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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ché phdm selen hoa tan va phwong phép san xuét, tdch va
tinh ché ché phim nay. Cu thé, sang ché d& cap dén phuong phép didu ché »
selenoglycoprotein tan dugc trong nude (vi dy, bing cach chiét selenoglycoprotein tir
ndm men duoc 1am gidu selen), phuwong phap bd tro ché pham thiéu hut selen bang cach
tron selenoglycoprotein tan dugc trong nudc véi ché phim thiéu hut selen ndy, ché phim
chuia selenoglycoprotein tan duge trong nude va cic phuong phép sir dung ché phdm
nay.

Tinh trang k¥ thuit clia sing ché

Selen 1a yéu t lwong vét quan trong dé thuc hién ding chirc ndng sinh ly ¢ nguoi.

Selen duoc tiéu thu thong qua khAu phan #n va c6 ham lugng selen khic nhau.

Selen dugc biét 15 ddng vai trd quan trong trong viéc duy tri sy trao dbi chét cua
co thé, su sinh truéng, sttc khoe sinh san, va tinh mién dich. Selen dugc két hop vao céac
phan tir hitu co khic nhau bao gém, vi du, cac axit amin nhu 1-selenomethionin,
selenoxystein, va selenoxystin. Nhu vay, selen ¢o thé 12 bd phan cAu thanh cla protein,
nhidu trong sb cic protein ndy c6 tAm quan trong v& mit chu truc d6i véi co thé. Ngoai
ra, selen 12 thanh phan quan trong frong nhiéu enzym ma anh hudng dén su trao d6i chit,
sinh san, phong nglra ung thu, va hang rao mién dich & ngudi (xem, Rayman, M, Lancet

356:233-241 (2000)).

Nhiéu nghién ctru da c¢b géng phat hién cac l¢i ich strc khée tiém ning tao ra t
su tiéu hoa muc thip cla selen. Vi dy, ndng d6 thip cua dang selen v co, di cho thy
mot sb loi ich strc khoe tidm ning (xem, Furnsinn et al., Int. J of Obesity and Related
Metab. Dis., 19, 458- 463 (1995)). Tuy nhién, ¢ muc lidu lugng cao, tac dung co loi bi

lam dao nguoc va biéu 1§ dic tinh doc nguy hiém.

Nghién ctru trong hai thép ky truée day da cho thdy ring selen c6 hiéu qua lam
giam ty 1€ méc ung thu khi dugc cung cip cho dong vat & céc lidu luong chi 16n hon 5

dén 10 14n so v6i yéu cau dinh dudng (xem El-Bayoumy, The role of selenium in cancer
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prevention, Philadelphia, Lippincott, 1415, 1991). Céc nghién ctru héa hoc ngdn ngura
véi selen trong céc hé théng md hinh thtt nghiém & dong vat da cho thiy rang nguyén
t6 nay 13 hidu qua d6i v6i hiu hét, néu khong noi 1a tit ca cac hé théng co quan va cé
tinh bao vé chdng lai c4c tc dong sinh ung thu (xem, El-Bayoumy, The role of selenium
in cancer prevention, Philadelphia, Lippincott, 1-15, 1991). Cé céc nghién ctru dich té
hoc va céc thir nghiém bd sung cling da ching t6 cong hiéu ctia né trong vigc 1am giam
ty 16 méc ung thu gan, ung thu rudt két, ung thu tuyén tién liét va ung thu phdi (xem,
Yu et al. Biol Trace Elem Res, 56: 117-124 (1997); Clark et al., ] Am Med Assoc, 276:
1957-1963 (1996); Yoshizawa et al., J Natl Cancer Inst, 90: 1219-1224, (1998); Brooks,
et al., J Urol, 166: 2034-2038, (2001)). Cac nghién ctru khic di chiing té khong c6 tac
dung c6 loi cua selen dbi voi viéc lam giam ung thu (xem, Garland et al., J. Am. Coll

Nutr., 12: 400-11 (1993); Ghadirian et al., Cancer Detect Prev, 24: 305-13 (2000)).

