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Linh vwe k¥ thuét dwec dé cap

Séng ché dé cap dén duoc pham chira duoc chit anion va viéc giai phong duoc

phdm nay, va phuong phap diéu ché né.
Tinh trang ky thudt cla sang ché

Cong nghé giai phong duge chét an toan va hiéu qua da dugc nghién ctru trong
1 thoi gian dai dé diéu tri bénh bang céch stir dung duoc chét anion, cu thé 13 axit
nucleic, va cac hé giai phong va cong nghé giai phong khéc nhau da dugc phat trien.
Cu thé 13, cong nghé giai phong st dung hé giai phong c6 virut c6 su dung adeno virut
hoic retro virut, v.v., va ca h¢ giai phong khong khong c6 virut béng cach st dung lipit
cation, polyme cation, v.v. cling d& dugc phat trién.

Tuy nhién, cong nghé st dung hé giai phong co virut dugce thay 14 ¢6 rai ro
nhu phan tng mién dich khong dac hiéu, v.v.. va dugc biét 14 ¢6 nhiu van dé trong
thuong mai do qua trinh san xudt phirc tap. Do d6, cac nghién clu gan day goi y
hudng t6i hé gidi phong khong c6 virut béng cach st dung lipit cation hodc polyme
cation dé khéic phuc dugc nhing bat loi nay. Mic du hé giai phong khong co virut ¢o
hiéu qua thip hon hé giai phong virut, nhung n6 lai co it tac dung phu hon va qua trinh
san xudt lai it dat do hon hé giai phéng c6 virut.

Nhiéu nghién ctru da du(jc thuc hién trén hé giai phong khong virut dugc su
dung dé giai phong axit nucleic, va vi du tidu biéu nhat vé phire cua lipit cationic va
axit nucleic (lipoplex) va phirc ctia polyme polycationic va axit nucleic (polyplex).
Nhiéu nghién ctru trén lipit cation hoac polypolyme cation da dugc thuc hién boi vi
chung lam 4n dinh dugc chét anion bing céch tao ra phiic béng phuong phap tinh dién
v6i duoe chit anion, va tao diéu kién thuan lgi dé giai phong vao té bao (De Paula D,
Bentley MV, Mahato RL, Hydrophobization and bioconjugation for enhanced siRNA
delivery and targeting, RNA 13 (2007) 431-56; Gary DJ, Puri N, Won YY, Polyme-
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based siRNA delivery: Perspectives on the fundamental and phenomenological
distinctions tir Polyme-based DNA delivery, J Control Release 121 (2007) 64-73).

Tuy nhién, néu lipit cation hoic polypolyme cation d dugc nghién ctru cho
dén nay dugc st dung véi lugng can thiét dé dat dugc tac dung hiéu quda, mac du do
doc nghiém trong thip hon so véi hé giai phéng c6 virut, nhung van c¢6 va do d6 n6
khong thich hop dé sir dung diéu tri. Va mic du phiic lipit-axit nucleic ma hinh thanh
phirc thong qua lién két giira lipit cation va axit nucleic dé giai phong axit nucleic vao
té bao dugc st dung rong rii trong cac thir nghiém dong té bao, né s& khong tao ra ciu
trac ma c6 thé én dinh trong mau, va do d6 n6 khéng thé duge st dung trong co thé
song (xem patent My s6 US 6,458,382).

Ngoai ra, hé giai phong st dung axit nucleic lién hgp truc tiép vai lipid hodc
polyme da duoc nghién ctru, nhung néu lipit hodc lién hop truc tiép véi axit nucleic, s&
c¢6 nhimmg kho khan lién quan dén hiéu qua lién hop hodc kiém soat chét lugng. Hon
nita, hi€u qua cda viéc gidi phong axit nucleic van chua dugce cong nhan mot cach 18
rang.

Do d6, can thiét phai phat trién cong nghé giai phong duge chét anion bang
cach st dung luong t6i thiu cationic polyme hozc lipit cationic dé 1am giam ddc td,
viéc giai phéng ndy 13 6n dinh trong mau va dich co thé, va c6 thé giai phéng vao té
bao dé dat duogc hiéu qua can thiét. Trong khi d6, da c6 nhiéu nd luc dé st dung
copolyme khdi luding tinh 1am hé giai phéng duge chat ma cé thé hoa tan dugc chét c6
d6 tan trong nudc kém bang cach tao ra mi-xen polyme va lam 6n dinh dugc chét c6
d6 hoa tan trong nude kém trong dung dich nudc (Cong bd don qudc té s6 WO
1997/010849). Copolyme khéi ludng tinh nay c6 thé hoa tan dugc chat ky nuée c6 4o
hoa tan trong nude kém bang cach tao thanh mi-xen polyme cé phin bén trong ky
nuéce. Tuy nhién, do dugce chit ra nude nhu axit nucleic anionic dugc thé dugc thu vao
cAu tric mi-xen polyme, né khong thich hop dé giai phéng duge chét anion bao gdm
axit nucleic. Con mé ta ché phdm dé giai phong duge chét anion ma tao ra phirc clia
axit nucleic va lipit cation bang phurong phap tinh dién dé thu phirc nay vao ciu tric
mi-xen ciia copolyme khéi ludng tinh. Tuy nhién, viéc cai tién 13 can thiét lién quan
dén d6 dn dinh cua axit nucleic trong méu va dich cu thé ciia mé bi ung thu.

Patent Han Qudc s& 1296326 mo ta ché phim dé giai phong dugc chét anion

chira duogc chét anion; lipit cation; copolyme khdi ludng tinh va a axit polylactic, trong
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d6, dugc chét anion tao thanh phirc véi lipit cation, va phirc nay duge thu vao ciu tric
mi-xen cia copolyme khdi ludng tinh va axit polylactic. Tuy nhién, do axit polylactic

duoc st dung trong don sang ché nay 13 polyme axit polylactic théng thudng c6 nhém
carboxyl tai ddu tan, viéc giai phong duoc chat 13 khong hidu qua.

Trong khi d6, nhidu bénh bét ngudn tir biéu hién qua mirc ctia gen gay bénh
hodc s biéu hién ciia gen dot bién. Do siRNA (ARN xen cai ngén) trc ché su biéu
hién ctia gen dic hi¢u theo cach déc hi¢u trinh tu, n6 la ndi bat khi lam duoc chit axit
nucleic dé diéu tri. Cu thé 13, siRNA duoc mong doi 1a s€ khic phuc duogc cac van dé
cua nucleotit hodc ribozyme dbi nghia do siRNA c¢6 hi€u lyc hon va c¢6 d6 chon loc
gen chinh x4c hon so véi nucleotit hoic ribozyme dbi nghia. siRNA 13 ARN chudi kép
ngén, va no tc ché su bidu hién cua gen twong Gmg bang cich phan cit ARN théng tin
(mARN) ctia cac gen c¢6 phin bu trinh t vao chiing (McManus and Sharp, Nature Rev.
Genet. 3:737 (2002); Elbashir, et al., Genes Dev. 15:188 (2001)).

Tuy nhién, bt chip nhiing loi thé nay, siRNA dugc biét 1a bi thoai bién nhanh
chong bédi nucleaza ﬁong mau va nhanh chéng bi bai tiét ra khoi co thé qua than. Con
biét rang, siRNA khéng thé d& dang vuot qua mang té bao do né bi tich dién 4m manh.
Do d6, d& str dung siRNA 1am tac nhn diéu tri, can phai phat trién hé giai phéng ma
c6 thé 1am n dinh siRNA trong mau, giai phéng mét cach hiéu qua né vao té bao hodc

mo dich, va khéng c6 doc tinh.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Van dé can giai quyét

Dé giai quyét cac van d& néu trén, muc dich cta sang ché 14 d& xudt ché phim
dé giai phéng duoc chit anion, ché phim nay chira cdu triic mi-xen chira mudi cta axit
polylactic cho cho giai phéng mot cach hiéu qua duoc chét anion vao co thé.

Muc dich khéc ciia sang ché 1a d& xuét viéc sir dung ché phim dé giai phong
dugc chét anion. '

Muc dich khéc nira ciia sang ché 1a @ xuét phuong phap giai phong duoc chit
anion, phuong phap nay bao gém viéc ding ché pham.

Muc dich khac nira ciia sang ché 14 @ xuit phuong phap didu ché dugc phim

c6 kha nang giai phong mdt cach hiéu qua dugce chat anion vao co thé.
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Giai phap k¥ thuat dé gidi quyét sang ché

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén ché phdm dé giai phéng dugc chét
anion ché phdm nay chira ciu triic mi-xen chira mubi cia axit polylactic cho cho giai
phéng mét cach hiéu quéa dugc chét anion vao co thé, sir dung ché phdm dé giai phong
dugc chét anion, va phuong phap giai phéng dugc chét anion, phuong phap nay bao
gbm viéc dung ché pham.

Ché phdm & giai phéng dugc chét anion chira cAu tric mi-xen theo phurong 4n
clia sang ché chira ciu trac mi-xen cta copolyme khdi ludng tinh va mudi cia axit
polylactic, ché phdm nay chira phirc ctia dugc chét va hop chét cation. Dic biét 13, ché
phim chira dugc chit anion 1am hoat chit; hop chat cation; copolyme khdi ludng tinh;
va mudi cua axit polylactic, trong d6, dugc chat anion tao thanh phiic véi hop chat
cation bang phuong phap tinh dién, va phirc nay duoc thu vao ciu triic mi-xen ctia
copolyme khéi ludng tinh va mubi cia axit polylactic.

Ché phim nay 13 hoa tan trong nudc va chira mudi cta axit polylactic 1am
thanh phin ciia cAu triic mi-xen. Do d6, trong trudng hop sir dung trong co thé, ché
pham c6 d6 6n dinh trong mau gia ting va no c6 thé duge giai phéng mdt cach hiru
hiéu vao vi tri dich, déc biét 1a m6 bénh ung thu, b?mg cach tranh hé luéi ndéi mo
(reticuloendothelial system: RES). Do d6, ché phdm niy c6 thé 13 hiru hiéu dé tranh
RES va/hodc lam cai thién muc tiéu.

Theo phuong an khéc, sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché ché phdm
dé giai phéng duoc chit anion, phwong phap nay c6 thé bao gdm cac budc (a) hoa tan
dugc chét anion, hop chét cation, copolyme khéi ludng tinh va mubi ciia axit
polylactic trong dung mdi hiru co ¢6 thé hoa I?m_ nuéc hoic dung mdi hdn hop cia
dung dich nudc va dung mdi hitu co; (b) loai bo 16p dung mdi hiru co tir bude (a); va
(c) thém dung dich nuéc vao hon hgp tir bude (b) trong d6 dung méi hitu co dugc loai
bo, d¢ tao thinh mi-xen.

Tac dung cua sang ché

Duogc phim dé giai phéng dugc chit anion theo phuong 4n ctia sang ché cé
kha nang lam cai thién 4o dn dinh ctia duoc chét anion trong mau hoic dich co thé
bang cach phan tach dugc chét anion tir mdi trudng bén ngoai bang cach sir dung hop
chét cation va cu triic mi-xen chira copolyme khéi ludng tinh va mudi cia axit

polylactic. Do d6, dugc phim ndy s& c6 kha nang lam cai thién d6 6n dinh cua duoc
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chét anion trong mau hodc dich co thé khi duoc dung trong co thé. Pac biét 13, duoc
phim nay con gitp cho dugc chét anion tranh duge hé ludi ndi md (RES) sao cho nb

dugc giai phong mot cach hiu qua vao té bao.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 14 cAu tric dudi dang gian dd ciia hé giai phéng mi-xen polyme trong d6
dugc chit anion va hop chét cation dugc thu vao theo phuong an clia sing ché.

Fig. 2 12 két qua phép do NMR ciia PLANa dugc didu ché theo Vi du didu ché

MO ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& dwoc giai thich chi tiét hon.

