II nay s& nim trong khoang ttr
0,05mg/kg dén 30mg/kg. Vi vy, mot hodc nhiéu liéu khoang 0,5 mg/kg, 2,0
mg/kg, 4,0 mg/kg, 10 mg/kg hogic 30 mg/kg (hodc bat ky két hop nao cua ching)
¢6 thé duoc cling cung cip cho bénh nhan. Liu uu tién cla cac tdc nhan hoé
liéu phap nay s& niam trong khoang tir 0,01 mg/kg dén 30 mg/kg, vi du 0,1
mg/kg dén 10,0 mg/kg dbi véi bortezomib. Tuy thude vio loai (lodi, gibng, tudi,
trong luong, v.v..) va tinh trang cta bénh nhén va loai khéng thé khang CD20 va
c4c tac nhan hod liu phép, liéu va phac db diéu tri ciia khang thé khang CD20
ndy c6 thé khéc lidu clia cc tic nhan hoa lidu phap. Vi du khang thé khéng
CD20 nay c6 thé dugc cung cép, vi du mbi mot dén ba tudn va céc tac nhan hoa
lidu phap nay cé thé duoc cung cp hang ngay hodc mdi 2 dén 10 ngay. Liéu
diéu tri ban dau cao hon, tiép theo 1a mot hodc nhiéu liéu thdp hon ciing c6 thé

duoc st dung.

* Theo mét phuong 4n wu tién, dugc phdm duoc st dung dé phong ngira
hodc 1am gidm sy di c@n hodc sy 1y lan thém & bénh nhan bi bénh ung thu biéu
hién CD20. Dugc phim nay duoc sir dung dé lam ting khoang thoi gian séng
ctia bénh nhan nay, ting su sdng khong tién trién bénh cua bénh nhan nay, tang
thoi gian d4p tmg, tao ra sy cai thién cé ¥ nghia dang ké v& mit 1am sang va theo
thong ké ctia bénh nhan dugc didu tri nhu duge x4c dinh boi khoang thoi gian

song, su séng khong tién trién bénh, téc d6 dép mg hodc thoi gian dap ung.
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Theo mdt phuong 4n wu tién, duoc phdm duge sir dung dé lam ting téc do dap
ung & nhém cac bénh nhan.

C6 thé sir dung két hop khang thé khang CD20 va cac tac nhan hoa liéu
phép dé diéu tri bénh ung thu biéu hién CD20. C4c phan tir ndy ¢6 mit mot cach
thich hop duéi dang két hop v6i cac luong hitu hi€u cho myc dich dy tinh. Vi
vay, theo mot phuong 4n, dé diéu tri bang khang thé khang CD20 typ II véi tinh
gy ddc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) két hop v6i mot hoge nhiéu
tac nhan hod liéu phap duge chon tir nhém gdm cé xyclophosphamit, vineristin

va doxorubixin, mdt corticosteroit bd sung, tot hon 1a prednison, dugc sir dung.

Theo mét phuong 4n viée didu tri két hop khang thé khang CD20 va cac tac

nhan ho4 liéu phap duoc str dung ma khong can céc corticosteroit nay bo sung.

Viéc sir dung corticosteroit dugc md ta & trén nhu trong céc ché do lidu
phap thudong dugc mo ta rd trong cac linh vuc diéu tri bénh ung thu, va viéc s
dung chiing & day nim trong cac mong mudn tuong tir dé kiém tra mirc do dung
nap va hi€u qua va dé kiém soat cac cach st dung va lidu, va mot sb diéu chinh.
Vi du, cac liéu lugng ctia tac nhan hoa liéu phép va cac corticosteroit thuc té c6
thé thay dbi tuy thudc vao dap vmg t& bao nubi cdy ctia bénh nhan duge xac dinh
bang cach sir dung cac phuong phap nudi ciy mé. Noi chung, liéu s& giam so

v6i lugng stir dung khdng cé céc tac nhan khac bo sung.

Céc liéu hitu hidu théng thudng ctia cac tac nhan ho4 liéu phap va/hodc cac
corticosteroit c6 thé nim trong cc gidi han dugc dé nghi boi nha sén xuit, va
trong d6 biéu thi bdi cac dap ung in vitro hoic cac dap ung & céc kiéu dong vat,
c6 thé giam t6i khoang mot bac ciia ndng d6 hodc lugng trong yéu. Vi vay,
lugng thuc té s& tuy thude vao quyét dinh cua bac sy, tinh trang ctia bénh nhén,
va hidu ciia ctia phuong phap didu tri dua vao dép tng in vifro clia cac té bao ac
tinh nudi cdy so cip hodc miu mé nudi cly md, hoic cac dap tmg dugc thiy &

céc kiéu dong vat thich hop.

Trong pham vi cda sang ché, mdt lugng buc xa ion hoa hiru hiéu c6 thé

dugc tién hanh va/hodc thube phéng xa c6 thé duge sir dung ciing véi hdn hop
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khang thé khang CD20 typ II véi tinh gy doc té bao phu thudc khang thé ting
(ADCC) va c4c tac nhan hod liéu phap dé diéu tri bénh ung thu biéu hién CD20.
Nguén blrc xa c6 thé hodc & bén ngoai hodic bén trong véi bénh nhan can didu
tri. Néu ngudn 1a bén ngodi v6i bénh nhén, thi liéu phép duoc biét 1a lidu phap
butc xa tia bén ngoai (EBRT). Néu ngudn 14 bén trong véi bénh nhan, thi viéc
diéu trj dwoc goi 14 liéu phap ngén brachytherapy (BT). Nguyén tir phéng xa dé
st dung trong pham vi ctia sang ché nay c6 thé dugc chon tir nhém bao g6m,
nhung khong gi6i han 6, radi, xesi-137, iridi-192, amerixi-241, vang-198,
coban-57, dong-67, tecneti-99, iot-123, iot-131, va indi-111. Ciing c6 thé duogc
la danh dau khang thé bang cac ddng vi phéng xa nay. Tét hon 13 viée didu tri
két hop khang thé khang CD20 typ II véi tinh gay doc té bao phu thudc khang
thé ting (ADCC) va cac tac nhan hod lidu phép dugc st dung ma khéng can su

birc xa ion hoa nay.