Nhiéu dang selen da dugc nghién ctru. Cac dang nay bao gém selen v6 co nhu
natri selenit, va cdc ngudn hitu co, bao gom selen nam men. Co6 sy khac biét dang ké
gifta tinh doc clia selen vO co va selen hitu co, hgp chat v6 co thuong duoc hap thy va

duoc st dung it hiéu qua hon va cling doc hon so v6i cac ngudn selen hitu co.
Ban chat ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén ché phim selen hoa tan va phwong phap san xudt, tach va
tinh ché ché phim nay. Cu th8, sang ché d& cap dén phuong phdp didu ché
selenoglycoprotein tan dugc trong nudc (vi dy, bing cach chiét selenoglycoprotein tir
nidm men duoc 1am giau selen), phuong phap bd tro ché phim thiéu hut selen bang cach
tron selenoglycoprotein tan dugc trong nude véi ché phim thiéu hut selen nay, ché phdm
chira selenoglycoprotein tan dugc trong nuéc va cac phuwong phap su dung ché phim
nay.

Do d6, theo mdt s6 phuong 4n, sang ché d& xuét phuong phap didu ché
selenoglycoprotein hoa tan bao gbm céc budc: cung cAp ndm men duoc 1am giau selen,
cho ndm men dugc 1am giau selen tiép xuc v6i diéu kién axit sau d6 1a ly tAm dé tao ra
i) vién tron chira nguyén liéu khong tan dugc trong axit; va ii) pha 16ng chura chét chiét
cia nim men dugc lam gidu selen hoa tan trong didu kién axit; két tua
selenoglycoprotein tir pha 16ng chira chét chiét cia ndm men dugc lam gidu selen hoa

tan trong diéu kién axit bang cach ting d0 pH cua pha léng, va (d) tach
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selenoglycoprotein da két taa khoi pha 16ng. Theo mot s6 phuong 4n, viéc cho nidm men
duogc lam gidu selen tiép xac voi didu kién axit xay ra & nhiét do 16n hon nhiét do trong
phong (vi dy, 16n hon khoang 20-25°C). Séng ché khong bi giéi han béi nhiét d 16n
hon nhiét d6 trong phong trong do6 nim men dugc lam giau selen duoc tiép xic voéi diéu
kién axit. Trén thuc té, nhidu nhiét do co6 thé dugc st dung bao gém, nhung khong gigi
han &, khoang 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 90, 95, 97, 99°C, hodc
nong hon). Tuong tu, sang ché khong bi gi¢i han boi didu kién axit trong d6 ndm men
duoc lam giau selen dugc tiép xtic. Theo mot sd phuong 4n, ndm men duoc lam giau
selen duoc tiép xic vé6i diéu kién trong d6 do pH la khoang 6,5, khoang 6, khoang 5,5,
khoang 5, khoang 4,5, khoang 4, khoang 3,5, khoéang 3, khoang 2,5, khoang 2, khoadng
1,5, khoang 1, hodc thép hon. Theo mot phwong 4n dugce wu tién, viéc cho ndm men
duge lam gidu selen tiép xtc véi diéu kién axit bao gdbm viéc cho ndm men dugc lam
giau selen tiép xtc v6i do pH bang 1,5. Theo mdt sd phuong 4n, viéc cho nim men dugc
lam giau selen tiép xtc véi diu kién axit xay ra trong mot khoang thoi gian nhét dinh.
Sang ché khong bi gi6i han bdi khoang thoi gian trong d6 ndm men dugc lam giau selen
duoc tiép xuc vai didu kién axit. Theo mot s6 phuong 4n, ndm men dugc 1am giau selen
duoc tiép xtic v6i diu kién axit trong khoang 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24 git hodc 16n hon 24 gio. Theo mot s6 phuong 4n, ndm men duoc 1am gidu
selen dugc tiép xtc véi didu kién axit trong khoang tir 1 dén 24 gio. Theo mot s6 phuong
4n, nAm men dugc lam giau selen dugc tiép xtc voi didu kién axit trong khoang tir 5 dén
10 gio. Theo mdt phuong an dugc uu tién, ndm men dugc lam giau selen duge tiép xuc
v6Gi diu kién axit trong khoang 8 gid. Theo mot s6 phuong an, didu kién axit duoc tao
ra va/hoac dugce duy tri bang céach sir dung dung dich dém axit va/hoic bd sung axit.
Séng ché khong bi gidi han bdi loai axit dugc st dung. Trén thuc té, axit bat ky co thé
duoc st dung. Theo mot sd phuong 4n, axit 12 axit clohydric, mic du axit bat ky c6 thé
duoc st dung. Theo mot s6 phuong 4n, selenoglycoprotein dugc két tia tir pha 16ng
chira chit chiét cia nAm men dwoc 1am giau selen hoa tan trong didu kién axit bang cach
ting d6 pH cua pha 16ng. Theo mot sb6 phuong 4n, selenoglycoprotein da két tha duoc
tach riéng khoi pha 16ng bang céch ly tAm dé tao ra vién tron cuia selenoglycoprotein d
két tia sau d6 loai bd pha long khoi selenoglycoprotein da két tha. Sang ché khong bi
gi6i han béi luong hogc mitc d6 ma do pH cta chat chiét duoc lam ting dé két tua