Trong s6 cic thanh phan ciia ché phdm theo phuong 4n cla sang ché, dugc
chét anion va hop chét cation dugc thu vao cdu triic mi-xen ctia copolyme khéi ludng
tinh va mudi cua axit polylactic. CAu tric dudi dang gian d6 ctia hé mi-xen polyme,
trong d6 dugc chit anion va hop chét cation dugc thu vao, nhu dugc thé hién trén Fig.
1. Theo Fig. 1, phirc ctia dugc chit anion va hop chét cation duoc tao thanh bing
phuong phap tinh dién giita dugc chit anion va hop chét cation. Phitc dugc tao thanh
ctia duge cht anion va hop chit cation dugc thu vao ciu tric mi-xen ctia copolyme
khéi ludmg tinh va mudi cia axit polylactic.

Nhu duge thé hién trén Fig. 1, cAu trac mi-xen duoc tao thanh tir copolyme
khéi ludng tinh va mudi cia axit polylactic. Trong mdi trudng nudc, phén wa nudc cla
copolyme khdi ludng tinh sé& tao ra thanh bén ngoai ciia mi-xen, va phén ky nuéc cia
copolyme khéi ludng tinh va mudi cia axit polylactic, mot thanh phan doc lap, s& tao
ra thanh bén trong ctia mi-xen. Dugc chét anion va hop chét cation dugc thu vao bén
trong mi-xen dugc tao thanh. Phirc ctia dugce chét anion va hop chét cation dugc thu
va0 céu triic mi-xen tao thanh tir copolyme khéi ludng tinh va mudi ctia axit
polylactic, vi vy n6 co thé 1am cai thién d6 dn dinh trong mau hodc dich co thé. Theo
mdt phuong an, ¢& hat cia mi-xen c6 thé nim trong khoang tir 10 d&én 200nm, t&t hon

12 tir 10 d@én 150nm. Ngoai ra, dién tich chuén ctia hat mi-xen c6 thé nam trong khoang
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tir -20 dén 20mV, t5t hon 1 tir -10 &én 10mV. C& hat va dién tich chuén dugc x4c dinh
c6 can nhic d6 dn dinh cua cu tric mi-xen, ham luong cia cic thinh phin cAu thanh,
do hép thu cua dugc chét anion trong co thé, va su thun tién ctia viéc vo trung lam
dugc pham.

Dugc chét anion 1am hoat chit trong ché phdm theo phuong 4n clia sang ché
c6 thé bao gdm chat bat ky ma c6 dién tich Am trong dung dich nudc va c6 hoat tinh
dugc 1y. Theo mdt phuong an, dédc tinh anion c6 thé c6 thé duoc tao ra tir it nhat mot
nhém chire dugc chon tir nthém bao gdm nhém carboxylic, nhém phosphat va nhém
sulfat. Theo mot phuong an, dugc 'chét anion ¢6 thé 1a dugc chét da anion nhu peptit,
protein hodc heparin, hodc axit nucleic.

Ngoai ra, axit nucleic c6 thé 13 axit deoxyribo nucleic, axit ribonucleic, hodc
duoc chét axit nucleic trong d6 mach chinh, dudng hodc bz duoc bién dbi vé mat hoa
hoc hoic dau tin cing duoc bién ddi. Vi du cu thé hon c6 thé 13 axit nucleic duoc chon
tir nhém bao gdm ARN, ADN, siARN, aptame, ODN d6i nghia (oligodeoxynucleotit),
ARN dbi nghia, ribozyme va ADNzyme, v.v. Va mach chinh, duong hodc bazo cia
axit nucleic c6 thé dugc bién d6i v& mit héa hoc hoic dau tan cung cé thé duoc bién
dbi nham muc dich 1am tang d6 6n dinh trong mau hodc 1am suy yéu phan img mién
dich, va cac yéu t6 trong tr khac. Dic biét 13, mdt phan cuia lién két phosphodieste ciia
axit nucleic c6 thé dugc thay thé bang lién két phosphorothioat hoic boranophosphat,
hodac vi tri 2’-OH cuia mét ph?m clia riboza bazo ¢6 thé bao gém it nhat mot loai
nucleotit bién dbi sao cho cic nhém chirc khac nhau nhu nhém metyl, nhém
metoxyetyl, flo, va cdc nhém tuong tu khac duoc dua vao do.

Hon nita, it nhat mot axit nucleic c6 thé duoc bién dbi béng mot hoéc_nhiéu
nhém duge chon tir nhém bao gdm cholesteol, tocopherol va axit béo C10-24. Trong
truong hop cua siARN, vi duy, d4u tin 5’ hoic 3°, hoic ca hai dAu tan cta chudi co
nghia vd/hoic dbi nghia c6 th8 duoc bién ddi, va t6t hon 1 ddu tin cling ctia chudi c6
nghia c6 thé dugc bién ddi.

Cholesteol, tocopherol va axit béo Cyg.24 €O thé bao gém cac chat tuong tu,
dan xuét va chét chuyén héa ciia né.

Thuét ngir siARN diing dé chi ARN kép hoic ARN sgi don c6 dang chudi kép
trong ARN soi don, loai ndy c6 thé 1am gidm hodc tc ché su biéu hién ctia gen dich

bang cach trung gian gy ra thoai bién phin bu MARN vao trinh t ciia siARN néu
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siARN ton tai trong cling t& bao nhu 13 gen dich d3 trai qua. Lién két gitra cac soi kép
dugc tao ra boi lién két hydro giita cac nucleotit, khong phai tit ca cac nucleotit trong
cac soi kép s& 14 lién két bu v6i nucleotit trong tng, va ca hai soi c6 thé dugc tach biét
hodc khong dugc tach biét. Theo mot phwong an, d6 dai ciia siARN c6 thé nim trong
khoéng tir 15 dén 60 nucleotit (tirc 13 s nucleotit ctia mdt ARN sgi kép, tic 1a s6 cap
bazo, va trong trrong hop ARN soi don, n6 tuong tmg véi do dai cua soi kép trong
ARN sgi don), dic biét 13 tir 15 dén 30 nucleotit, va dic biét hon la tir 19 dén 25
nucleotit.

Theo mot phuong an, siARN sgi kép cd thé ¢6 phé‘ln nho ra 1a 1-5 nucleotit tai
mot d4u hodic ca hai diu tin cua dau tan cung 3’ hoac 5°. Theo phuong an khac, n6 co
thé 12 g6c th ma khong c6 phan nhd ra tai ca hai dau. Dic biét 13, n6 c6 thé 1a siARN
duoc boc 10 trong cong bd don yéu cu cp patent M§ sb 2002/0086356 hoic patent
My s6 7,056,704.

Ngoai ra, siARN c6 thé c6 ciu trac d6i ximg v6i do dai gibng nhau cia hai
soi, hodc né c6 thé 13 ciu tric khong dbi xung véi mot sgi ngén hon soi con lai. DPac
biét 13, n6 c6 thé 1a phan tir siARN khong dbi xtmg cuia soi kép chira tir 19 dén 21
nucleotit (nt) d6i nghia; va tir 15 dén 19 nt c¢6 nghia c6 phan bu theo trinh tw vao phan
d6i nghia, trong d6, diu tan cing 5° ctia phan dbi nghia 1a dau t, va dAu tin cling
3’cua phin déi nghia c6 phin nhé ra 13 tir 1 dén 5 nucleotit. Pac biét 14, né c6 thé 1a
siARN duoc boc 16 trong Cong bd don qubc té s6 WO 09/078685. |

Duoc chét anion theo phuong 4n clia sang ché t6t hon 1a dugc chira véi ham
lwong tir 0,001 dén 10% trong luong, dic biét 13 tir 0,01 dén 5% trong luong, dua trén
téng trong lwong cta ché phdm. Néu ham luong nay nhod hon 0,001% trong lugng,
lwong hé giai phéng s& qua 16n so véi duge chét, va do d6, c6 thé gay ra tac dung phu
do hé giai phéng nay. Néu lugng nay vuot qua 10% trong lugng, d6 on dinh ctia mi-
xen c6 thé bi giam di va ty 1é tén hao trong qua trinh loc thanh triing c6 thé tang 1én do
mi-xen qua 16n.

Theo mét phuong 4n, hop chét cation tao thanh phirc véi duge chét anion bing
phuong phép tinh dién, va phirc nay dugc thu vao cAu triic mi-xen ciia copolyme khdi
ludng tinh. Do d6, hop chét cation c6 thé bao gdm loai bt ky ciia hop chit c6 kha
nang tao thanh phirc v6i duge chit anion bang phuong phép tinh dién, va vi du, c6 thé

bao gdm lipit va Polyme. Lipit cation c6 thé bao gdm N,N-dioleyl-N,N-
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dimetylamoniclorua (DODAC), N,N-distearyl-N,N-dimetylamonibromua (DDAB), N-
(1-(2,3-dioleoyloxy)propyl-N,N,N-trimetylamoniclorua (DOTAP), N,N-dimetyl-(2,3-
dioleoyloxy)propylamin (DODMA), N,N,N-trimetyl-(2,3-dioleoyloxy)propylamin
(DOTMA), 1,2-diaxyl-3-trimetylamoni-propan (TAP), 1,2-diaxyl-3-dimetylamoni-
propan (DAP), 3B-[N-(N’,N’,N’-trimetylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (TC-
cholesteol), 3B-[N-(N’,N’-dimetylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (DC-cholesteol),
3B-[N-(N’-monometylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (MC-cholesteol), 33-[N-
(aminoetan)carbamoyl]cholesteol (AC-cholesteol), cholesteyloxypropan-1-amin
(COPA), N-(N ’-aminoetan)cafbamoylpropanoic tocopherol (AC-tocopherol), N-(N’-
metylaminoetan)carbamoylpropanoic tocopherol (MC-tocopherol), hodc hdn hgp cta
ching. Néu lipit cation ndy dugc sir dung, dé 1am giam dd doc gay ra boi lipit cationic,
tot hon néu c6 thé sir dung it polylipit cationic c6 mat ¢ dién tich cao, va ddc biét hon
nira 13, chi mdt nhom chirc ¢6 kha nang c6 dién tich duong trong dung dich nuédc cd
thé duoc chira trong phan tir. Do d6, theo phuong 4n wu tién, lipit cation cé thé 1a it
nhit mét chét dugce chon tir nhém bao gém 3B-[N-(N’,N’,N’-
trimetylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (TC-cholesteol), 33-[N-(N’,N’-
dimetylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (DC-cholesteol), 3B-[N-(N’-
monometylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (MC-cholesteol), 3B-[N-
(aminoetan)carbamoyl]cholesteol (AC-cholesteol), N-(1-(2,3-dioleoyloxy)propyl-
N,N,N-trimetylamoniclorua (DOTAP), N,N-dimetyl-(2,3-dioleoyloxy)propylamin
(DODMA) va N,N,N-trimetyl-(2,3-dioleoyloxy)propylamin (DOTMA). Mat khac,
polyme cation c6 thé 13 duoc chon tir nhém bao gdém chitosan, glycol chitosan,
protamin, polylysin, polyarginin, polyamidoamin (PAMAM), polyetylenimin, dextran,
axit hyaluronic, albumin, polyme polyetylenimin (PEI), polyamin va polyvinylamin
(PVAm), va tot hon 13 ¢6 thé 13 it nhat mot chat dugc chon tir polyme polyetylenimin
(PEI), polyamin va polyvinylamin (PVA).

Theo mot phuong 4n, lipit cation c6 thé dugc thé hién bang cong thirc 7 sau
day:

Cong thic 7

PR "
R S’H/\é mﬂﬁb\ﬁ’kn“\ R,
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trong d6, n vaim déu 1 0 dén 12 véi didu kién1a2<n+m<12,avab déulatir 1 dén
6, va R, va R, déu doc 1ap 1 duoc chon tir nhém bao gém bao hoa va chua bio hoa
C11.25, hydrocacbon. Tét hon 14, n va m c6 thé doc 1ap latir 1 dén 9, va 2 <n+m < 10,
Téthon 13, avablatr 2 dén 4.

Tt hon 13, R; va R, doc 1ap duge chon tir nhém bao gdm lauryl, myristyl,
palmityl, stearyl, arachidyl, behenyl, lignoxeryl, xerotyl, myristoleyl, palmitoleyl,
sapienyl, oleyl, linoleyl, arachidonyl, eicosapentaenyl, erucyl, docosahexaenyl va
xerotyl.