Liéu phép biic xa 1a phuong phap diéu tri chuan dé khéng ché cac khdi u
khong thé cét bo hoidc cac khédi u khong md dugc va/hoic cac di can khéi u. Cac
két qua cai thién dugc thdy khi liéu phap chibu xa duoc két hop véi hoa ligu
phép. Li€u phép biic xa dua vao nguyén tac 1a bic xa liéu cao bén ra téi khu vuc
dich s& 1am chét cac té bao sinh san & ca cac mé binh thudng va khéi u. Ché d6
lidu biic xa thudng duge xac dinh vé& mat lidu lwong hip thu birc xa (Gy), thoi
gian va su cat phén doan, va phai dugc xac dinh cin than bdi bac sy chuyén
khoa ung thu. Luong birc xa ma bénh nhén nhan dugc s& tuy thudc vao cac xem
xét khac nhau, nhung hai vin dé quan trong nhét 13 vi trf khéi u lién quan dén
céc cdu tric hodc cac co quan then chdt khéc cia co thé va pham vi ma khdi u
lan t&i. Tién trinh diu tri thong thuong cho bénh nhan diéu tri liéu phép buc xa
s& 1a chu trinh diéu tri trong 1 dén 6 tudn, véi lidu téng khoang 10 va 80 Gy
dugc cung cip cho bénh nhén véi phan s don mdi ngay 1a khoang 1,8 dén 2,0
Gy, 5 ngay mdt tudn. Theo phuong an wu tién clia sang ché, c6 tinh hiép ddng
néu cac khdi u & cac bénh nhan duoc diéu tri b::ing ché phém theo sang ché va
buc xa. Néi cach khéc, viée (e ché su phat trién ctia khbi u bing cc tac nhan

bao gém hdn hop theo sang ché dugc ning cao néu két hop véi burc xa, tuy y véi
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hoa liéu phap hodc cac chit chdng ung thu bd sung. Cac théng sb vé cac liu

phap bic xa bd sung c6 trong WO 99/60023 chéng han.

Céac khang thé khang CD20 typ II duoc cung cip cho bénh nhén theo cac
phuong phap di biét, bang cach st dung trong tinh mach nhu tiém tinh mach
nhanh mdt lugng thubc 16n trong mot 1an hodc bing cach truyén lién tuc trong
mdt khoang thoi gian, bing cach sir dung trong co, trong bung, trong ndo-tuy
séng, duéi da, trong khop, trong hoat dich, hodc trong m6 bao boc. Pugc uu tién

1a sir dung cac khang thé trong tinh mach hozc dudi da.

Céc tac nhan hod liéu phap dugc cung cip cho bénh nhén theo cac phuong
phap da biét, bang céch str dung trong tinh mach nhu tiém tinh mach nhanh mét
luong thudc 16n trong mét 1an hozic biang cach truyén lién tuc trong mot khoang
thoi gian, bang cach st dung trong co, trong bung, trong ndo-tuy song, dudi da,
trong khdp, trong hoat dich, hoac trong mé bao boc. Pugc uu tién 14 st dung céc

tac nhan hoa liéu phép trong tinh mach hodc dudi da.

Sang ché con bao gdbm mot kit chira khang thé khang CD20 typ 11 véi tinh
gy doc té bio phu thudc khang thé ting (ADCC) va mét hodc nhidu tic nhan
hoa liéu phap duoc chon tir nhém goém cb xyclophosphamit, vincristin va
doxorubixin, d& didu tri két hop cho bénh nhan bi bénh ung thu biéu hién CD20.
Theo mdt phuong an uu ti€n, cadc hdp dung cu co thé con bao gém mot chét
mang dugc dung. B6 dung cu con bao gém chét pha loang tiét trung, t5t hon 1a
né dugc giit trong thung riéng biét khac. B6 dung cu con bao gom tai liéu di
kém gdm céc chi dan in huéng dén sir dung phuong phép két hop lam phuong
phap diéu tri bénh ung thu biéu hién CD20, t&t hon 13 u bach huyét non-Hodgkin
té bao B (NHL).

Thuat ngtr "tai liéu di kém" d& cap dén cac chi din théng thudng cé trong
céc bao gbi thuong phim chira céc san phdm chita bénh, ching c6 thé bao gdm
thong tin vé cac diu hiéu, st dung, liéu, cach st dung, chi dinh cAm dung thudc

va/hodc cac canh bao lién quan dén viéc st dung cac san pham chira bénh nay.
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Theo phuong 4n wu tién, vt dung trong cac hop san xuit con cé thé bao
gbm t4 dugc dugc dung. Vit dung san xuét c6 thé con bao gdm chét pha loang

tiét tring, t6t hon 14 né dugc gitr trong hop riéng biét khéc.

Theo sang ché, "chit mang duoc dung" s& bao gdm bét ky va tit ca cc chét
tuong thich véi cééh sit dung dugc phim bao gém cac dung mdi, moi truong
phén tén, chit bao, cac chét khang vi khudn va khéng nim, cac chit lam chim
dang truong va hip thu, va cac chét khac va cac hop chét tuong thich véi cach
st dung dugc phdm. Ngoai trir téi mirc khi méi truong thong thudng hodc cht
bat ky ndo twong thich véi hoat chét, thi viéc sir dung chiing trong cac ché phim
theo sang ché ciing dugc xem xét. Cac hoat chat bd sung nay ciing c6 thé dugc

dua vao céc ché pham.

Duoc pham

Dugc pham c6 thé thu dugc bang cach xir Iy khang thé khang CD20 typ II
vé6i tinh gy doc t€ bao phu thudc khang thé ting (ADCC) va/hodc cac tac nhan
hoa liéu phap dugc chon tir nhém gém cé xyclophosphamit, vincristin va
doxorubixin theo sang ché véi cac chit mang hitu co hoic vé co, duoc dung.
Lactoza, tinh bdt ngd hoic cac din xuét cla ching, bot talc, cac axit stearic hodc
cac mudi cia ching va céac loai tuong tu c6 thé duge st dung, vi du nhu céc chét
mang cho céac vién nén, cac vién nén boc, keo tring chim va céc vién nang
gelatin cimg. Céc chat mang thich hop cho c4c vién nang gelatin mém, vi du diu
thuc vat, sap, chit béo, cac polyol ban rin va 1ong va cac loai tuong tu. Tuy
thudc vao tinh chét ctia hoat chat ma c6 thé khong can cac chit mang, tuy nhién,
thuong cin d6i véi trudng hop céc vién nang gelatin mém. Cac chét mang thich
hop dé bao ché cac dung dich va xiro, vi du la nudc, cac polyol, glyxerol, dau
thuc vat va céc loai tuong tu. Cc chit mang thich hop cho vién thudc dan, vi du
1a dau tu nhién hodc hoa rén, sap, cac chét béo, cac polyol ban 16ng hodc long va

cac loai tuong tu.

Ngoai ra, cac dugc pham c6 thé con chira cac chat bao quan, cac chat hoa

tan, cac chat lam On dinh, cic chat tham udt, cac chat nhi hod, cac chat lam
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ngot, cac chat tao mau, cac chat tao huong vi, cac muoi dé lam thay doi ap suat
tham thau, cac chat dém, cac chat che mui vi hodc cac chat chong oxy hoa.

Chung cling c6 thé con chira cac chat c6 tac dung di€u tri khac nira.

Mot phuong 4n ctia sang ché 13 dugc phim bao gdm ca khang thé khang
CD20 typ II véi tinh gy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) va mét
hodc nhiéu tac nhan ho4 liéu phap duoc chon tir nhém gdm c¢6 xyclophosphamit,
vincristin va doxorubixin, cu thé 13 st dung dé diéu tri bénh ung thu biéu hién

CD20.
Duogc phdm nay c6 thé con bao gdm mét hodc nhiéu chit mang dugce dung.