selenoglycoprotein tir pha 16ng. Theo mot s& phuong 4n, @6 pH cla pha l6ng dugc ting
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1én dén 1,85. Theo mot sb phuong 4n, dd pH cua pha 16ng dugc ting 1én dén 3,0. Theo
mot sd phuong 4n, d§ pH cia pha long dugc ting lén dén 4,0. Theo mdt s6 phuong 4n,
do pH cua pha léng dugc ting 1én dén 6,0. Theo mdt s6 phuong 4n, selenoglycoprotein
duoc két tia va duge tach riéng khoi pha 16ng & cac didu kién pH khac nhau dé tao thanh
nhiéu phan doan phu thudc pH cua selenoglycoprotein hoa tan. Vi du, theo mot s
phuong 4n, pha léng don bao gbm chét chiét ctia ndm men duoc 1am gidu selen hoa tan
trong diéu kién axit dugc sir dung 8 tao ra phan doan thir nhét cia selenoglycoprotein
hoa tan két tia & do pH tha nhat (vi du, d6 pH bang 1,85), phan doan thir hai cta
selenoglycoprotein hoa tan két tha & dd pH tht hai (vi dy, do pH bing 3,0), phan doan
thira ba cua selenoglycoprotein hoa tan két tha & dd pH thi ba (vi du, 46 pH bang 4,0),
va phan doan thir tu ctia selenoglycoprotein hoa tan két tia ¢ d6 pH tht tu (vi du, d0 pH
bang 6,0). Theo mdt s6 phuong 4n,viéc két tua selenoglycoprotein tir pha 16ng bang cach
tang d0 pH cua pha 16ng bao gbm nhiéu phan tng két tﬁa lién tiép phu thudc pH clia pha
long. Theo mot sb phuong 4n, ché phém chira selenoglycoprotein hoa tan chi chira mot
phan doan phy thudc pH ctia selenoglycoprotein (vi du, selenoglycoprotein hoa tan tir
pha 16ng chira chét chiét cia nAm men duoc lam giau selen hoa tan trong diéu kién axit
két tia & @6 pH 4,0). Theo mot s& phuong 4n, ché phdm chira selenoglycoprotein hoa
tan chtra hai hoic nhidu phan doan phu thudc pH cia selenoglycoprotein (vi du,
selenoglycoprotein hoa tan tir pha 16ng chira chét chiét ciia nim men duoc 1am gidu

selen hoa tan trong didu kién axit két tia & hai hodc nhiéu gia tri pH khac nhau).

Theo mdt s phuong 4n, ndm men dugc 1am giau selen dugc sdy khd, nam men

duogc lam giau selen khong con sdng chtra 2% selen v co hodc thap hon.