Vi du cu thé v& lipit cation c6 thé 1ait nh4t mot chit dugc chon tir nhém bao
26m 1,6-dioleoyl trietylen tetramit, 1,8-dilinoleoyl tetraetylen pentamit, 1,4-
dimyristoleoyl dietylen triamit, 1,10-distearoyl pentaetylen hexamit va 1,10-dioleoyl
pentaetylen hexamit.

Hop chét cation duge str dung frong phuong 4n cia sang ché c6 thé duge chira
v6i ham luong tir 0,01 dén 5,0% trong lugng, va dic biét 12 tir 0,1 dén 10% trong
luong dya trén tdng trong lwong ctia ché phdm. Néu ham lugng niy nhé hon 0,01%
trong lwong, né c6 thé 1a khong da dé tao thanh phirc véi duge chét anion. Néu n6
vuot qua 5,0% trong luong, mi-xen c6 thé 13 qua 16n va do d6 d6 6n dinh ctia mi-xen
c6 thé bi giam di va ty 16 tén hao trong qua trinh loc thanh tring c6 thé ting lén.

Hop chét cation lién két voi duge chét anion bang phuong phéap tinh dién sao
cho d& tao thanh phirc cht. Theo mot phuong 4n, ty 16 lwong dién tich ciia hop chét
cation (N) va dugc chit anion (P) (N/P: ty 1& ctia dién tich duong ctia hop chét cation
v&i dién tich Am cta duoc chit anion) la nam trong khoang tir 0,1 dén 128, dic biét 1a
tir 0,5 dén 64, dic biét hon 1a tir 1 dén 32, dic biét hon nita 1 tir 1 dén 24, va dac biét
nhét 12 tir 6 dén 24. Néu ty 18 (N/P) nhé hon 0,1, ¢6 thé s& kho khan dé tao ra phtic
chira lwong da duoc chit anion. Mit khac, néu ty 18 (N/P) vuot qua 128, c6 thé giy ra
tinh ddc.

Theo mdt phuong 4n, copolyme khdi ludng tinh c6 thé 13 copolyme khdi loai
A-B bao gdm khdi A wa nuéc va khdi B ky nuéc. Copolyme khéi loai A-B s& tao ra
mi-xen polyme loai nhan-v9 trong dung dich nuéc, trong do, khéi B ky nudc sé& tao ra
nhan (thanh bén trong) va khdi A ua nudc s& tao ra 16p vé (thanh bén ngoai).

Theo d6, khdi A va nudc c6 thé 1 it nhit mot chat dugc chon tir nhém bao

gdm polyalkylenglycol, ruou polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, polyacrylamit, va din
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xuét ctia n6. Khéi A wa nuée c6 thé 12 it nhdt mot chat duge chon tir nhém bao gém
monometoxy polyetylen glycol, monoaxetoxy polyetylen glycol, polyetylen glycol,
copolyme cuia polyetylen va propylene glycol, va polyvinyl pyrolidon. Khéi A ua nudc
c6 thé ¢6 trong lwong phan tir trung binh 13 nim trong khoang tir 200 dén 50.000
Dalton, dic biét 14 tir 1.000 dén 20.000 Dalton, va dic biét hon 1 1.000 dén 5.000
Dalton.

Néu cin, nhém chirc hodc phéi tr ma c6 thé gén két vai mo hoic té bao dic
hiéu, hodic nhém chiic ¢6 kha ning thiic diy su giai phong trong té bao ¢ thé dugc
lién hop v& mat hoa hoc v6i ddu tan cing cia khdi A wa nudce sao cho né kiém soat
duoc sy phan phéi hé giai phéng mi-xen polyme ma dugc tao thanh tir copolyme khéi
ludng tinh va mubi cta axit polylactic trong co thé, hodc dé 1a ting hidu qua cua viéc
gidi phong hé giai phéng mi-xen vao t& bao. Nhém chirc hoic phdi tir ndy c6 thé 14 it
nhit mot chit duge chon tir nthém bao gdm monosaccarit, polysaccarit, vitamin, peptit,
protein, va khang thé vé6i thu thé bé mit té bao.

Theo céc vi du cu thé hon, nhém chtrc hodc phéi t ¢6 thé 13 it nhit mot chét
duogc chon tir nhém bao gém anisamit, vitamin B9 (folic acid), vitamin B12, vitamin
A, galactoza, lactoza, mannoza, axit hyaluronic, RGD peptit, NGR peptit, transferin,
khang thé véi thu thé transferin, v.v.

Khéi B ky nude 1a polyme tuong hop vé mit sinh hoc va c6 kha ning thoai
bién sinh hoc, va n6 c6 thé 12 it nhat mot chit duoc chon tir nhém bao g@)m polyeste,
polyanhydrua, axit polyamino, polyorthoeste, va polyphosphazin. Vi du cu thé hon vé
ching c6 thé bao gdm polylactit, polyglycolit, polycaprolacton, polydioxan-2-on,
copolyme cua polylactit va glycolit, copolyme cta polylactit va polydioxan-2-on,
copolyme cua polylactit va polycaprolacton, va copolyme cta polyglycolit va
polycaprolacton. Theo phuong an khéc, khbi B ky nuéc cé thé c6 trong luong phan tir
trung binh 12 ndm trong khoang tir 50 dén 50.000 Dalton, dic biét 1a 200 dén 20.000
Dalton, va dic biét hon 1 1.000 dén 5.000 Dalton. va dé 1am gia tang d¢ ky nudc ctia
khéi ky nuédc nhiam 1am cai thién d6 dn dinh ctia mi-xen, tocopherol, cholesteol, hodc
axit béo Cjg4 c6 thé duge lién hop vé mit hoa hoc v4i nhém hydroxyl tai tdn cubi cia
khéi ky nuée.

Copolyme khéi ludng tinh ché phdm nay chtra khéi wa nuée (A) va khéi ky

nude (B) c6 thé dugc chua trong d6 v4i ham lugng 40 dén 99,98% trong lugng, dic
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biét 12 85 dén 99,8% trong luong, va dic biét hon 13 90 dén 99,8% trong luong, dua
trén tdng trong luong kho ciia hat. Néu ham lugng ciia copolyme khéi lugng tinh nhod
hon 40% trong lugng, mi-xen co6 thé tré nén 16m dén murc sao cho d6 én dinh cua mi-
xen c6 thé bi giam di va mirc tén hao trong qua trinh loc thanh tring c6 thé bj ting lén.
Néu né vuot qua 99,98% trong luong, ham lugng cia dugc chit anion ma c6 thé dugc
dwa vao c6 thé tré nén qua nho.

Theo phuong 4n khéc, copolyme khéi ludng tinh c6 thé bao gdm 40 dén 70%
trong luong khdi wa nudce (A), va dic biét 1a 50 dén 60% trong lurgng khdi ua nude
(A), dua trén trong lugng cua copolyme. Néu ty 18 ciia khdi ua nuée (A) nhé hon 40%
trong lugng, d6 hoa tan ctia polyme trong nudc la thip, va do d6 c6 thé 1 kho khin dé
tao thanh mi-xen. Do d6, ty 16 ciia khbi wa nuéc (A) tét hon 12 khong nhé hon 40%
trong luong dé tao ra do hoa tan trong nudc thich hop cho copolyme dé tao thanh mi-
xen. Néu n6 vuot qua 70% trong luong, dd va nudc cd thé 1a qua cao va do d6 do on
dinh ctia mi-xen polyme c6 thé tré nén qua thip, va c6 thé s& khé khin dé 1am hoa tan
phurc cia duogc chét anion va lipit cation. Do d6, xét theo do dn dinh cta mi-xen, ty 18
ctia khdi wa nuée (A) tét hon 1a khong 16n hon 70% trong lugng.

Theo mdt phuong 4n, copolyme khéi ludng tinh cho phép gén lién phuc clia
duge chit anion va lipit cation trong cu tric mi-xen trong dung dich nuéc, trong do,
ty 1€ trong lugng ctia phirc chira dugc chét anion va lipit cation (a) v&i trong lugng ctia
copolyme khéi ludng tinh (b) [a/b X 100; (trong lugng cua dugce chét anion + trong
luong cua lipit cation)/trong lugng ctiia copolyme khéi ludng tinh X 100] c6 thé nim
trong khoang tir 0,001 dén 100% trong lwong, dic biét 1a tir 0,01 d&én 5,0% trong
luong, va déc biét hon la tir 0,1 dén 10% trong lugng. Néu ty 1€ trong lugng nhé hon
0,001% trong luong, ham lugng cia phirc chira dugc chit anion va lipit cation c6 thé
tr& nén qua thip, va do do6 co thé s& khé khan dé tao ra ham luong du ciia duoc chat
anion. Néu no vuot qua 100% trong lugng, ciu tric mi-xen c6 ¢& thich hop c6 thé
khong duoc tao thanh xét dén trong lugng phan ti cia copolyme khéi ludng tinh va
lwong phirc chira dugc chat anion va lipit.

Chu trac mi-xen trong ché phim theo phuong 4n ciia sang ché chira mudi ctia
axit polylactic (vi du PLANa). Mubi ciia axit polylactic dugc phan phéi vao nhan
(thanh bén trong) clia mi-xen sao cho lam ting d6 ky nudc cia nhén va lam 6n dinh

mi-xen, v tai ciing thoi diém, gitp tranh duogc hé ludi ndi mo (RES) trong co thé. Tac
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13, anion cua axit carboxylic trong mudi ctia axit polylactic s& gin két mot cach hiéu
qua v6i phic cation sao cho lam gidm dién tich bé mit cta mi-xen polyme. Nho d6,
dién tich duong cia dién thé bé mit ciia mi-xen polyme s& nhé hon dién tich duong
clia mi-xen polyme ma khong chira mudi ctia axit polylactic, va do d6 n6 c6 thé bi thu
vao kém hon nho hé luéng ndi md va duge giai phdng mot cach hiru hiéu dén cac vi tri
dich (vi du, t& bao ung thu, té bao viém, v.v.).

Mudi cia axit polylactic, ma 1 thanh phan doc 1ap véi copolyme khéi ludng
tinh, 13 thanh phan cta thanh bén trong clia mi-xen va c6 thé c6 trong luong phan tir
trung binh 13 ndm trong khoang tir 500 dén 50.000 Dalton, va dic biét 14 tir 1.000 dén
50.000 Dalton. Néu trong luong phén tir trung binh s6 nho hon 500 Dalton, mudi cia
axit polylactic s& khong dé dang ton tai trong nhan (thanh bén trong) cia mi-xen do d
ky nudc cia né 13 qua thip. Néu trong lugng phan ti trung binh sd vurot qua 50.000
Dalton, mi-xen polyme cé thé 1a qua 16n.

Mubi cta axit polylactic c6 thé 13 duge st dung véi lugng nam trong khoang
tir 10 dén 200 ph?m trong luong, dac biét 1a tir 10 dén 100 ph?m trong lugng, va dac
biét hon 12 tir 30 dén 60 ph'?ln trong luong trén mdi 100 phén trong luong cla
copolyme khéi ludng tinh. Néu ham luong mudi cua axit polylactic vugt qua 200 phan
trong lugng trén mdi 100 phén trong luong ciia copolyme khéi ludng tinh, kich c¢& ctia
mi-xen ¢ thé 13 qua 16m va do d6 viéc loc mang vo trung s& trd nén khé khan. Néu
ham luong nay ciia mudi cia axit polylactic nhé hon 1 phan trong lwgng trén mdi 100
phin trong lugng cta copolyme khéi ludng tinh, s& khé khin dé dat duge tac dung
mong mudn.

Theo mdt phuong 4n, ché pham theo phurong 4n cuia sing ché c6 thé chwa 10
dén 1.000 phan trong lugng cia copolyme khéi ludng tinh va 5 &én 500 phan trong
luong ciia mubi cua axit polylactic trén mdi 1 phin trong lugng ctia dugc chat anion.
Tét hon 13, copolyme khdi ludng tinh c6 thé chiém tir 50 dén 800 phan trong luong, va
t6t hon nita 1a tir 100 dén 500 phén trong lugng. Tét hon 13, mudi cia axit polylactic
c6 thé chiém tr 10 dén 300 phin trong lugng, v tot hon nita 13 50 dén 100 phén trong
lugng.