Sang ché con dé xuit dugc phém cu thé dé sur dung diéu tri bénh ung thu,
bao goém (i) mot lugng hiru hiéu thir nhit ctia khéng thé khang CD20 typ 11 véi
tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC), va (ii) mdt lwong hitu
hiéu thi hai cia mdt hogic nhiéu tac nhan hoa liéu phép duoc chon tir nhém gdm
c6 xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin. Dugc phim ndy tuy ¥ con bao

gom céc chat mang dugc dung va/hoic céac ta duoc.

Céc dugc pham chira khang thé khang CD20 typ II véi tinh gdy doc té bao
phu thudc khéang thé ting (ADCC) riéng r& sir dung theo sang ché dugc bao ché
dé cét giir bang cach tron khang thé c6 do tinh khiét mong mudn véi céc chit
mang, cac td dugc hodc cac chit 1am 6n dinh dugc dung tuy y, (Remington's
Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), duéi dang cac ché
phém dong khdé nhanh hodc cac dung dich nudc. Cac chét mang, cac ta dugc
hodc cac chit 1am 6n dinh chip nhan dugc khéng ddc cho ngudi nhan véi cac
lidu va ndng d6 st dung, va bao gém cac chit dém nhu phosphat, xitrat, va cac
axit hiru co khac; cac chét chdng oxy hoa bao gdm axit ascorbic va methionin;
cac chat bao quan (nhu octadexyldimetylbenzyl amoni clorua; hexamethoni
clorua; benzalkoni clorua, benzethoni clorua; phenol, butyl hodc rugu benzyl;
cac alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben; catechol; resorxinol;
xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); cac polypeptit phan tir lugng thip (it

hon khoang 10 gbc); cac protein, nhu albumin huyét thanh, gelatin, hodc cac
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globulin mién dich; cac polyme wa nudc nhu polyvinylpyrolidone; cac axit amin
nhu glyxin, glutamin, asparagin, histidin, arginin, hodc cac lysin; cac
monosacarit, cac disacarit, va cac carbohydrat khac bao gém glucoza, mannoza,
hoidc c4c dextrin; c4c tac nhan tao chelat nhu EDTA; cic dudng nhu sucroza,.
manitol, trehaloza hodc sorbitol; cac ion ngugc tao mubi nhu natri; cac phirc
chit kim loai (vi du cac phtc chét Zn-protein); va/hodc cac chat hoat dong bé
mat khong ion nhu TWEEN™, PLURONIC™ hogc polyetylen glycol (PEG).
Dugc pham chira cac tic nhan hoa lidu phap dwoc chon tir nhém gdm c6
xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin, tuy thugc vao cac déc tinh dugc cta
ching; vi du dbi voi cac hop chét hoa hoc nho, vi du nhu bortezomib, cong thuc

bao ché c6 thé, vi du nhu sau:

a) Ché phdm dang vién nén (qu4 trinh tao hat u6t)

Muc Céc thanh phan mg/vién nén
1 | Hop chit c6 cong thirc (T) 5 25 100 500
2 | Lactoza khan DTG 125 105 30 150
3 | Sta-Rx 1500 6 6 6 30
4 | Xenluloza vi tinh thé 30 30 30 150
5 | Magie stearat 1 1 1 1
Téng 167 167 167 831
Phuong phép bao ché:

1. Tron cdc muc 1, 2, 3 va 4 va tao hat v&i nudce tinh khiét.

2. Lam kho céc hat & 50°C.

3. Cho cic hat qua thiét bi nghién thich hop.

4. Thém muc 5 va tron trong ba phiit; nén bang may nén thich hop.

b) Ché phdm dang vién nang:

Muc Céc thanh phan mg/vién nang
Hop chét c6 cong thirc (I) 5 25 100 500
2 | Lactoza khan 159 123 148 ---
Tinh b4t ngd 25 35 40 70
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4 | Béttalc 10 15 10 25
Magie stearat 1 2 2 5
Téng 200 200 300 | 600
Phuong phéap bao ché:

1. Tron cac muc 1, 2 va 3 trong thiét bi tron thich hop trong 30 phut.
2. Thém cac muc 4 va 5 va tron trong ba phut.
3. Lam déy vién nang thich hop.

Theo mdt phuong an khéc nita ctia sang ché, tot hon 13 dwoc phim theo
sang ché 1 hai ché phim riéng biét ctia khang thé khang CD20 typ II véi tinh
gy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) va cla céc tic nhan hoa liéu
phap dugc chon tir nhém gdm c6 xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.
Céc hoat chét c6 thé ciing duoc giit duéi dang cac vi nang diéu ché, vi du bing
cac k¥ thuat tu giot hodc bing qua trinh polyme ho4 gitta céc loai, vi du cac vi
nang hydroxymetylxenluloza hodc gelatin va cac vi nang poly-(metylmetaxylat)
tuong ung, trong cac hé phan phéi. duoc chat dang keo (vi du céc liposom, cac vi
cau albumin, c4c vi nhil tuong, cac hat nano va cac vi nang nano) hoéc trong nhii
tuong lén. Ciac ky thudt ndy dugc mod td trong tai li€u Remington's

Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

Céc ché pham giai phéng duy tri c6 thé dugc bao ché. Cac vi du thich hop
vé cac ché phim giai phong duy tri bao gdm céc chét nén ban thAm thiu cta cac
polyme ky nudc dang rén chita khang thé, cac chit nén d6 c6 dang cac vét phdm
c6 hinh dang, vi du mang, hodc vi nang. Cac vi du vé céc chat nén giai phéng
duy tri bao gdm cic polyeste, cac hydrogel (vi du, poly(2- hydroxyetyl-
metacrylat), hodc rugu poly(vinyl)), cac polylactit (US 3,773,919), céac
copolyme cua axit L-glutamic va gama-etyl-L-glutamat, etylen-vinyl axetat
khéng thé thodi bién, cac copolyme cua axit lactic-axit glycolic ¢6 thé thodi bién
LUPRON DEPOT™ (cic vi cu c6 thé tiém dugc bao gém cac copolyme cua
axit lactic-axit glycolic va leuprolit axetat), va axit poly-D-(-)-3-hydroxybutyric.
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Céac ché phdm dé sir dung in vivo phai tiét tring. Pidu nay dugc thuc hién

dé dang bang cach loc qua cac mang loc tiét trung.

Sang ché con dé xuit phuong phap dé diéu tri bénh ung thu, bao gdm cung
cip cho bénh nhan cin su didu tri nay (i) mét lugng hiru hidu thir nhét ctia khang
thé khang CD20 typ II véi tinh giy doc t& bao phu thudc khéng thé ting
(ADCC); va (ii) mdt lugng hitu hiéu th hai ctia mét hodc nhiéu tic nhan hoa
liéu phdp dugc chon tr nhém gbém c6é xyclophosphamit, vincristin va

doxorubixin.

Séang ché con d& xuit phuong phap dé didu tri bénh ung thu, bao gdm cung
cép cho bénh nhén cin su diéu tri nay (i) mot lugng hiru hiéu thir nhét cta khéang
thé khang CD20 typ Il véi tinh gay doc t& bao phu thudc khéng thé ting
(ADCC); va (ii) mdt luong hitu hidu thir hai ctia mét hodc nhiéu tic nhan hoa
liéu phap dugc chon tr nhém gdm cd xyclophosphamit, vincristin va

doxorubixin.