Sang ché con @2 xuét ché pham chita selenoglycoprotein hoa tan dugc didu ché
theo sang ché. Vi dy, theo mot s6 phuong 4n, sdng ché @ xuét ché phdm thiéu hut selen
chita selenoglycoprotein hoa tan theo sang ché. Theo mdt sd phuong 4n,
selenoglycoprotein hoa tan theo sang ché duge bd sung vao va/hodc dugce trdn voi ché
phém thiéu hut selen. Sang ché khong bi gi6i han boi kidu loai cua ché phém hodc
nguyén liéu thiéu hut selen ma selenoglycoprotein hoa tan theo sang ché duoc b sung
vao hodc dugc tron voi, ché pham hozc nguyén liéu nhu vay bao gbm, nhung khong
gigi han ¢, chét bd sung cho thire an, thuc“')c, duoc phém, thuc phém, thirc dn cho dong
vat, va céc loai nguyén liéu khéc. Theo mot sb phuong an, viéc bd sung hoic tron (vi

du, phdi tron) selenoglycoprotein bao gbm phbi trén selenoglycoprotein va mot hodc
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nhiéu loai kh4c cta selen vao ché pham. Theo mdt s phuong én, selenoglycoprotein
hoa tan theo sdng ché duge bo sung vao va/hodc duge tron véi che pham chira selen (vi

du, dé tang thém va/hoic bd sung tdng lwong clia selen).

Séang ché con @& xuét ché phim chtra selenoglycoprotein hoa tan va chét mang.
Theo mét sb phuong 4n, selenoglycoprotein 1a phan doan phu thudc pH dic trung  cia
selenoglycoprotein. Sang ché khong bi gi6i han bai loai chit mang dugc str dung. Trén
thuc té, nhiéu chét mang khac nhau c6 thé duoc st dung, bao gém, nhung khong gigi
han &, dendrime, polymerosom, hat nano, polyme gidi phéng chdm, vién nang nano,
va/hodc polyme dugc khic phén tir. Theo mdt phuong an dugc uu tién, chét mang 13
polyme gii phong cham. Theo phuong 4n dugc wvu tién khac, chit mang 12 polyme duoc
khéc phan tir. Theo phuong dn dugc vu tién khic nita, chit mang 13 polymersom dugc
st dung dé bao nang selenoglycoprotein. Sang ché khéng bi gi6éi han bsi loai
polymersom dugc sir dyng. Trén thuc té, polymersom bét ky da biét trong linh vuc k¥
thuat nay c6 thé duoc st dung. Theo mot sd phuong an, polymersom bao gdm copolyme
khéi poly(etylen oxit) (PEO). Tuy nhién, sing ché khoéng bi giéi han & copolyme khéi
nay. Copolyme khéi bat ky da biét c6 thé duoc sir dung, bao gdm, vi du, poly(etyletylen)
(PEE), poly(butadien) (PB hodc PBD), poly(styren) (PS), va poly(isopren) (PI). Theo
mot s phuong 4n, polyme bao gdm copolyme hai khdi poly(e-caprolacton) (PCL). Theo
mot s6 phurong 4n, polymersom bao gdm copolyme hai khéi gbc poly(etylen oxit)-khbi-
poly(e-caprolacton) (PEO-b-PCL). Theo mot s6 phuwong 4n, polymersom bao gdm
copolyme khdi ma 1a copolyme khbi ba khdi, bdn khéi, ndm khéi, hoic it nhét sau khi.
Theo mot s& phuong 4n, polymersom thu dugc tir sw lién hop cia poly(axit lactic),
poly(glycolit), poly(axit lactic-coglycolic) va/hodc hodc poly(3-hydroxybutyrat) voi
PEO. Séang ché khong bi gi6i han bdi kich thudc clia selenoglycoprotein dugc bao nang
bang polymersom. Nhidu kich thuéc duge st dung trong ché phim va phuong phép theo
sang ché bao gbm, nhung khong gidi han &, selenoglycoprotein dugc bao nang bang
polymersom c6 dudng kinh khoang 50-300 nm mgc du selenoglycoprotein dugc bao
nang bang polymersom 16n hon (vi dy, khoang 350 nm, 400 nm, 500 nm hodc 16n hon)

va nho hon (vi dy, khoadng 40 nm, 30 hm, 20 nm, hodc nho hon) ¢6 thé dugce sit dung.
MO ta vin tit cac hinh vé
Fig.1 thé hién quy trinh diéu ché theo ddy clia selenoglycoprotein hoa tan (SGP)

tir SEL-PLEX bang cich chiét axit va cac quy trinh két tia tiép theo theo mdt phuong
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an cua sang ché.