Theo mét phuong 4n, diu tin clng ciia mudi cia axit polylactic d8i nguoc véi

dau ma trong dé mudi dugc tao thanh c6 thé dugc thé bang 1 nhém dugce chon tir
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nhém bao gdm hydroxyl, axetoxy, benzoyloxy, decanoyloxy, palmitoyloxy, va C.,
alkoxy.
Theo mot phuong én uu tién, mudi cia axit polylactic co thé duoc chon tir
nhém bao gdm céc hop chit c6 Cong thirc tir 1 dén 6 nhu dudi day.
Cong thuc 1
RO-CHZ-[A],~[B1,-COOM
trong do, A 1a-COO-CHZ-; B 1a -COO-CHY-, -COO-CH,CH,CH,CH,CH,- hodc
-COO-CH,CH,0CH,; R 1a nguyén tir hydro, hodc axetyl, benzoyl, decanoyl,
palmitoyl, metyl hodc etyl; Zva'Y déu 13 nguyén tir hydro, hoic metyl hodc phenyl; M
12 Na, K hodc Li; n 13 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 30; va m 13 s nguyén
ndm trong khoang tir 0 dén 20;
Cong thirc 2
RO-CHZ-[C00-CHX] ;- [COO-CHY"  ],~COO-CHZ-COOM
trong d6, X 1a metyl; Y' la nguyén tir hydro hodc phenyl; p la s6 nguyén nim trong
khoang tir 0 dén 25, q 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 25, v6i diéu kién 1a p +
q 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 5 dén 25; R 12 nguyén tir hydro, hoic axetyl,
benzoyl, decanoyl, palmitoyl, metyl hodc etyl; M 1a Na, K hodc Li; va Z 1a nguyén tir
hydro, metyl hodc phenyl; ‘
‘ Cong thtc 3
RO-PAD-COO-W-N’

COOM
——(——CH2CO0M COOM

trong d6, W-M' la CH2COOM hogic — H—CHL0OM . pAD duge chon tir nhém bao
gbm D,L-polylactit, D-polylactit, axit polymandelic, copolyme cta D,L-lactit va axit
glycolic, copolyme cta D,L-lactit va axit mandelic, copolyme cta D,L-lactit va
caprolacton, va copolyme ctia D,L-lactit va 1,4-dioxan-2-on; R 1a nguyén tr hydro,
hoic axetyl, benzoyl, decanoyl, palmitoyl, metyl hodc etyl; va M doc 1ap 1a Na, K hodc
Li;
Cong thuc 4
S-0-PAD-CO0-Q

-14-



31988

0
H—[-lr‘(le-—g-]-g

trong do, S 1a (CHp):—COM - T, 13 -NR;- hodc -0-, trong d6, R; 1a nguyén tir hydro
hoic C,_y9 alkyl; Q 1a CH3, CH,CH3, CH,CH,CH3;, CH,CH,CH,CH3;, hodc CH,CeHs ;
a 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 0 &én 4; b 1a s6 nguyén nam trong khoang tir 1
dén 10; M 12 Na, K hoic Li; va PAD 13 it nhit mot nhom dugce chon tir nhém bao gém
'D,L-polylactit, D-polylactit, axit polymandelic, copolyme cta D,L-lactit va axit
glycolic, copolyme cua D,L-lactit va axit mandelic, copolyme cta D,L-lactit va
caprolacton, va copolyme cta D,L-lactit va 1,4-dioxan-2-on;

Cong thirc 5

CH-O-R’
/‘l\ CHz"O"R‘
CH-O-R’ 1
\1_/3 R-—o-c:H;—T —CH-O-R'
CH-0-R’ ho Zac CHz=0-R'

trong do, R' 1a -PAD-O-C(0)-CH,CH,-C(0)-OM, trong d6, PAD dugc chon tir nhém
bao gébm D,L-polylactit, D-polylactit, axit polymandelic, copolyme cta D,L-lactit va
axit glycolic, copolyme cua D,L-lactit va axit mandelic, copolyme cta D,L-lactit va
caprblacton, va copolyme cta D,L-lactit va 1,4-dioxan-2-on, M 1a Na, K hodc Li; va a
12 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 4; va
Cong thic 6
YO-[~C(0)~(CHX),~0—1,~C(0)~R-C(O)~[-0—(CHX" ),—C(0)~1,~0Z

trong d6, X va X' doc 14p 1a hydro, C,_o alkyl hodc Ce4 aryl; Y va Z doc 14p 1a Na, K
hodc Li; m va n doc lap 1a éé nguyén nam trong khoang tir 0 dén 95, voi diéu kién 13 5
<m +n<100; avab doc lap 12 sé nguyén nim trong khoang tir 1 dén 6; vaR 13
-(CHy)x~, Cy10 alkenyl' héa tri hai, Cs.59 aryll hoa tri hai hodc hdn hop ciia chung, trong
do, k 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 10.

Mubi cua axit polylactic tot hon 12 hop chit c6 Cong thirc 1 hodc Cong thirc 2.

Theo mot phuong 4n cta sang ché, ché phdm con c6 thé chira lipit kich thich
dung hop véi lugng tir 0,01 dén 5,0% trong lwong, va dic biét 1 tir 0,1 dén 10% trong
lwong dua trén téng trong lugng cia ché phim, dé 1am ting hiéu qua giai phéng duoc
chét anion vao té bao.

Lipit kich thich dung hop sé& tao ra phirc ctia dugc chét anion, lipit cation va

lipit kich thich dung hop bing twong tac tinh dién khi n6 dugc tron véi phirc chira
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duoc chét anion va lipit cation. Phttc ndy chira lipit kich thich dung hop dugc thu vao
ciu trﬁc mi-xen ctia copolyme khdi ludng tinh. Theo mdt phuong én, lipit kich thich
dung hop c6 thé 13 dugc chon tir nhém bao gdm phospholipit, cholesteol, tocopherol
va hon hop ctia né.

Dic biét 1a, phospholipit cd thé 13 it nhat mot chat duoc chon tir nhém bao
gdm phosphatidyletanolamin (PE), phosphatidylcholin (PC) va axit phosphatidic.
Phosphatidyletanolamin (PE), phosphatidylcholin (PC) va axit phosphatidic ¢ thé 13 &
dang dugc két hop v6i mét hodc hai axit béo Cig4. Cholesteol va tocopherol ¢6 thé
bao gdm chit twong tw, dan xuit va chit chuyén héa ctia mdi loai cholesteol va
tocopherol nay.

Dic biét 13, lipit kich thich dung hop c6 thé 1a dugc chon tir nhém bao gdm
dilauroyl phosphatidyletanolamin, dimyristoyl phosphatidyletanolamin, dipalmitoyl
phosphatidyletanolamin, distearoyl phosphatidyletanolamin, dioleoyl _
phosphatidyletanolamin, dilinoleoyl phosphatidyletanolamin, 1-palmitoyl-2-oleoyl
phosphatidyletanolamin, 1,2-diphytanoyl-3-sn-phosphatidyletanolamin, dilauroyl
phosphatidylcholin, dimyristoyl phosphatidylcholin, dipalmitoyl phosphatidylcholin,
distearoyl phosphatidylcholin, dioieoyl phosphatidylcholin, dilinoleoyl
phosphatidylcholin, 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholin, 1,2-diphytanoyl-3-sn-
phosphatidylcholin, axit dilauroyl phosphatidic, axit dimyristoyl phosphatidic, axit
dipalmitoyl phosphatidic, axit distearoyl phosphatidic, axit dioleoyl phosphatidic, axit
dilinoleoyl phosphatidic, axit 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidic, axit 1,2-diphytanoyl-
3-sn-phosphatidic, cholesteol, tocopherol va hdn hgp cia né.

Theo mot phuwong an wu tién, lipit kich thich dung hop c6 thé 1a it nhit mot
chét dugc chon tir nhém bao gém dioleoyl phosphatidyletanolamin (DOPE), 1,2-
dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DOPC) va 1,2-dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-phosphoetanolamin
(DPPE), v.v.

Theo mét phuong 4n ciia sang ché, ché phim, ma chira phirc dugc chét anion-
cationic hop chét dugc thu vao thanh cdu triic mi-xen clia copolyme khéi ludng tinh va
mubi cia axit polylactic, c6 thé dugc ding theo dudng qua mach méu, qua co, dudi da,
qua dudng miéng, qua xuong, qua biéu bi hodc mé khu trd, va cac duong ding twong

tu khéc, va c6 c6 thé duge bao ché thanh dang ché pham & dung qua duong miéng
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hodc ngoai dudng tiéu héa khac nhau. Vi du vé ché phdm dé ding qua dudng miéng
c6 thé bao gbm vién nén, vién nang, bot va dang 1ong, va vi du vé ché phdm dé ding
ngoai dudng tiéu héa c6 thé 1a dang giot ding qua mit va thudc tiém. Theo mot
phuong 4n vu tién, ché phim cé thé 13 ché pham dé tiém. Vi du, néu hop chit duoc
lam déng khé, n6 ¢ thé duoc hoan nguyén voi nude cit dé tiém, nudc mubi sinh 1y
0,9%, dung dich nudc dextroza 5% , va cac dung dich tuong tu khac, dé bao ché thanh
ché pham dé tién.

Theo phwong 4n khéc, sang ché dé xuét phuong phép diéu ché ducfc pham ché
phim nay chira mi-xen copolyme khdi ludng tinh chira dugc chat anion.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé xuat phuong phap diéu ché ché phdm dé
giai phong dugc chit anion chira dugc chét anion, lipit cation, copolyme khéi ludng
tinh va mudi cta axit polylactic, phuong phap nay c6 thé gdm cac bude:

(a) hoa tan dugc chét anion, hop chit cation, copolyme khéi ludng tinh va
mubi cta axit polylactic trong dung méi hiru co c6 thé hoa 14n nuéc hoic dung moi
hdn hop ctia dung dich nuéc va dung méi hitu co;

(b) loai bé 16p dung méi hitu co tir hdn hop of budc (a); va

(c) thém dung dich nuéc vao hdn hop tir budc (b) trong d6 dung méi hitu co
duoc loai bd, dé tao thanh mi-xen.

Cu thé 13, trong budc (a), duoc chét anion, hop chit cation, copolyme khdi
ludng tinh va mubdi cia axit polylabtic duogc tron v6i nhau trong dung méi hitu co tron
14n dugc trong nude hodc dung mdi hdn hgp ctia dung dich nudc va dung méi hitu co
sao cho dé tao thanh phuc. Dic biét 1a, dung moi hitu co tron 14n dugc trong nudc cd
thé 12 it nhat mot chit duoc chon tir nhém bao gdbm axeton, etanol, metanol va axit
axetic, va dung méi hiru co trong dung mdi hdn hop ¢6 thé 13 it nhat mot chat duoc
chon tir nthém bao gdm etyl axetat, axetonitril, metylen clorua, cloroform va dioxan.
Dung dich nuéc cé thé 1a nudc cit, nuée dé tiém hodc dung dich dém. Ty I¢ hén hop
ctia dung méi hitu co va dung dich nudc trong dung méi hdn hop c6 thé khong bi gisi
han cu thé. Vi du, trén co sé thé tich, ty 16 cia dung méi hitu co va dung dich nuéc
trong dung méi hdn hop c6 thé 1a 1:0,1 dén 50, va dic biét hon 13 tir 1:0,5 dén 10 (thé
tich ciia dung méi hitu co : thé tich cia dung dich nudc), nhung c6 thé khong bi gisi

han & ty 1€ nay.
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Trong buéc (b), dung méi hitu co c6 thé dugc loai bd ra khéi hon hop thu
dugc tir budc (a) bang cach lam bay hoi.

Hon hop con lai dugc hoa tan trong dung dich nude trong budce (c) sau khi
dung mo6i hiru co dugce 1am bay hoi, nhd d6 phire chira dugce chét anion va hop chét
cation dugc thu vao cdu tric mi-xen cia copolyme khéi ludng tinh va mudi cia axit
polylactic. Loai va lugng dung dich nuéc 1a nhu dugc md ta & trén.