Theo sang ché, thujt ngit “bénh nhan” tdt hon 1a dé cap dén ngudi can didu
trj bing khang thé khang CD20 typ II (vi du bénh nhan bi bénh ung thu bidu
hién CD20) vi muc dich bét ky nao, va tét hon nita 1a nguoi can su diéu tri nay
dé diéu tri bénh ung thu, hoic tinh trang hodc ton thuong tién ung thu. Tuy
nhién, thuat ngfr “bénh nhan” con c¢6 thé dé cap dén dong vat khong phai 1a
nguoi, tdt hon 1a dong vét c6 vi nhu cho, meo, ngua, bo, lon, clru, va dong vat
linh trudng khéng phai nguoi, bao gébm cac loai khéc.

Sang ché con bao gdm khang thé khang CD20 typ II véi tinh gay doc &
bao phu thudc khang thé ting (ADCC) dé diu tri bénh ung thu biéu hién CD20
két hop véi mot hoac nhiéu tic nhan hoa liéu phap dugc chon tir nhém gém co
xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.

Sang ché con bao gdm khang thé khang CD20 typ II véi tinh gay doc té
“bao phu thudc khéng thé ting (ADCC) dé didu trj cho bénh nhan bi bénh ung
thu biéu hién CD20 két hop véi mét hodc nhidu tic nhan hod lidu phép duoc

chon tir nhém gom c6 xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.
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Séng ché con bao gdm khang thé khang CD20 typ II véi tinh giy doc té
bao phu thudc khang thé ting (ADCC) va mdt hodc nhiéu tic nhan hod lidu phap
duge chon tir nhém gdm c6 xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin dé st

dung diéu tri bénh ung thu bidu hién CD20.

Sang ché con bao gdm khang thé khang CD20 typ II véi tinh gdy doc té
bio phu thudc khang thé ting (ADCC) va mét hodc nhiéu tac nhan hod lidu phap
dugc chon tir nhém gdm c6 xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin dé st

dung diéu tri cho bénh nhan bi bénh ung thu biéu hién CD20.

T6t hon néu khang thé khang CD20 typ II véi tinh giy doc té bao phu
thudc khang thé ting (ADCC) 12 khang thé B-Ly1 bién dbi di truyén glyco, duogc

lam tuong thich v&i nguoi.

Tt hon néu bénh ung thu biéu hién CD20 13 u bach huyét non-Hodgkin té
bao B (NHL).

Céc vi duy, danh séch trinh ty va cac hinh vé& dudi diy dugc dua vao nham
gitp hiéu rd hon séng ché, pham vi thuc ctia sang ché dugc néu trong cic diém
yéu cau bao hd kem theo. Can hi€u rang cac cai bién c6 thé dugc thuc hién theo

cac phuong phap da néu ma khong ndm ngoai y tudng cia sang che.

Mo ta danh muc trinh tu:

SEQ ID NO:1 trinh ty axit amin cta ving bién ddi chudi ning (VH) cua
khang thé don dong chudt khang CD20 B-Ly1.

SEQ ID NO:2 trinh ty axit amin cia ving bién d6i chudi nhe (VL) cua
khang thé don dong chudt khang CD20 B-Ly1.

SEQ ID NO:3-19 céc trinh ty axit amin ctia ving bién dbi chudi nang (VH)
clia cac khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi B-Lyl (B-HH2 dén B-HHO9,
B-HLS, va B-HLI0 dén B-HL17).

SEQ ID NO:20 céc trinh tu axit amin cta ving bién d6i chudi nhe (VL)
ctia khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi B-Lyl B-K V.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1

a) Hoat tinh chéng u hiép ddng cua phuong phap didu tri két hop gitra
khang thé khang CD20 typ Il v6i tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé ting
(ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) v6i xyclophosphamit va vincristin; va

b) So sénh v6i phuong phép diéu tri két hop gifta khang thé khang CD20
typ I (rituximab) véi xyclophosphamit va vincristin d6i véi u bach huyét non-

Hodgkin té bao B WSU-DLCL2 ngudi (NHL).

Cac gi4 tri trung binh cta thé tich khéi u [mm?] +/- IQR dugc lap biéu dd
trén truc y; sb6 ngay sau khi tiém cac té bao u dugc 1ap biéu db trén truc x. Ghi
cha: A) ta duoc (hinh tron), B) xyclophosphoamit (25 mg/kg) va vincristin (0,25
mg/kg) mbi tuan médt 1an (hinh chit thap), C) rituximab (30 mg/kg) mdi tuan mot
lan (hinh tam giéc), D) B-ly1 bién déi di truyén glyco, duoc lam tuong thich véi
ngudi (B-HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) mdi tudn mét lan (hinh vuéng), E)
rituximab (30 mg/kg) véi xyclophosphoamit (25 mg/kg) va vincristin (0,25
mg/kg), m3i tudn mot 1an (cic hinh thoi) va F) B-lyl bién dbi di truyén glyco,
dugc lam tuong thich véi nguoi (B-HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) véi
xyclophosphoamit (25 mg/kg) va vincristin (0,25 mg/kg), mdi tudn mét 14n (ddu
cong).

Fig.2

Cuodng do phat huynh quang trung binh (MFI, truc y phia trai) ctia khang
thé khang CD20 typ I (rituximab) (Cy5-rituximab = thanh tring) va khéng thé
khang CD20 typ II (Cy5 - B-Ly1 bién dbi di truyén glyco, duoc lam tuong thich
v6i ngudi B-HH6-B-KV1 GE = thanh den) dbi véi cac t& bao Raji (ATCC-No.
CCL-86); Ty 1é ctia céc kha ning gan két véi CD20 ciia khang thé khang CD20
typ I (rituximab) va khang thé khang CD20 typ II (B-HH6-B- KVI GE) so vdi

rituximab (duogc 1ap theo ty 1€ trén truc y phia phai).

Fig.3

-31-



22003

a) Hoat tinh chéng u hiép ddng cua phuong phap diéu tri két hop giita
khang thé khang CD20 typ II véi tinh gy doc té bao phu thudc khang thé ting
(ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) véi doxorubixin; va

b) So sanh v6i phuong phép diéu tri két hop gitrta khang thé khang CD20
typ I (rituximab) v&i doxorubixin déi véi u bach huyét Non Hodgkin ngudi co

nang RL (NHL).

Céc gié tri trung binh cta thé tich khéi u [mm®] +/- IQR dugc l4p biéu dd
trén truc y; sd ngay sau khi tiém céac té bao u dugc 1ap biéu db trén truc x. Ghi
cha: A) té dugc (cac diu cong), B) doxorubixin (3 mg/kg) mdi tudn mét 1an (cac
hinh chir thap), C) rituximab (30 mg/kg) mdi tudn mot 14n (cac hinh tam gi4c),
D) B-lyl bién dbi di truyén glyco, dugc lam twong thich véi nguoi (B-HH6-B-
KV1 GE) (30 mg/kg) mbi tudn mét 1an (hinh vudng), E) rituximab (30 mg/kg) -
véi doxorubixin (3 mg/kg), mdi tudn mot 1an (hinh thoi) va F) B-lyl bién dbi di
truyén glyco, duoc lam tuong thich véi ngusi (B-HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg)

véi doxorubixin (3 mg/kg), mdi tudn mét 1an (hinh tron).
Fig.4

a) Hoat tinh chéng u hiép ddng ctia phuong phap diéu tri két hop giita
khang thé khang CD20 typ II véi tinh giy dbc t& bao phu thudc khang thé ting
(ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) v6i xyclophosphamit; va

b) So sanh véi phuong phap diéu tri két hop gitra khang thé khang CD20
typ I (rituximab) véi xyclophosphamit dbi v&i u bach huyét Non Hodgkin nguoi
c6 nang RL (NHL).