Fig.2 thé hién quy trinh két tia phu thudc pH cua selenoglycoprotein theo mot

phuong 4n cua sang ché.

Fig.3 thé hién ban dd nhiét md t4 d4nh hudng cia céc xtt 1y bd sung selen khéc
nhau néu trong cac Bang 3 va 4 ctia Vidu 3 dén mirc biéu hién gen & co xwong trc & ga
so v6i dbi chimg co s6.

Fig.4 thé hién bidu dd Venn biéu thi cdc anh hudng khac nhau ctia phén doan
SGP pH 4,0 va SEL-PLEX dén sy biéu hién gen dugc md ta trong co irc.

Fig.5 thé hién gen néu 1am vi dy, dugc x4c dinh 12 duoc diéu hoa thong thudng

boi natri selenit (SS), SEL-PLEX (SP) va phén doan selenoglycoprotein (SGP) pH 4,0.

Fig.6 thé hién gen néu lam vi dy, dugc x4c dinh 1a duoc diéu hoa thong thuong
bdi SEL-PLEX (SP) va phan doan selenoglycoprotein (SGP) pH 4,0, nhung khong duoc

diéu hoa bai natri selenit (SS).

Fig.7 thé hién gen néu lam vi dy, dugc xac dinh 13 dwge didu hoa duy nhat boi
phéan doan selenoglycoprotein (SGP) pH 4,0, va khong dugc diéu hoa béi natri selenit
(SS) hoac SEL-PLEX (SP).

Fig.8 thé hién gen néu 1am vi dy, dugc x4c dinh 1a duoc didu hoa duy nhét boi
phén doan selenoglycoprotein (SGP) pH 4,0, va khong dugc didu hoa béi natri selenit
(SS) hodc SEL-PLEX (SP).

Fig.9 thé hién gen néu lam vi dy, dugc x4c dinh 13 dugc diéu hoa duy nhét boi
phéan doan selenoglycoprotein (SGP) pH 4,0, va khong dugc diéu hoa béi natri selenit
(SS) ho#c SEL-PLEX (SP). '

Fig.10 thé hién gen néu 1am vi dy, dugc xdc dinh 1a duge diéu hoa duy nhét boi
phan doan selenoglycoprotein (SGP) pH 4,0, va khdng dugc diéu hoa béi natri selenit
(SS) hodc SEL-PLEX (SP).

Fig.11 thé hién ban db nhiét md ta anh huéng cla cac xir Iy bd sung selen khac
nhau néu trong cidc Bang 3 va 4 ctia Vi du 3 dén murc biéu hién gen & md gan so voi d6i
ching co so.

Fig.12 md ta su giai phéng ciia SGP tir vién nang nano & do pH 5,1 va pH 7,4
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trong khoang thoi gian hai tuan.

Fig.13 thé hién cac anh hién vi dién ti hiéu ing tunen lanh (cryo-TEM) cla

selenoglycoprotein dugc bao nang bang polymersom & dd pH 7,4.
Mo ta chi tiét sang ché
Céc dinh nghia

Pé hiéu sang ché mot cach dé dang hon, nhiéu thuat ngit va cum tir duge dinh
nghia & phan duéi day:

Trong ban md ta nay, thut ngit "peptit," "polypeptit" va "protein” tht ca déu chi
trinh tu bic mot cla cac axit amin ma dugc nbi boi "lién két peptit" cong héa tri. Nhin
chung, peptit gdm mot vai axit amin, thuong tir 2-50 axit amin, va ngén hon protein.

Thuét ngit "polypeptit" bao gbm peptit va protein.

Thudt ngit "(c4c) glycoprotein” hodc "(cac) glycopeptit" chi protein hodc peptit
chita mot hodc nhiu gbc hydrat cacbon duge gén két cong hoéa tri v6i mach polypeptit.
Thuét ngft "(c4c) selenoprotein" hodc "(c4c) selenopeptit” chi protein hodc peptit chtra
mdt hodic nhidu nguyén tir selen. Thong thuong, nguyén tir selen dugc két hop vao

protein trong céc axit amin chira selen bao gom selenoxystein va selenomethionin.