Theo phuong an khac, phuong phép nay con c6 thé chtra budc (d) dé lam dong
kho bang cach thém chat hd trg dong khd, sau budc (c).

Theo phuong an khac, phuong phap didu ché con c6 thé chira quy trinh v
trung dung dich mi-xen polyme tir buéc (c) bang cach sir dung bd loc vo trimg, trudc
khi lam déng kho trong budc (d).

Chét hd trg déng kho dugc sir dung trong phuong 4n clia sang ché dugc thém
vao dé gitp cho ché phdm dong kho gitt duge hinh dang banh, hodc dé gitp ché phim
ndéng chay nhanh va thadm chi ngay trong qua trinh hoan nguyén sau khi dong kho ché
phdm copolyme khéi ludng tinh. Cu thé 13, chit hé trg déng kho c6 thé 13 it nhit mot
chét dugc chon tir nhém bao gdm lactoza, mannitol, sorbitol va sucroza. Lugng chét
hd trg dong kho c6 thé 1 tir 1 dén 90% trong lugng, va dic biét hon 1a 10 dén 60%
trong lugng, dua trén tong trong lwong kho ciia ché phdm dong kho.

Theo phuong phap theo phuong &n cua sang ché, ché phim trong d6 phirc ciia
dugc chét anion va hop chét cation dugc thu vao cu triic mi-xen clia copolyme khéi
ludng tinh va mudi cua axit polylactic s€ duogc diéu ché. Cu thé, hat mi-xen trong ché
phim dugc diéu ché s& 6n dinh trong méu, va c6 ¢ hat nim trong khoang tir 10 dén

200nm, va dic biét 1a 10 &n 150nm.
Vi du thwe hién sang ché

Sau ddy, sang ché s& duoc giai thich chi tiét hon bang phan Vi du thuc hién
sang ché sau dy. Tuy nhién, cic Vi du ndy chi nhim minh hoa cho sang ché va pham
vi clia sang ché khéng bi gii han theo bét ctr cach nao.

Vi du diéu ché 1: Téng hop 1,6-dioleoyl trietylentetramit

Hop chét néu & dé muc nay duge téng hop va xac dinh theo quy trinh dugc md

ta trong Vi du 1 ciia Cong bd don qudc té s6 WO 2012-091523.
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Vi du diéu ché 2 va 3: Polyme h6a mPEG-PLA (monometoxy etylen glycol-
polylactit) copolyme khéi (A-B)

mPEG-PLA ¢6 trong luong phan tir trung binh 13 ndm trong khoang tir 5.000-
4.000 Dalton dugc téng hop theo quy trinh duge mb ta trong Vi du diéu ché 1 cta
Cong bd don qudc té s§ WO 2012-091523 [Vi du diéu ché 2].

mPEG-PLA copolyme khéi c6 trong lugng phén i trung binh 12 nim trong
khoang tir 2.000-1.750 Dalton dugc téng hop theo phuong phap tuwong tu bang cach st
dung monometoxy polyetylen glycol (trong luong phén tir 1a 2.000 Dalton hodc nho
hon, cong ty NOF) [Vi du diéu ché 3].

Vi du diéu ché 4 va 5: Polyme h6a mPEG-PLA-tocopherol

mPEG-PLA-tocopherol (trong lugng phan tir trung binh 1a nam trong khoang
tir 5.000-4.000-530 Dalton) thu duoc theo quy trinh dugc md ta trong Vi du diéu ché 2
ctia Cong b don québc té s6 WO 2012-091523 [Vi du didu ché 4].

mPEG-PLA-tocopherol c6 trong lugng phan tir trung binh 1a nam trong
khoang tir 2.000-1.750-530 Dalton thu dugc theo phuong phép tuong tu [Vi du didu
ché 5].

Vi du diéu ché 6 va 7: Téng hop axit polylactic (PLA)

PLA (trong luong phan tir trung binh 13 1.700 Dalton) thu dugc theo quy trinh -
duoc mo ta trong Vi du didu ché 8 cua patent Han Quéc sd 1296326, va hiéu suit 1a
87% [Vi du diéu ché 6].

PLA c6 trong lugng phan tir trung binh 13 4.000 Dalton thu duoc bang cach
cho phan tng trong 24 gid theo phuong phép tuong tu. PLA da dugc tinh ché duoc
khing dinh bang 'H-NMR, v hiéu suét 13 85% [Vi du diéu ché 7]. |
Vi du diéu ché 8 va 9: Téng hop mudi natri ciia axit D,L-polylactic (PLANa)

150ml axetonitril dugc thém vao 100g axit polylactic (trong lugng phén tir
trung binh 13 1.700) thu duoc tir Vi du didu ché 6 dé hoa tan axit polylactic. 15,0ml
dung dich natri bicacbonat trong nuéc (0,1g/ml) dugc thém vao d6 tir tir, va hdn hop
phan g dugc khudy & 60°C trong 2 gi& & 100rpm (vong/phut). 15g natri clorua dugc
thém vao d6 & nhiét do trong phong va dugc khqu dé cho chay ra, va 16p dung dich

nuée duoc loai bé bang cach sir dung phéu tach.
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100ml nuéc cit va 10g natri clorua duge thém vao 16p con lai ctia dung moi

hitu co va dugc khudy dé cho chay ra. Lép dung méi hitu co dugc thu gom bang cach

sir dung phéu tach. Dung méi hitu co va nudc cat dugce loai bd hoan toan bang cach cat

phan doan 16p dung méi hitu co thu dugce & 8§0°C trong 2 gid trong diéu kién chan

khong.

Sau d6, 150ml anhydrous axeton dugc thém vao do6 dé hoa tan polyme, va chit

két tha chua hoa tan duoc loai bo béng cach tach loc. Axeton dugc loai bo béng cach

cAt phan doan & 80°C trong 2 gi¢ trong didu kién chan khong. Két qua 13, thu duge 69¢g

mudi natri cua axit polylactic di dugc tinh ché. Mudi natri cta axit polylactic d& duoc

tinh ché nay duoc khing dinh theo NMR [Vi du diéu ché 8].

Mudbi natri cia axit polylactic dugc diéu ché tir axit polylactic (trong lugng
phén tr trung binh 1 4.000) thu dugc tir Vi du didu ché 7 [Vi du diéu ché 9].

Vi du so sanh 1: Piéu ché mi-xen polyme chira siARN/1,6-dioleoyl

trietylentetramit (dioTETA)/mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7Kk)
1,89mg 1,6-dioTETA (Ty 1€ N/P: 18) dugc hoa tan trong 94,63l cloroform,
va 100ug siARN dugc hoa tan trong 80ul nuge cit. 60mg mPEG-PLA-tocopherol (2k-

1,7k) dugc hoa tan trong 200pl cloroform. 505.37pl cloroform dugc thém vao cho dén

khi ty 18 thé tich cia 16p hitu co véi 16p nudce dat t6i 10. siARN duge thém ting giot
vao hdn hop chira dung dich trong d6 1,6-diocTETA va mPEG-PLA-tocopherol duoc

hoa tan trong cloroform, va hdn hop dugc lam nhil hoa bang cach sir dung may siéu

am. Nhii trongduoc thém tung giot vao 2320ul nudce cit, va duoc tao thanh phirc nhii

trong bang cach sir dung mdy siéu Am. Phirc nhil tuong vira dugce diéu ché dugc dua

vao binh day tron 1 ¢b va duoc cét trong diéu kién ap suit giam trong may lam bay hoi

ki€u quay dé loai b6 mot cach chon loc cloroform sao cho di€u ché€ ra mi-xen polyme

chtra siARN/1,6-dioleoyl trietylentetramit (dioTETA)/mPEG-PLA-tocopherol (2k-

1,7k) (xem Bang 1).
Béang 1

Ché pham

Ty 16

siARN

Lipit

Polyme

Vidusosanh 1 | siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-1,7k)

5-18-3

100pg

1,89mg

60mg

(T¥ 1é dugc biéu thi theo lwong siARN & don vi u g, ty 1& N/P va lugng

polyme & don vi mg. Quy dinh twong tu s&€ dugc ap dung cho cac bang duéi day.)
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trietylentetramit (dioTETA)/mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k)/PLA (1,7k)
2,52mg 1,6-dioTETA (Ty 1€ N/P: 16) dugc hoa tan trong 126,18l cloroform,

va 150pg siARN duogc hoa tan trong 120p] nuée cit. 9mg PLA-COOH (1,7k) duge |

hoa tan trong 180ul cloroform, va 30mg mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k) dugc hoa

tan trong 100ul cloroform. 813,82ul cloroform dugc thém vao cho dén khi ty 16 thé

tich cta 16p hitu co véi 16p nude dat t6i 10, 1,564pl cloroform dugc thém vao 20pl

dung dich cloroform trong d6 30mg mPEG-PLA-tocopherol dugc hoa tan, tuong ung

v6i 6mg mPEG-PLA-tocopherol (20% trong luwong), va hdn hgp dugce dua vao binh

day tron 1 c¢b. Sau d6, dung mdi duoc loai bé bing cach ct trong diéu kién ap suét

giam trong may 1am bay hoi kiéu quay.
Dung dich chita dioTETA, dung dich chita PLA va dung dich chtra 24mg
mPEG-PLA-tocopherol dugc tron vdi nhau, va dung dich nudc ciia siARN dugc thém

tirg giot vao do sao cho di€u ché ra nhii tuong bang cach st dung may siéu dm. Nhil

turong duge dua vao binh d4y tron 1 c¢b dugc bao bang 6mg mPEG-PLA-tocopherol,

va dung mdi dugc loai bd bang cach cét trong diéu kién ap sudt giam trong may lam
bay hoi kiéu quay. Mi-xen polyme chita siARN/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol (2k-
1,7K)/PLA dugc didu ché bang cach thém 3ml nude cit vio binh va hoa tan bang cach
lic binh nhe nhang (xem Bang 2).

Bang 2
Ché pham Ty 1€ [siARN| Lipit |Polyme 1 | Polyme 2
Viduso| siARN/dioTETA/ mPEG-PLA- |5,-16-|15,0pg|2,5,2mg| 30mg 9mg
sanh 2 | tocopherol (2k-1,7k)/PLA (1,7k) | 1-0,3

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLA)

Vi du 1 va 2: Piéu ché ché phim chira siARN/1,6-dioleoyl trietylentetramit

(dioTETA)/mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k) /PLANa (1,7k)

2,52mg 1,6-dioTETA dugc hoa tan trong 126,18l cloroform, va 150pg

siARN dugc hoa tan trong 120pul nudce cat. 9mg PLANa (1,7k) duge hoa tan trong
180ul cloroform, va 30mg mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k) dugc hoa tan trong 100pul

cloroform. 813,82yl cloroform dugc thém vao cho dén khi ty 1& thé tich cuia 16p hitu co

v6Gi 16p nude dat toi 10. 1,564l cloroform dugc thém vao 20ul dung dich cloroform

chira 30mg mPEG-PLA-tocopherol, trong (rng vi 6mg mPEG-PLA-tocopherol (20%
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trong luong), va hdn hop duoc dua vao binh déy tron 1 cd. Sau d6, dung méi dugce loai
b6 bing cach cét trong diéu kién 4p sudt giam trong may 1am bay hoi kiéu quay.

Dung dich chira dioTETA, dung dich chita PLANa va dung dich chtra 24mg
mPEG-PLA-tocopherol dugc trdn véi nhau, va dung dich nude cia siARN duoc thém
tirng giot vao do sao cho diéu ché ra nhii trong bang cach st dung méy siéu 4m. Nhil
tuong dugc dua vao binh day tron 1 ¢ dugc bao bang 6mg mPEG-PLA-tocopherol,
va dung méi duoc loai bd bang cach cit trong didu kién ap suét giam trong may 1am
bay hoi kiéu quay.

Ché pham chira siARN/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k)/PLANa
dugc didu ché by thém 3ml nude cit vao binh va hoa tan bing cach Jic binh nhe
nhang. Mi-xen polyme 2 dugc diéu ché theo cach twong tu nhu trén day bang cach st
dung lugng khéac nhau ctia dioTETA va PLANa.