Céc gia trj trung binh cta thé tich khdi u [mm®] +/- IQR duoc 14p biéu d6
trén truc y; sb ngay sau khi tiém cac té bao u duogc lap biéu dd trén truc x. Ghi
cha: A) t4 duge (cac hinh tron), B) xyclophosphoamit (50 mg/kg) mi tuin mot
14n (c4c hinh chit thap), C) rituximab (30 mg/kg) mdi tuadn mét lan (hinh tam
giac), D) B-lyl bién ddi di truyén glyco, dugc lam tuong thich véi nguoi (B-
HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) mdi tudn mét 1an (hinh vudng), E) rituximab (30
mg/kg) véi xyclophosphoamit (50 mg/kg), mdi tuan mét lan (hinh thoi) va F) B-

-32-



22003

lyl bién dbi di truyén glyco, duoc 1am twong thich v6i nguoi (B-HH6-B-KV1
GE) (30 mg/kg) véi xyclophosphoamit (50 mg/kg), mdi tuidn mét 1an (diu
cong). '

Vi du thue hién sang ché

Vidu 1

Hoat tinh chéng u ctia phwong phap diéu tri két hop giita khang thé khang CDZO
typ II vdi tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) (B-HH6-B-
KV1 GE) véi xyclophosphamit va vincristin

Chét thir nghiém:

Khéang thé khang CD20 typ II B-HH6-B-KV1 GE (= B-Lyl dugc lam
tuong thich véi nguoi, B-HH6-B-KV1 duoc bién dbi di truyén glyco, xem WO
2005/044859 va WO 2007/031875) dugc GlycArt, Schlieren, Switzerland cung
cip lam dung dich gbc (c=9,4 mg/ml). Chéit dém khang thé bao gdm histidin,
trehaloza va polysorbat 20. Dung dich khang thé duoc pha lodng mét cach thich
hop trong PBS tir nguyén liéu dé tiém truyén trude. -

Rituximab dugc Hoffmann La Roche, Basel cung cép.

Xyclophposphamit va vincristin tuong ng dwgc mua nhu ché phdm don
gian cua Baxter Oncology GmbH, Halle, Germany hoac medac, Gesellschaft fur
klinische Spezialpraparate mbH, Hamburg, Germany. Mtc d§ pha lodng dugc
diéu chinh theo dung dich gc hoan nguyén.

Céc dong té bao va cac diéu kién nudi cdy:

Céc té bao Non-Hodgkin-Lymphoma ngudi WSU-DLCL2 (NHL) co
nguén géc tir Hoffrnann-La Roche, Inc., Nutley, NJ, USA. Dong té bao u duoc
nudi ciy thong thudng trong méi trudng RPMI (PAA, Laboratories, Austria) cé
bd sung 10% huyét thanh thai bd (PAA Laboratories, Austria) va 2 mM L-
glutamin, & 37°C trong khong khi bdo hoa nuéc véi 5% CO,. Cong doan 4 dugc
str dung dé cdy ghép. Cac té bao dugc clng tiém véi Matrigel.

Dong vat thi nghiém:
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Chuo6t cai mau be SCID; 7-8 tuan tudi khi méi dén (dugc mua cua Charles
River, Sulzfeld, Germany) dugc duy tri & tinh trang khéng c6 mAm bénh dac
trung véi céc chu trinh mdi ngay 12 gid sang/12 gid tbi theo huéng dan didu tri
(GV- Solas; Felasa; TierschG). Phuong phap thir nghiém dugc xem xét va chuin
y béi chinh quyén dia phuong. Sau khi dong vat thir nghiém méi dén duoc giit &
phan cach ly ciia thiét bj giit dong vét trong mot tudn dé lam quen vdi moi
truong méi va dé quan sat. Viéc kiém tra strc khoé lién tuc duge tién hanh déu
dan. Thac an (Provimi Kliba 3337) va nudc (axit hoa d6 pH=2,5-3) duoc cung
clp tuy y.

Kiém tra:

Dong vt thir nghiém dugc kiém soat hang ngay vé cac triéu ching lam
sang va phat hién céc tac dung phu. Dé kiém tra tir ddu dén cudi, trong luong co
thé ctia dong vat thir nghiém dugc din ching hai 1An mdi tudn va thé tich khdi u

duogc xac dinh bing thude cip sau giai doan xir 1y.
Piéu tri cho dong vat thi nghiém:

Viée diéu tri cho dong vat thir nghiém duogc bét dlu vao ngay cla 9 ngdy
ngiu nhién sau khi ciy ghép t& bao. Khang thé khang CD20 typ II bién ddi di
truyén glyco, dugc lam twong thich v6i ngudi B-HH6-B-KV1 GE hodc
Rituximab dugc cung cip dudi dang cac chéit don q7d dugce tiém vao trong tinh
mach vao ngay thir nghiém 9, 15, 23, 30, 37, 44, 51 va 58 véi liéu chi dinh 1a 30
mg/kg. T4 dugc tuong tmg dugc cung cip vao cic ngly tuong tu.
Xyclophosphamit va vincristin dugc tiém vao trong tinh mach mdi tudn mdt 1an
vao ngay 9, 15, 23, 30, 37, 44, 51 va 58 véi 25 mg/kg hoac 0,25 mg/kg tuong
tng. O cac nhém didu tri két hop, ca hai khang thé duoc sir dung 24 gidr sau céc
tac nhéan hod liéu phap vao ngay 10, 16, 24, 31, 38, 45, 52 va 59.

Thir nghiém tic ché su phat trién cua khéi u in vivo:

Vao ngay 35 sau khi cdy ghép té bao, cé murc trc ché su phat trién ctia khdi
u dang ké 12 73%, 85%, 66%, 94% hoac 90% tuong tmg & dong vat thir nghiém
st dung rituximab, khang thé khang CD20 B-HH6-B-KV1 GE, ho4 liéu phap,
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két hop giira hoa liéu phap va khang thé khang CD20 hozc két hop gitta hoa liéu

phép va rituximab, so v&i nhém ddi chitg. Két thuc thir nghiém, murc (rc ché su

phat trién ctia khéi u tot hon dang k& dugc thdy & nhém diéu tri két hop giita hoa
liéu phap/khang thé khang CD20 B-HH6-B-KV1 GE nhu so véi nhém diéu tri

két hop

gitta hoa li€u phap/rituximab.