Béang 3
Ché pham Ty1é |siARN | Lipit |Polyme 1 |Polyme 2
Vidul |[siARN/dioTETA/mPEG-| 5-16-1- | 150pg |2,5,2mg| 30mg 9mg
PLA-tocopherol (2k- 0,3

1,7k)/PLANa (1,7k)

‘Vidu2 |[siARN/dioTETA/mPEG-| 5-24-1- | 150pg (3,78mg| 30mg 15,mg
PLA-tocopherol (2k- 0,5
1,7k)/PLANa (1,7k)

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)

Vi du 3 dén 6: Didu ché ché pham chira siARN/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol
(2k-1,7k) /PLANa (1,7k)

Ché phim 3 dén 6 chira siARN/diocTETA/mPEG-PLA-tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k) dugc diéu ché theo cach tuong ty nhu Vi du 1 bang cach st dung
luvong khéc nhau cua dioTETA hodc mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7Kk).

Ché phim duogc didu ché tir Vi du 3 dén 6 dugc néu trong Bang 4 duéi day:
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Béng 4
Ché pham Ty1é |siARN| Lipit |Polyme 1 |Polyme 2
Vidu3 | siARN/dioTETA/mPEG- |5-8-1-0,3|150ug|1,26mg| 30mg 9mg
PLA-tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k)
Vi du4 | siARN/dioTETA/mPEG- | 5-24-1- | 150pg|3,79mg| 30mg 9mg
PLA-tocopherol (2k- 0,3
1,7k)/PLANa (1,7k)
Vidu3, | siARN/dioTETA/mPEG- |5-16-0,5-|150ug |2,52mg | 15,mg 9mg
PLA-tocopherol (2k- 0,3
1,7k)/PLANa (1,7k)
Vidu6 | siARN/dioTETA/mPEG- | 5-16-3- | 150pg |2,52mg| 90mg 9mg
PLA-tocopherol (2k- 0,3
1,7k)/PLANa (1,7k)

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)
Vi du 7 va 8: Piéu ché ché phidm chira siARN/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol
(2k-1,7k) /PLANa (1,7k)

Ché pham 7 va 8 chira siARN/diocTETA/mPEG-PLA-tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k) duoc diéu ché theo c4ch tuong tu nhu Vi dy 1 bang cach sir dung
lwong khac nhau cia PLANa (1,7k) (xem Bang 5).

Bang 5
Ché pham Tylé |siARN| Lipit |Polyme 1|Polyme 2

Vidu7 [siARN/dioTETA/mPEG-| 5,-16-1- | 150pg | 2,52mg | 30mg 3mg

PLA-tocopherol (2k- 0,1

1,7k)/PLANa (1,7k)
Vidu 8 [siARN/dioTETA/mPEG-| 5,-16-1- | 150pg | 2,52mg | 30mg 15,mg

PLA-tocopherol (2k- 0,5

1,7k)/PLANa (1,7k)

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)

Vi du thir nghiém 1: So sanh c& hat va dién tich bé mit ciia

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol(2k-1,7k)/PLANa(1,7k) mi-xen tity thudc

vao su thay ddi ciia t§ 16 thanh phin
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bé khéng dinh su hinh thanh cua cac hat nano tuy thudc vao ty 1€ cua
siARN/dioTETA (Ty 1€ N/P), lugng ctia copolyme khéi ludng tinh (2k-1,7k) va lugng
PLANa (1,7k), kich c& va dién tich bé mit ciia mi-xen duogc xac dinh. C& hat dugc do

bang phép DLS (Dynamic Light Scattering: tin xa anh sang dong). Dac biét 1a, laze
He-Ne duge st dung 13m ngudn sang, va Zetasizer Nano ZS90 (MALVERN) dugc

thuc hién theo huéng dan ctia nha sén Xuét.

Kich c& va dién tich b& mit clia mi-xen ctia Vi du tir 1 dén 4 c6 ty 1¢ N/P khac

nhau dugc thé hién trén Bang 6 duéi day:

Béang 6
Ché pham Ty 1é Co hat |Dién tich bé mit
Vidul | siARN/dioTETA/mPEG-PLA- | 5-16-1-0,3 | 32,67nm -5,74mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa
(1,7k)
Vidu?2 | siARN/dioTETA/mPEG-PLA- |5-24-1-0,5,| 35,59nm -4,31mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa
(1,7k)
Vidu3 | siARN/dioTETA/mPEG-PLA- | 5-8-1-0,3 | 22,59nm -7,31mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa
(1,7k)
Vidu4 | siARN/dioTETA/mPEG-PLA- | 5-24-1-0,3 | 23,79nm 3,09mV

tocopherol (2k-1,7k)/PLANa
(1,7k)

Kich c& va dién tich bé mat cia mi-xen theo Vidu 1, 5, va 6 c6 lugng

copolyme khdi ludng tinh khac nhau (2k-1,7k) dugc thé hién trén Bang 7 dudi déy:
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Bang 7

St thay ddi vé lugng mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k)

Ché pham

Ty 16

C0o hat

Dién tich bé mat

Vidul

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa(1,7k)

5-16-1-0,3

28,67nm

-5,.74mV

Vidu5

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa(1,7k)

5-16-0,5-0,3

28,03nm

-9, 16mV

Vidub6

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa(1,7k)

5-16-3-0,3

23,97nm

-4,02mV

Kich c& va dién tich bé mit ctia mi-xen theo Vidu 1, 7 va 8 c¢6 luong PLANa

khéc nhau (1,7k) duoc thé hién trén Bang 8 dudi day:

Bang 8
Su thay dbi vé lugng PLA-COONa (1,7k)
Ché pham Ty 1& Cohat | Dién tich
bé mat
Vidul siARN/dioTETA/mPEG-PLA- 5-16-1-0,3 | 28,67nm | -5,74mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa (1,7k)
Vidu7 siARN/dioTETA/mPEG-PLA- 5-16-1-0,1 | 26,5,2nm 42mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa (1,7k)
Vi du 8 siARN/dioTETA/mPEG-PLA- 5-16-1-0,5 | 24,86nm | -9,79mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa (1,7k)

Vi du 9 dén 11: Piéu ché ché phim chira siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol/PLANa

Mi-xen polyme 9, 10 va 11 dugc diéu ché theo cach tuong tu nhu Vi du 1, trir
diéu 13 mPEG-PLA-tocopherol (5k-4k) duoc str dung thay cho mPEG-PLA-tocopherol
(2k-1,7k), hodac PLANa (4k) dugc st dung thay cho PLANa (1,7k).

-25-




31988

Bang 9
Ché pham Ty1é [siARN| Lipit |Polyme 1 |Polyme 2
Vidu9 |siARN/dioTETA/mPE | 5-16-1- | 150pg|2,52mg| 30mg 9mg
G-PLA-tocopherol 0,3
(5k-4k)/PLANa (1,7k)
Vidu 10 |siARN/dioTETA/mPE| 5-16-1- | 150pg|2,52mg| 30mg 9mg
G-PLA-tocopherol 0,3
(2k-1,7k)/PLANa (4k)
Vidull |siARN/dioTETA/mPE| 5-16-1- | 150pg|2,52mg| 30mg 9mg
| G-PLA-tocopherol 0,3
(5k-4k)/PLANa (4k)

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)

Vi du thir nghiém 2: So sdnh c& hat va dién tich bé mit ciia

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol/PLANa mi-xen theo sw thay d6i vé ché

phim va ty 1é thanh phan

Kich c& va dién tich bé mit ciia mi-xen theo Vidu 1, 9, 10 va 11 dugc x4c

~ dinh theo c4ch tuong tu nhu Vi du thir nghiém tir 1 dén khing dinh sy hinh thanh cta

c4c hat nano tity thudc vao trong lwong phén tir ciia copolyme khéi ludng tinh va PLA-
COONa. Két qua dugc thé hién trén Bang 10 dudi day:
Béang 10

Ché pham

Ty 18

Co hat

Dién tich bé mit

Vidul

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa(1,7k)

5-16-1-0,3

28,67nm

-5,74mV

Vidu9

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (4k-
5k)/PLANa(1,7k)

5-16-1-0,3

36,47nm

-1,54mV

Vidu 10

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa(4k)

5-16-1-0,3

27,49nm

-0,82mV

Vidull

siARN/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (4k-5k)/PLANa(4k)

5-16-1-0,3

35.4nm

-0,99mV
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Vi du 12: Diéu ché ché phim chira siARN-cholesteol/dioTETA/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa (1,7k) _

Ché pham chtra siARN—cholesteol/dioTETA/mPEG¥PLA—tocophero1 (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k) dugc diéu ché theo cach tuong tu nhu Vi du 1 bang cach sir dung
siARN-cholesteol. Dung méi dugc loai bo ra khoi hon hop bang cach cét trong diéu
kién 4p suit giam trong may lam bay hoi kidu quay. Ché phdm duoc diéu ché bang

cach thém 3ml nudc cit vao binh va hoa tan bang cach lic binh nhe nhang.

Vi du 13: Diéu ché ché phim chira siARN-PEG/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol
(2k-1,7k)/PLANa (1,7k)

Ché phdm chira siARN-PEG/diocTETA/mPEG-PLA-tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k) dugc diéu ché theo cach tuong tu nhu Vi du 1 bang cach sir dung
siARN-PEG. Dung méi duoc loai bo ra khoi hén hop bang cach cét trong diéu kién ap
suit giam trong mdy lam bay hoi kidu quay. Ché phdm duoc didu ché bang cach thém
3ml nudce ct vao binh va hoa tan bang cach lic binh nhe nhang.

Ché phdm thu dugc tir Vi du 12 va 13 duge néu trong Béng 11 dudi day:

Bang 11
Ché pham Ty1é [siARN| Lipit |Polyme 1| Polyme 2
Vidu 12 siARN- 5-16-1- | 150pg | 2,52mg | 30mg 9mg

cholesteol/dioTETA/mPE| 0,3
G-PLA-tocopherol(2k-
1,7k)/PLANa (1,7k)
Vidu 13 siARN-
PEG/dioTETA/mPEG-
PLA-tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k)

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)

Vi du 14: Diéu ché ché phim chira siARN/bPEI/mPEG-PLA-tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k)
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0,3mg bPEI dugc hoa tan trong 15ul nudc cit, va 150pg siARN dugc hoa tan
trong 120pl nudc cit. Dung dich nuéc of bPEI va dung dich nudce ctia siARN dugc
tron v6i nhau trong 105ul HBS dung dich nude (10mM HEPES, 1mM NaCl). 9mg
PLANa (1,7k) duoc hoa tan trong 180pl cloroform, va 30mg mPEG-PLA-tocopherol
(2k-1,7k) dugc hoa tan trong 100ul cloroform. 2,140pl cloroform dugc thém vao cho
dén khi ty 16 thé tich ciia 16p hitu co v6i 16p nude dat t6i 10. 1,564pl cloroform dugc
thém vao 20pul dung dich cloroform chita 30mg mPEG-PLA-tocopherol, tuong (ng vdi
6mg mPEG-PLA-tocopherol (20% trong lugng), va chiing dugc dua vao binh déay tron
1 ¢b. Sau d6, dung méi dugce loai bo bing cach cAt trong diéu kién &p suit giam trong
may lam bay hoi kiéu quay.

Dung dich chita PLANa va dung dich chita 24mg mPEG-PLA-tocopherol
dugc tron v6i nhau, va the HBS dung dich nude chita bPEI va siARN dugc thém ting
giot vao d6 sao cho diéu ché ra nhii twong bang cach sir dung may siéu am. Nhii tuong
duoc dua vao binh day tron 1 ¢b dugc bao bang 6mg mPEG-PLA-tocopherol, va dung
" moi duge loai bd bang cach cét trong diéu kién ap suit giam trong may 1am bay hoi
kidu quay. Ché pham chtra siARN/bPEI/mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k)/PLANa
(1,7k) dugc diéu ché by thém 6ml nudc cAt vao binh va hoa tan bing cach lic binh nhe
nhang (xem Bang 12).