Hiéu qua cla cac phuong phép diéu tri khac nhau cho t6i khi két thiic thir

nghiém vao ngay 64 sau khi ciy ghép té bao duoc chimg minh béi gia tri lam

cham sy phat trién khéi u (T-C, trong d6 T 12 thoi gian trung binh trong cac ngay

can dé cac khoi u ciia nhom diéu tri dat téi kich ¢& xéac dinh truéce 1a 1500 mm?,

va C 1a thoi gian trung binh trong cac ngdy dé cac khéi u ciia nhém dbi ching

dat t6i kich c& tuong tu). Cac két qua duoc thé hién trong bang dudi day:

Bang 3. Kha nang lam cham su phat trién khoi u ctia nhom diéu tri so véi nhom

ddi chimg trong cac ngdy thir nghiém

Nhém Hop chit (liéu) Gia tri T-C
(s0 ngay)
2 | Rituximab (30 mg/kg) 13
Khéng thé khang CD20 B-HH6-B-KV1 GE (30 mg/kg) 19
4 | Xyclophosphamit (25 mg/kg) 14
Vincristin (0,25 mg/kg)
5 | Xyclophosphamit (25 mg/kg) 38
Vincristin (0,25 mg/kg)
Khang thé khang CD20 B-HH6-B-KV1 GE (30 mg/kg)
6 | Xyclophosphamit (25 mg/kg) 28
Vincristin (0,25 mg/kg)
Rituximab (30 mg/kg)
Vidu?2

Xéc dinh ty 1¢ cac kha ning gén két véi CD20 trén cac té bao Raji (ATCC-
No. CCL-86) ctia khang thé khang CD20 so véi rituximab

Céc té bao Raji (ATCC-No. CCL-86) dugc gilr trong moi truong RPMI-
1640 (PanBiotech GmbH, Cat.-No. PO4-18500) chtta 10% FCS (Gibco, Cat-
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No.10500-064). Khang thé khang CD20 typ II B-HH6-B-KV1 GE (khang thé B-
Lyl bién d6i di truyén glyco, dugc lam tuong thich véi nguoi) va rituximab
dugc danh diu nho sir dung este Cy5 Mono NHS (Amersham GE Healthcare,
Catalogue No. PA15101) theo cac chi dén ctia nha san suét. Rituximab lién két
Cy5 c6 ty 1& danh diu 13 2,0 phéan tir Cy5 trén mot khéng thé. B-HH6-B-KV1
lién két Cy5 c6 ty 1é danh d4u 1a 2,2 phan tr Cy5 trén mot khang thé. Pé xac
dinh va so sanh céc kha ning va kiéu gin két ctia ca hai khang thé, cac duong
cong gén két (bang cach chudn d6 rituximab lién két Cy5 va B-HH6-B-K V1 lién
két Cy5) duoc tao ra bang huynh quang mién dich truc tiép nhd st dung dong té
bao u bach huyét ctia Burkitt Raji (ATCC-No. CCL-86). Cac cuong do huynh
quang trung binh (MFI) d& phan tich 1a EC50 (50% ctia cudng do tdi da) dbi véi
rituximab lién két Cy5 va B-HH6-B-KV1 lién két Cy5 tuong tmg. 5*10° t& bao
trén mot mau duoc nhuém trong 30 phat & 4°C. Sau d6, cac té bao duoc ria
trong mdi trudng nudi ciy. Nhudm propidi iodua (PI) dugc sir dung dé loai trir
céc té bao chét. Cac phép do dugce tién hanh nho sir dung FACSArray (Becton
Dickinson), propidi iodua (PI) dugc xé4c dinh tai Far Red A va CyS5 tai Red-A.
Fig.2 thé hién cudng d6 huynh quang trung binh dbi véi gan két tai EC50 (50%
ctia cuong d6 ti da) cia B-HH6-B-KV1 GE danh diu Cy5 (thanh den) va
rituximab danh d4u Cy5 (thanh tring).

Sau d6 ty 16 cua céc kha ning gin két véi CD20 trén cac té bao Raji

(ATCC-No. CCL-86) dugc tinh toan theo cong thirc dudi day:

Ty 1 cia cac dung luong gin MEFT (Cy3-khéng Cy5—1y 1¢ danh ddu
k&t v6i CD20 trén chc & bao  _ e Khang €D20) - - (CyS ’“tux‘mf‘b)
Raji (ATCC-No. CCL-86) MFI (Cy5- Cy5-ty 1€ danh dau(Cy5-
rituximab) khéng thé khang CD20)
MFI (B-HH6-B- Cy5-ty 1é danh du
KVI) (CyS5-rituximab) 207 2,2
- - = — x — = 044
MFI (Cy5- Cy5—ty 1€ danh dau (Cy5- 433 2,0
rituximab) B-HH6-B-KVI)

Vi vay B-HH6-B-KV1 GE 1a khang thé khang CD20 thong thuong c6 kha

nang gan két giam so vadi rituximab.
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Vidu 3

Hoat tinh chdng u ctia phurong phép diéu tri két hop giira khang thé khang CD20
typ II véi tinh giy déc té bao phu thudc khang thé ting (ADCC) (B-HH6-B-
KVI GE) véi doxorubicin

Céc chét thir nghiém

Khang thé khang CD20 typ II B-HH6-B-KV1 GE (= B-Lyl dugc lam
tuong thich véi nguoi, B-HH6-B-KV1 bién dbi di truyén glyco, xem WO
2005/044859 va WO 2007/031875) duoc GlycArt, Schlieren, Switzerland cung
cép lam dung dich gbc (c=9,4 mg/ml). Chit dém khang thé bao gdm histidin,
tréhaloza va polysorbat 20. Dung dich khang thé duoc pha lodng mét cach thich

hop trong PBS tir nguyén liéu dé tiém truyén trudc.
Rituximab dugc Hoffmann La Roche, Basel cung cap.

Doxorubixin dugc mua nhu ché phdm don gian cta Hexal, Holzkirchen,
Germany. Mirc d6 pha lodng duoc diéu chinh theo dung dich gbc hoan nguyén.
Céc dong té bao va cac diéu kién nubi cy

Céc t& bao u bach huyét c¢6 nang Non Hodgkin ngudi RL ¢6 ngudn gdc tir
Dr. Charles Dumontet, INSERM 590, Lyon, France. Dong té bao u duoc nudi
ciy thong thudng trong méi trudng RPMI (PAA, Laboratories, Austria) c6 bd
sung 10% huyét thanh thai bd (PAA Laboratories, Austria) vd 2 mM L-
glutamin, & 37°C trong khong khi bdo hoa nuéc véi 5% CO,. Cong doan 2 dugc
st dung dé ciy ghép.

Ddng vat thir nghiém

Chuét cii mau be SCID; 7-8 tuan tudi khi méi dén (duoc mua ctia Charles
River, Sulzfeld, Germany) duoc duy tri & tinh trang khong c¢6 mim bénh dic
trung véi cac chu trinh mdi ngay 12 gio sang/12 gior tdi theo huéng dan didu tri
(GV- Solas; Felasa; TierschG). Phuong phap thir nghiém dugc xem xét va chuin
y boi chinh quyén dia phuong. Sau khi déng vat thir nghiém méi dén dugc giit &

phin cach ly cua thiét bi gitt dong vat trong mdt tudn dé lam quen v&i méi
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truong madi va dé quan sat. Viéc kiém tra stc khoé lién tuc dugc tién hanh déu
dan. Thirc d@n (Provimi Kliba 3337) va nuéc (axit hod d6 pH=2,5-3) duogc cung
clp tuy y.