Bang 12
Ché pham Ty1é |SiARN | bPEI | Polyme I | Polyme 2
Vidu 14 siARN/bPEI/mPEG- 5-2-1- | 150pg | 0,3mg | 30mg 9mg
PLA-tocopherol (2k- 0,3
1,7k)/PLANa (1,7k)

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)
Vi du 15 va 16: Diéu ché ché pham chira siARN/lipit cationic/mPEG-PLA-
tocopherol (2k-1,7k) /PLANa (1,7k)

Ché phidm 9 chira siARN/1,10-dioleoyl pentaetylenhexamit
(dioPEHA)/mPEG-PLA-tocopherol (2k-1,7k)/PLANa (1,7k) va ché phdm 10 chira
siARN/1,8-dilinoleoyl tetraetylenpentamit (dilTEPA)/mPEG-PLA-tocopherol (2k-
1,7k)/PLANa (1,7k) dugc diéu ché theo cach twong tu nhu Vi du 1 bang cach st dung
lipit cation khéc (xem Bang 13).
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Bang 13

Ché pham

Ty 16

siARN

Lipit

Polyme 1

Polyme 2

Vidu 15

siARN/dioPEHA/mP
EG-PLA-tocopherol
(2k-1,7k)/PLANa

(1,7K)

5-16-1-0,3

150pg

1,42mg

30mg

9mg

Vidu 16

siARN/dilITEPA/mPE
G-PLA-tocopherol
(2k-1,7k)/PLANa

(1,7k)

5-16-1-0,3

150pg

1,78mg

30mg

15mg

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)

Vi du 17 va 18: Diéu ché ché pham chita siARN-PEG/dicTETA/mPEG-PLA-
tocopherol(2k-1,7k)/PLANa (1,7 k)/DOPE(dioleoylphosphatidyletanolamin)

Ché phdm chtra siARN-PEG/dioTETA/mPEG-PLA-tocopherol (2k-

1,7k)/PLANa (1,7k)/DOPE dugc diéu ché theo cach tuong tu nhu Vi du 1 bing cach

stt dung siARN-PEG. DOPE dugc st dung v6i luong gibng nhu thé, hoidc gép hon 4

lan, dioTETA. Dung méi dugc loai bo ra khéi hdn hgp bing cach cit trong diéu kién

4p suét giam trong may 1am bay hoi kidu quay. Ché pham dugc diu ché bang cach

thém 3ml nudc cht vao binh va hoa tan bang cach lic binh nhe nhang (Béng 14).

Bang 14
Ché pham Ty 1é |[siARN| Lipit |Polyme|Polyme| DOPE
1 2
Vidu 17 [siARN/dioPEHA/mPEG-| 5-18-1- | 150pg [1,42mg| 30mg | 9mg |1,42mg
PLA-tocopherol (2k- | 0,3-0,1
1,7k)/PLANa
(1,7k)/DOPE
Vidu 18 | siARN/dilITEPA/mPEG- | 5-16-1- | 150pg |1,78mg| 30mg | 15mg |5,68mg
PLA-tocopherol (2k- | 0,3-0,4 |
1,7k)/PLANa
(1,7k)/DOPE

(Polyme 1: mPEG-PLA-tocopherol, Polyme 2: PLANa)
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Vi du thir nghiém 3: So sanh kich ¢& va dién tich bé mit clia mi-xen ciia
siARN/ch4t cation/copolyme khdi lréng tinhr/PLANa(/DOPE)

Kich c& va dién tich bé mit ctia mi-xen duoc xac dinh theo cach tuong tu nhu

Vi du thit nghiém tir 1 dé khing dinh su hinh thanh ctia c4c hat nano tiry thudc vao loai

siARN va chét cation, va su c¢6 mit cia PLANa hoic DOPE. Két qua duoc thé hién

trén Bang 15 duéi day:

Bang 15
Ché pham Ty 1& Co hat |Dién tich bé mit
Viduso siARN/dioTETA/mPEG-PLA- 5-18-3 | 25,.32nm 12,37mV
sanh 1 tocopherol (2k-1,7k)
Viduso siARN/dioTETA/mPEG-PLA- 5-16-1- | 25,.71nm | 5,.48mV
sanh 2 tocopherol (2k-1,7k)/PLA (1,7k) 0,3 '

Vidul siARN/dioTETA/mPEG-PLA- 5-16-1- | 28,07nm -1,29mV

tocopherol (2k-1,7k)/PLANa (1,7k) 0,3
Vidu 12 | siARN-cholesteol/dioTETA/mPEG- | 5-16-1- | 27,73nm -4.38mV

PLA-tocopherol (2k-1,7k)/PLANa 0,3

(1,7k)

Vidu 13 | siARN-PEG/dioTETA/mPEG-PLA- | 5-16-1- | 28,23nm -3,09mV

tocopherol (2k-1,7k)/PLANa (1,7k) 0,3 »
Vidu 14 |siARN/bPEI/mPEG-PLA-tocopherol | 5-2-1-0,3 | 25,.49nm -6,46mV

(2k-1,7k)/PLANa (1,7k)
Vidul7 | siARN-PEG/dioTETA/mPEG-PLA- | 5-18-1- | 26,21nm 1,02mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa 0,3-0,1
(1,7k)/DOPE
Vidu 18 | siARN-PEG/dioTETA/mPEG-PLA- | 5-18-1- | 25,.47nm 4,42mV
tocopherol (2k-1,7k)/PLANa 0,3-0,4
(1,7k)/DOPE

Vi du thir nghiém 4: Phan tich nong d6 trong mau ciia mi-xen clia siARN/chit

cation/copolyme khdi lwéng tinhr/PLANa

Ché phém dugc didu ché trong Vi du thir nghiém 1 duge dung cho dong vit,

va mau mau duoc thu gom tai thoi di€m 0,5 va 6 gid sau khi dung. Nong d6 mi-xen
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trong méu dugc phan tich bang phép phan tich RT (Reverse Transcription: Phién ma
ngugc) va qRT-PCR (quantitative Reverse Transcription-Polymease Chain Reaction:
Phién ma ngugc dinh luong-phan ng chudi polymeraza) nhu duéi day.

Ché phidm dugc tiém trong tinh mach vao chudt Balb/c & mirc lidu 1mg/kg, va
mau duge thu thip 1an luot vao 0,5 va 6 gid sau d6. Mau duoc ly tim & toe do 13.000
vong/phit, 4°C trong 15 phit, va chit ndi 1én trén bé mit dugc thu gom trong mot éng
m&i. Téng cong 11 ndng d6 ndm trong khoang tir 4uM dén 0,00256uM duge didu ché
trong PBS dbi v6i ché phdm chudn. 1pl ché phdm chudn d3 dugc pha lodng dugc thém
vao dia 96 16 @ PCR, va 9l huyét thanh chudt Balb/c va 90ul 0,25% triton X-100
dugc thém vao. Sau d6, 90ul 0,25% Triton X-100 duge thém vao 10ul mau méau thi
nghiém, bugc diéu tri so b trude d6 duge thuc hién dé giai phong hé phan phéi. Sau
khi ché pham dugc giai phong ra, siARN da 10 ra dugc tdng hop duéi dang cADN
bang phép RT (reverse transcription: phién ma ngugc), va phép qRT-PCR (Bio-Rad
CFX96 Real-Time System) dwoc thuc hién bing cach sir dung cADN vira dugc tong
hop. Phép phén tich duoc thuc hién bing cach str dung chuwong trinh Bio-Rad CFX

Manager.
Béang 16
Nong do trong mau (ng/ml) |
0,5 gio 6 gio
Vi dy so sanh 1 1565,6 856,82
Vi du so sanh 2 808,43 158,75
Vidul 7483,83 3449,33
Vidu2 11650,82 5362,87

Nhu duoc thé hién trong Bang 16, tai thoi diém 0,5 gio, néng d6 méu cta ché
phim dugc diéu ché trong Vi du 1 va 2 cao hon 5 dén 8 14n so véi ndéng do nay Vi du
so sanh 1 va 2. Do d6, d6 én dinh ctia ché phdm theo phuong 4n ctia sang ché trong
mau duoc khing dinh 13 tuyét voi.

Vi du thir nghiém 5: Sy phan phéi in vivo ciia siARN/chit cation/copolyme Kkhéi
Iwdng tinh/PLANa mi-xen trong mé
Luong siARN/dioTET A/mPEG-PLA-tocopherol/PLANa mi-xen polyme trong

mo gan va mo bi ung thu & co the ngudi duge xéc dinh.
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Dong té bao ung thu budng trimg cia ngudi A2780cis duge tiém dudi da vao
chudt thiéu hut mién dich dé tao ra chudt bi ung thu. Ché phim nay dugc dung trong
tinh mach & muc lidu Img/kg mot 1an sau mdi hai ngdy, tong s6 4 14n. 24 gio sau lan
dung cudi cliing, md gan va mo bi ung thu dugce phiu tich va dugc cAn mdi loai 200mg,
sau d6 dua vao 1,8ml 0,25,% Triton X-100 va duogc nghién béng thiét bi nghién mod.
Déi v6i mAu mé tiéu chun, nuée mudi sinh ly dugc ti€ém vao va mo dugc nghién theo
cach tuong ty nhu trén. Tong cong 11 ndng dd nim trong khoang tir 4uM dén
0,00256puM dugc didu ché trong PBS dbi vi ché phim tiéu chudn. 99pl mé tiéu chuén
d3 duoc nghién va 1pl ché phim tiéu chuén d3 duoc pha lodng duoc thém vao dia 96
16 @& PCR. M4u md dugc phan tich duge thém vao véi lugng 100 pl, va budce xtt Iy so
bd duge thuc hién dé giai phéng ché pham. siARN da dugc phau tich duge tbng hop
thanh cADN nho phép RT (reverse transcription: phién ma ngugc), va qRT-PCR
(Bio-Rad CFX96 Real-Time System) dugc thuc hién bing cach sir dung cADN tong
hop. Phép phan tich nay duoc thuc hién bang cach sir dung chuong trinh Bio-Rad CFX
Manager.

Két qua phan tich dugc thé hién trén Bang 17 duéi day.

Béang 17
Nong do mé (ng/g) Ty 1€ mo6 bi ung
Ung thu Gan thu/gan
Vi du so sénh 1 5,47 401,48 0,014
Vidu2 51,04 208,45 ' 0,245

Nhu dugc thé hién trén Bang 17, trong Vi du 2 theo phuong 4n cta sdng ché,
viéc phan phdi mi-xen polyme bi giam di trong md gan, nhung lai tang 1én trong mo bi
ung thu nhu dugc so sanh v6i Vi du so sanh 1. Cac két qua ndy goi ¥ rang, mi-xen
polyme chira PLANa theo phuong 4n cia sang ché c6 kha ning hudng dich dic biét
dén mo bi ung thu.

Vi du thi nghiém 6: Hoat tinh in vivo cia siARN/chét cation/copolyme khdi
ludng tinh/PLANa mi-xen (kha ning trc ché gen)

Hoat tinh in vivo cia siARN/diocTETA/mPEG-PLA-tocopherol/PLANa mi-

xen polyme dugc xac dinh bang cach x4c dinh murc tc ché gen.
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Chudt thiéu hut mién dich Balb/c dugc chuyén cay ghép cac phan ung thu
phéi ctia nguoi A549 dé tao ra chudt bi ung thu. Céc ché phém duoc dung trong tinh
mach & muc lidu 0,5mg/kg cir hai ngay mot 1an, tong cong 3 1An. Nudc mudi sinh 1y
duoc ding dé 1am déi chimg. Mbi ché pham duoc ding cho 5 con chudt. 24 git sau
1an dung cudi cling, mo bi ung thu duge liy ra va bit dAu duoc nghién bang céch sir
dung cbi gid v6i sy ¢6 mat clia nito long. Sau do, mo duoc nghién lai béng cach su
dung may ddng hoa QIAGEN (TissueLyser). 10mg mo bi ung thu, ma duge nghién hai
lin, duoc xtt Iy bing 600ul dung dich dong hoa da duge chuan bi trude (600ul dung
dich ddng héa + Proteinaza K (23mg/ml) 6pl) d¢ 16 ra HPRT mARN tur té bao. Sau khi
chuén bi mau nhu & trén, ching dugc phan tich bang cach su dung bd kit thir nghiém
bADN theo huéng dan ctia nha san xuét (phuong phap phan tich db1 voi Panomics
bADN).