Kiém tra

Dong vat thir nghiém duoc kiém soat hang ngdy vé céc triéu ching 1am
sang va phat hién cac tic dung phu. Pé kiém tra trong subt qua trinh thir nghiém,
trong luong co thé ctia dong vt thir nghiém dugc dan chimg hai 1an mdi tudn va

thé tich khdi u dugc xac dinh bang thudc cip sau giai doan xir Iy.
Piéu tri cho dong vat thir nghiém

Viéc diéu tri cho dong vat thir nghiém duoc bit diu vao ngay ngiu nhién
trong vong 14 ngay sau khi ciy ghép té& bao. Khang thé khang CD20 typ II bién
d6i di truyén glyco, duoc 1am tuong thich v6i ngudi B-HH6-B-KV1 GE hoic
Rituximab dugc tiém vao trong tinh mach dudi dang céc chit don q7d vao ngay
thir nghiém 14, 21, 28, 36 va 42 véi lidu chi dinh 1a 30 mg/kg hodc 60 mg/kg. T4
dugc tuong tmg dugc cung cip vao céc ngdy tuong tu cling nhu Doxorubicin
duoc tiém vao trong tinh mach mdi tudn mot 1an véi 3 mg/kg. O cac nhém didu
tri két hop, doxorubicin dugc tiém vao trong tinh mach mdi tudn mot 14n vao
ngay 15, 22, 29, 37 va 43 vé1 3 mg/kg va Rituximab dugce tiém vao trong tinh
mach mdi tuan mét 1an vao cac ngay twong tu véi 30 mg/kg & nhém lidu phap

két hop.
Vidu4
Hoat tinh chéng u ctia phuong phap diéu tri két hop gitra khang thé khang CD20
typ I (B-HH6-B- KVI GE) va Xyclophosphamit & dong té bao RL
Céc chét thir nghiém

Khang thé khang CD20 typ II B-HH6-B-KV1 GE (= B-Lyl duoc lam
tuong thich v6i nguoi, B-HH6-B-KV1 bién d6i di truyén glyco, xem WO
2005/044859 va WO 2007/031875) dugc GlycArt, Schlieren, Switzerland cung
cap 1am dung dich gbc (c=9,4 mg/ml). Chét dém khéang thé bao gdm histidin,
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trehaloza va polysorbat 20. Dung dich khang thé duoc pha lodng mot cach thich

hop trong PBS tir nguyén liéu dé tiém truyén truge.

Rituximab khang thé khang CD20 typ II duoc Hoffmann La Roche, Basel,
Switzerland cung cip lam dung dich gbc (c=10 mg/ml). Chit dém chira

polysorbat 80, natri clorua va natrixitrat.

Xyclophposphamit dugc mua nhu ché phim don gian cta Baxter Oncology
GmbH, Halle, Germany hodc medac, Gesellschaft fur klinische Spezialpraparate
mbH, Hamburg, Germany tuong tmg. Mitc d6 pha loing duoc diéu chinh theo
dung dich gbc hoan nguyén.

Cac dong té bao va cac didu kién nudi cdy

" Dong té bao u bach huyét c6 nang Non Hodgkin ngudi RL dugc nudi ciy
thong thudng trong méi trudng RPMI 1640 c6 bd sung 10% huyét thanh thai bo
va céc chit khang sinh. Céc t& bao RL duoc sinh truéng trong huyén phu va tao
thanh cdc cum. Céc t& bao sinh truéng theo luat s6 mil duoc tiém duéi da &
chuét SCID.
Pdong vat thir nghiém

Dong vat thir nghiém Ia chudt cai 6 tuan tudi, chudt SCID, dugc cung cép
bai Charles River (L'Arbresle, France) voi tinh trang IPSOS. Céc con chudt nay
dugc nudi nhot it nhat mét tudn trude khi tiém céc té bao RL. M&i chudng nhét

5 con chuot.
Kiém tra

DPong vat thir nghiém duoc kiém soat hang ngdy vé cac triéu ching lam
sang va phat hién cac tac dung phu. Dé kiém tra tir diu dén cudi, trong lugng co
thé clia dong vt thir nghiém duoc kiém tra hai 1dn mdi tudn va thé tich khéi u
duoc xac dinh béng thude cap sau giai doan xur ly. Tiéu chuin loai trir thir
nghiém ddi v6i dong vat thir nghiém duge mé ta va chép thusn boi Experimental

Animal Committee dia phuong.
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Piéu trj cho dong vat

Viéc diéu tri bat diu 31 ngay sau khi cdy ghép té bao. Khang thé khang
CD20 typ II dugc 1am tuong thich vdi nguoi B-HH6-B-KV1 GE, ta dugc hodc
rituximab dugc tiém vao trong tinh mach cho déng vt thir nghiém mbi tudn mot
1an véi lidu 30 mg/kg, (ngay 31, 38, 45 va 52). Xyclophosphamit duoc tiém vao
cac ngay tuong tu véi lieu 50 mg/kg. Cac dung dich khang thé pha loang dugc
didu ché méi tir nguyén lidu trude khi sir dung.

Thir nghiém tc ché su phat trién ctia khdi u in vivo

V2o ngdy 66 sau khi cdy ghép té bao, c6 muc e ché sy phét trién ctia khdi
u dang ké 1a 54%, 85% ho#ic 91% & dong vat thir nghiém st dung cac hon hop
ctia Rituximab va Xyclophosphamit, khang thé khang CD20 B-HH6-B-KV1 GE
va Rituximab hoic khang thé khang CD20 B-HH6-B-KV1 GE va
xyclophosphamit. Vi vdy, phuong phép diéu tri két hop giita khang thé khang
CD20 B-HH6-B-KV1 GE va xyclophosphamit tao ra hoat tinh chdng u tt nhét
so véi phuong phép diéu tri chi bing xyclophosphamit.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Dugc pham dé diéu tri bénh ung thu biéu hién CD20, trong d6 dugc pham nay

bao gdm:

- khang thé khang CD20 typ II vdi tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé
ting (ADCC), trong d6 khang thé khang CD20 typ II nay la khang thé B-Ly 1
dugc 13m twong thich véi ngudi, dugc bién dbi di truyén glyco va ¢ ving bién
d6i chudi nang (VH) néu trong SEQ ID No.7 va ving bién di chudi nhe (VL)
néu trong SEQ ID No. 20; va

- xyclophosphamit va vincristin, hoac

- xyclophosphamit, vincristin va doxorubixin.
2. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 dwoc phdm ndy con chira thém

corticosteroit.
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FIG.2
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FIG.3
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FIG.4
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DANH MUC TRINH TU
<110> F. Hoffmann-La Roche AG

<120> DUQC PHAM CHUA KHANG THE KHANG CD20 TYP II P DPIEU TRI BENH
UNG THU BIEU HIEN CD20

<130> 24858

<150> 08005554.4

<151> 2008-03-25

<150> 08007172.3

<151> 2008-04-11

<160> 20

<170> Patent In phién ban 3.2

<210> 1

<211> 112
<212> PRT
<213> Mus sp.

<220>
<221> Pac diém MISC

<223> Trinh ty axit amino cua vung bién dbi chudi ndng (VH) cua
khang thé don déng chuét khang CD20 B-Lyl

<400> 1
Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys
1 5 10 15

Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser Trp Met Asn Trp Val Lys Leu
20 25 30

Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp
35 40 45

Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr

Ala Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Met Gln Leu Thr Ser Leu Thr
65 70 75 80

Ser Val Asp Ser Ala Val Tyr Leu Cys Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly
85 90 95

Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
100 105 110
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<210> 2
<211> 103
<212> PRT
<213> Mus sp.

<220>

<221> bic diém MISC

<223> Trinh tu axit amino cua vung bién ddi chudi nhe (VL)
khadng thé don dong chudét khang CD20 B-Lyl

<400> 2

Asn Pro Val Thr Leu Gly Thr
1 5

Lys Ser Leu Leu His Ser Asn
20

Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro
35

Leu Val Ser Gly Val Pro Asp
50 55

Asp Phe Thr Leu Arg Ile Ser
65 70

Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn Leu
85

Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100

<210> 3

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

Ser Ala

Gly Ile
25

Gln Leu
40
Arg Phe

Arg Val

Glu Leu

<223> Trinh ty axit amin cuia vung

khang thé& BLyl (B-HH2)

<400> 3
~Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln
35

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asp

-46-

Ser

10

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
90

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ala

75

Tyr

Ser

Leu

Tyr

Ser

60

Glu

Thr

Cys

Tyr

Gln

45

Gly

Asp

Phe

bién d8i chudi

Glu Val Lys

10

Gly Tyr Ala

Gly Gln Gly

Thr Asp Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Arg

Trp

30

Met

Ser

Val

Gly

ndng

Pro
Ser
30

Glu

Gly

Ser
15

Tyr
Ser
Gly

Gly

Gly
95

Gly
15
Tyr

Trp

Lys

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

80

Gly

(VH)

Ser

Ser

Met

Phe

cua

cuaa
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50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 4
<211> 119
<212> PRT <213> Nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cha vung bién ddi chudi ning (VH cua
khédng thé& BLyl (B-HH3)

<400> 4
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Leu Cys
85 90 95
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 5
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
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<400> 5
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

<210> 6

<211>
<212>

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val
115

119
PRT

Val

20

Trp

Phe

Val

Ser

Val
100

Thr

<213> Nhéan tao

<223>

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

khadng thé& BLyl (B-HHS5)

<400> 6
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

20

Trp

Phe

Val

Ser

Val
100

Val
5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

22003

<223> Trinh ty axit amin c@a ving bién d&8i chudi ndng (VH) cua
khédng thé BLyl (B-HH4)

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

Ala

Alia

40

Gly

Ala

Ser

Tyr
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Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu

Trp
105

Trinh ty axit amin cta vung

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

bién d8i chudi

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Lys

Ala

Lys

Phe

Pro

Ser
30

Gly Leu Glu

Tyr
60
Thr

Ala

Tyr

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

45

Asn

Ser

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

nang

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

(VH)

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 7

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cta vung bién d3i chudi ning

khadng thé& BLyl (B-HHG6)

<400> 7
Gln Val Gln Leu
1

Ser Val Lys Val
20

Trp Ile Asn Trp
35

Gly Arg Ile Phe
50

Lys Gly Arg Val
65

Met Glu Leu Ser
Ala Arg Asn Val
100

Thr Leu Val Thr
115

<210> 8

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua wvung

Val Gln Ser

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

khéang thé BLyl (B-HH7)

<400> 8

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1

5

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90

Leu

bién d8i chudi

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Glu Val Lys Lys

10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe

20

25

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

nang

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gln

(VH)

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

(VH)

Pro Gly Ser

15

Ser Tyr Ser

30

Trp Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
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35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 9
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung bién dbi chudi ning (VH) cua
khadng thé BLyl (B-HHS8)

<400> 9
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala ..
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 10
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhéan tao
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<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung bién d&bi chudi n&ng (VH) cuaa
khang thé& BLyl (B-HH9)

<400> 10
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 ' 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 : 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 11
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin c@a vung bién dbi chudi n3ng (VH) cua
khang th& BLyl (B-HLS)

<400> 11
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90

95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly

100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>

<223>
khang

<400>

115

12

119

PRT
Nhén tao

Trinh ty axit amin ctia vung bién dbi chudi
thé BLyl (B-HL10)

12

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys

1

5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe

20 25

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu

35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn

50

55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser

65

70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Vval

85 90

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp

100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<220>

<223>
khang

<400>

115

13
119
PRT <213> Nhéan tao

Trinh tuy axit amin cha vung bién dbi chudi n3ng

thé BLyl (B-HL11)

13

110

nang

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

(VH)

Gly

Ser

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

(VH)

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1

5 10
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 © 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 14

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung bién d8i chudi ndng (VH) cha
khang thé BLyl (B-HL12)

<400> 14
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
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<210> 15

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cuta vung bién ddi chudi ning

khédng thé& BLyl (B-HL13)

<400> 15
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln
35

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp
50 55

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr
65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 16
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta vung bién dbi chudi n&ng

khadng thé& BLyl (B-HL14)

<400> 16
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln
35

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp
50 55

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asp
Ala Asp

Ser Glu

Tyr Trp
105

Gly
10
Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Val

Phe

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Val

Gly Gly Gly Leu

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asp
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Gly

Thr

Phe

Lys

Asp

Val Lys

Thr Phe

Gly Leu

45
Tyr Asn
60
Thr Ser

Ala Vval

Tyr Trp

Lys Lys

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Asn
60

Pro
Ser
30

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Pro
Ser
30

Glu

Gly

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly
15
Tyr

Trp

Lys

(VH)

Gly

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

(VH)

Gly
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Phe

cla
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Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
' 85 90 95
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 17
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung bién dbi chudi n#ng (VH) cua
khédng thé& BLyl (B-HL15)

<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

)
[

<

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

[

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 18

<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
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<223> Trinh ty axit amin cua vung bién &8i chudi ning (VH) cua
khang thé BLyl (B-HL16)

<400> 18
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Val Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 19
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung bién &bi chudi n&ng (VH) cuaa
khadng thé BLyl (B-HL17)

<400> 19 .
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser [yr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
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Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210> 20
<211> 11

115

5

<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>

<223>

<400> 20

Asp Ile Val Met Thr Gln

1

Glu Pro

Asn Gly

Pro Gln

50
Asp Arg
65
Ser Arg

Leu Glu

Arg Thr

Ala

Ile

35

Leu

Phe

Val

Leu

Val
115

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

5
Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ser
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Ser

70

Glu

Thr

Thr
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Gln
55

Gly

Asp

Phe

Pro
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Trp

40

Met

Ser

Val

Gly
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Trinh tu axit amin cua vung bién ddi chudi nhe
khang thé BLyl B-KV1
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