GAPDH mARN, mdt loai gen ma khong bi anh huéng bsi HPRT siARN,
cling dugc phan tich béng phuong phép twong tu. Gia tri trung binh ctia muc biéu hién
tuong d6i ctia HPRT siARN trong mé bi ung thu duoc tinh bang cach hiéu chinh
luong do duge cia HPRT mARN. Két qua phan tich duoc thé hién trén Bang 18 dudi

day.
Béng 18
Biéu hién twong dbi ctia HPRT mARN (%)
Dbi chimg 100
Vi du so sanh 1 98
Vidu2 46

Nhu duoc thé hién trén Bang 18, hop chét theo Vi du 2 theo phuong an cua
sang ché e ché su biéu hién in vivo cia mARN cua gen dich HPRT & muc 5,4% &

bénh ung thu.
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Yéu cu bao ho
1. Ché phim dé giai phong duoc chét anion, ché pham nay chia:

duoc chit anion 1am hoat chét;

hop chét cation;

copolyme khdi ludng tinh; va

it nhit mot mudi cua axit polylactic dugc chon tir nhém bao gdm hop chét cé
Cong thuc tir 1 dén 6 nhu dudi day,

trong d6, dugc chit anion tao thanh phtic véi hop chét cation bang phuong
phép tinh dién, |

phire nay duogc thu vio cu tric mi-xen ctia copolyme khéi Iudng tinh va mudi
cua axit polylactic, va

dién tich bé mit ciia mi-xen 13 nim trong khoang tir -20 dén 20mV.

Cong thuc 1
RO-CHZ-[A],-[B1,~COOM
trong d6, A 1a-COO-CHZ-; B 1a -COO-CHY-, -COO-CH,CH,CH,CH,CH,- hoidc
-COO-CH,CH,0CH,; R 1a nguyén t hydro, hodc axetyl, benzoyl, decanoyl,
palmitoyl, metyl hoidc etyl; Z va Y déu 1a nguyén tir hydro, hodc metyl hodc phenyl; M
12 Na, K hodc Li; n 13 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 30; vim la s6 nguyén
nim trong khoang tir 0 dén 20;
Cong thtrc 2
RO~-CHZ-[CO0-CHX],,-[COO-CHY"  ],~COO-CHZ-COOM

trong d6, X 1a metyl; Y' 1a nguyén tir hydro hodc phenyl; p 1a s6 nguyén nam trong
khoang tir 0 dn 25, q 13 s6 nguyén ndm trong khoang tir 0 dén 25, véi diéu kién 1a p +
q 14 s6 nguyén nam trong khoang tir 5 dén 25; R 13 nguyén tir hydro, hodc axetyl,
benzoyl, decanoyl, palmitoyl, metyl hodc etyl; M 1a Na, K hodc Li; va Z 1a nguyén tu

hydro, metyl hodc phenyl;
Cong thuc 3
RO-PAD-COD-W-V'
COOM
——(——CH,CO0M COOM

1
trong d6, W-M'1a  CH2COON hogc — W—CH0008 . pAD duge chon tir nhém bao

gdm D,L-polylactit, D-polylactit, axit polymandelic, copolyme ctia D,L-lactit va axit
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glycolic, copolyme ctia D,L-lactit va axit mandelic, copolyme cua D,L-lactit va
caprolacton, va copolyme ctia D,L-lactit va 1,4-dioxan-2-on; R 1a nguyén tir hydro,
hodc axetyl, benzoyl, decanoyl, palmitoyl, metyl hodc etyl; va M doc 14p 1a Na, K hodc
Li; ’

Cong thuc 4
S-0-PAD-CO0-Q
0
H—[-L—tl:ﬁ——-c -
trong do, S 1a (CHz):—C0M - T, 13 -NR;- hodc -O-, trong do, R 1a nguyén tir hydro

hodc Cy_1 alkyl;

Q la CH3, CH,CH;, CH,CH,CH;, CH,CH,CH,CHj3, hodc CH,CsHs; a la sb nguyén
nim trong khoang tir 0 dén 4; b 13 s6 nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 10; M 14 Na,
K hodc Li; va PAD la it nhit mot nhém duge chon tir nhém bao gém D,L-polylactit,
D-polylactit, axit polymandelic, copolyme ctia D,L-lactit va axit glycolic, copolyme
ctua D,L-lactit va axit mandelic, copolyme cua D,L-lactit va caprolacton, va copolyme

cua D,L-lactit va 1,4-dioxan-2-on;

Cong thirc 5
CHz"p"R’
CH;’O“H'
CH-O-R’
\l./a R’-O’—CHQ—'T —CH-0-R’
CHz-O-R’ hoiic CHz~0-R'

trong do, R' 1a -PAD-O-C(0)-CH,CH,-C(0)-OM, trong d6, PAD dugc chon tir nhém
bao gdbm D,L-polylactit, D-polylactit, axit polymandelic, copolyme ctia D,L-lactit va
axit glycolic, copolyme ctia D,L-lactit va axit mandelic, copolyme ctia D,L-lactit va
caprolacton, va copolyme cua D,L-lactit va 1,4-dioxan-2-on, M 1a Na, K hodc Li; va a
13 6 nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 4; va

Cong thuc 6

YO-[-C(O)—(CHX),~0—1,—C(O)-R-C(O)—[-0-(CHX" 1,—C(O)-],-0Z

trong d6, X va X' doc 14p 1a hydro, Cy_jo alkyl hodc Ce o aryl; Y va Z doc lap 1a Na, K
hodc Li; m va n doc 14p 13 sb nguyén nim trong khoang tir 0 dén 95, vé6i didu kién 13 5
<m+n<100; avab doc 1ap 14 sb nguyén nam trong khoang tir 1 dén 6;vaR 1a
-(CHy)y-, Cy.10 alkenyl hoa tri hai, Cg_, aryll hoa tri hai hodc hdn hop ctia ching, trong
d6, k 1a s6 nguyén ndm trong khoang tir 0 dén 10,
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2. Ché phém theo diém 1, trong d6 dugc chét anion 13 axit nucleic, t&t hon 1 it
nh4t mdt nhém duge chon tir nhém bao gém ARN, ADN, siARN (ARN xen cai
ngin), aptame, ODN ddi nghia (oligodeoxynucleotit d6i nghia), ARN déi nghia,
ribozyme va ADNzyme. |

3. Ché phém theo diém 1, trong do, hop chét cation 1 it nhit mot nhém duoc chon
tir nhém bao gdm lipit cation va polyme cation.

4. Ché phim theo diém 3, trong do, lipit cation 13 it nhat mét nhém dugc chon tir
nhém bao gdm N,N-dioleyl-N,N-dimetylamoniclorua (DODAC), N,N-
distearyl-N,N-dimetylamonibromua (DDAB), N-(1-(2,3-dioleoyloxy)propyl-
N,N,N-trimetylamoniclorua (DOTAP), N,N-dimetyl-(2,3-
dioleoyloxy)propylamin (DODMA), 1,2-diaxyl-3-trimetylamoni-propan (TAP),
1,2-diaxyl-3-dimetylamoni-propan (DAP), 38-[N-(N’,N’,N’-
trimetylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (TC-cholesteol), 3 B[N-(N’,N’-
dimetylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (DC-cholesteol), 33-[N-(N’-
monometylaminoetan)carbamoyl]cholesteol (MC-cholesteol), 33-[N-
(aminoetan)carbamoyl]cholesteol (AC-cholesteol), cholesteyloxypropan-1-amin
(COPA), N-(N’-aminoetan)carbamoylpropanoic tocopherol (AC-tocopherol) va
N-(N’-metylaminoetan)carbamoylpropanoic tocopherol (MC-tocopherol).

5. Ché pham theo diém 3, trong do, lipit cation dwoc thé hién bang cong thic 7

sau day:

Cong thuac 7

X (

trong d6, n va m déulatr 0 dén 12 voi didu kién 132 <n+m <12, tét hon 1a tir 1 dén
9,v6ididukiénla2 <n+m<10,avabdéulatr 1 dén6,t5t honla tir2 &én4, R, va
R, déu doc lap dugce chon tir nhém bao g6m Ci1.25 hydrocacbon bao hoa va chua bao
hoa, tbt hon 1a doc 18p dugc chon tir nhém bao gém lauryl, myristyl, palmityl, stearyl,
arachidyl, behenyl, lignoxeryl, xerotyl, myristoleyl, palmitoleyl, sapienyl, oleyl,

linoleyl, arachidonyl, eicosapentaenyl, erucyl, docosahexaenyl va xerotyl.
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. Ché pham theo diém 3, trong d6, ty 1é lugng dién tich cua lipit cation (N) va
duoc chét anion (P) (N/P) la tir 0,1 dén 128.

. Ché phim theo diém 1, trong d6, copolyme khéi ludng tinh 12 copolyme hai
khéi kiéu A-B chira khdi A wa nude va khdi B ky nudc, trong do, khéi A ua
nuéce 12 it nhit mot nhém duge chon tir nhém bao gdm polyalkylenglycol, rugu
polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, polyacrylamit va dan xut ciia né, va khbi B
ky nuédc la it nhit modt nhém duge chon tir nhém bao gém polyeste,
polyanhydrua, axit polyamino, polyorthoeste va polyphosphazin.

. Ché phidm theo diém 7, trong d6, nhém hydroxyl tai tin cudi cia khbi B ky
nudc dugc cai bién b?mg it nhat mot nhém duoc chon tir nhém bao gém
cholesteol, tocopherol va axit béo Cyg_4.

. Ché phim dé giai phong dugc chét anion theo diém 8, trong @6, khdi A wa nudc
cé trong lugng phan ti trung binh Ia nim trong khoang tir 200 dén 50.000
Dalton, va khéi B ky nuéc c6 trong luong phan t trung binh 1a nim trong
khoéng tir 50 dén 50.000 Dalton.

10.Ché phim theo diém 3, trong d6, ty 1¢ trong lugng cta phirc chira dugc chit

anion va lipit cation (a) véi trong lugng cua copolyme khéi ludng tinh (b) [a/b x

100: 12 nam trong khoéng tir 0,001 dén 100% trong lurong.

11.Ché phim theo diém 1, trong do, mudi cia axit polylactic dugc thé hién bang

Cong thuc 1 hodc Cong thirc 2.

12.Ché phim theo diém 1, trong dé, mudi cta axit polylactic c6 trong lugng phan

tir trung binh 13 ndm trong khoang tir 500 dén 50.000 Dalton.
13.Ché phém theo diém 7, trong d6 ché phdm nay chira tir 10 dén 1.000 phan trong
lugng cia copolyme khdi ludng tinh va tir 5 dén 500 phan trong lugng cla

mudi ca axit polylactic trén mdi 1 phan trong lugng cia dugc chat anion.

14.Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay con chira lipit kich thich dung

hop, lipit kich thich dung hop nay tét hon 13 it nhdt mot nhém dugc chon tir
nhém bao gdm dilauroyl phosphatidyletanolamin, dimyristoyl
phosphatidyletanolamin, dipalmitoyl phosphatidyletanolamin, distearoyl
phosphatidyletanolamin, dioleoyl phosphatidyletanolamin, dilinoleoyl
phosphatidyletanolamin, 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidyletanolamin, 1,2-
diphytanoyl-3-sn-phosphatidyletanolamin, dilauroyl phosphatidylcholin,
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dimyristoyl phosphatidylcholin, dipalmitoyl phosphatidylcholin, distearoyl
phosphatidylcholin, dioleoyl phosphatidylcholin, dilinoleoyl
phosphatidylcholin, 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholin, 1,2-diphytanoyl-
3-sn-phosphatidylcholin, axit dilauroyl phosphatidic, axit dimyristoyl
phosphatidic, axit dipalmitoyl phosphatidic, axit distearoyl phosphatidic, axit
dioleoyl phosphatidic, axit dilinoleoyl phosphatidic, axit 1-palmitoyl-2-oleoyl
phosphatidic, axit 1,2-diphytanoyl-3-sn-phosphatidic, cholesteol va tocopherol.
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FIG. 1
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FIG. 2
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