Thuat ngit "(cac) selenoglycoprotein," "(cac) selenoglycopeptit” hodc "(céac)
SGP" chi glycoprotein hodc glycopeptit ma két hop mot hodc nhiéu nguyén tir selen.
Théng thudng, "selenoglycoprotein" chira mt hodc nhidu axit amin chia selen.

"Selenoglycoprotein” ¢6 thé chira mot sb luong hydrat cacbon ¢ cac dang khéc nhau.

Thuét ngit "mAu" va "mau vat" dugc st dung theo nghia rong nhét cta chiing va
bao gdbm mAu hodc miu vat thu dugc tir ngudn bét ky. Trong ban md ta nay, thuat ngit
"mau" duoc st dung dé chi miu sinh hoc thu duogc tir dong vat (bao gém nguoi), va bao
gbm chét luu, chit rin va mé. Theo mot sd phuong 4n theo sang ché, mAu sinh hoc bao
gém dich ndo tuy (CSF), dich huyét thanh, nudc tiéu va nudce bot, mau, va cac san phém
mau nhu huyét twong, huyét thanh va cac chét twong ty. Tuy nhién, cac vi dy nay khong

duoc hiéu 1a 1am gidi han loai mau duoc sir dung theo sang ché.

Trong ban md ta ndy, thudt ngi “nam men” va “t€ bao ndm men” chi vi sinh vt
6 nhén dién hinh dugc phén loai trong gi¢i Nam, c6 thanh té bao, mang t€ bao va thanh

phén noi bao. NAm men khong tao thanh nhém phén loai hodc phat sinh loai déc trung.
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Hién nay, khoang 1500 loai d dugc biét; wéc tinh ring chi ¢6 1% trong s tt ca cac
loai ndm men d& duge md ta. Thudt ngit "ndm men' thuong dugc xem 12 ddng nghia v6i
S. cerevisiae, nhung tinh da dang phat sinh loai cua nédm men duoc thé hién béi sy phan
bd cua ching trong ca hai khu Ascomycota va Basidiomycota. Thuat ngit “ndm men”
bao gdm ndm men dé 1am bia, nidm men chung cét ruou va nAm men banh mi. NAim men
nay chdi ("ndm men thyc") dugc phén loai trong bd Saccharomycetales. Hau hét céac
lodi nAm men d&u sinh san vé tinh bing cach nay chdi, mic di mot s6 nim men sinh san
bdi su sinh san nhan d6i nhi nguyén. NAm men 12 don bao, mic di mét sd lodi tré nén
da bao thong qua sy tao thanh chudi té bao nay chdi duge lién két duoc goi 1a
pseudohyphae, hodc false hyphae. Kich thude n&m men c6 thé thay dbi nhiéu, phu thudc
vao loai, thuong c¢6 duong kinh 3-4 pm, mic du mot s6 ndm men c6 thé dat dén duong

kinh trén 40 pm.

Trong ban mo ta nay, thuat ngi "nim men da dwoc 1am gidu selen" va "nim men
duoc selen hoa" chi nAm men bt ky (vi du, Saccharomyces cerevisiae) ma duoc nudi
trong mdi trudng chira muébi selen vo co. Sang ché khong bi gi¢i han béi mudi selen
duoc st dung. Trén thyuc té, nhidu mudi selen duoc du tinh c6 thé st dung dugc theo
séng ché, bao gém, nhung khong gi6i han &, natri selenit, hodc natri selenat.
Selenomethionin tu do (vi du, khong dugc két hop véi té bao hotic ndm men) ciing c6
thé duoc sir dung 1am ngudn selen cho nidm men duge lam gidu selen vi ndm men khong
két hop dang selen nay. Trong nudi cdy, vi do trong tw hoa hoc gitra selen va luu huynh,
ndm men két hop selen thay vi luu huynh trong nhiing hop chit thuong 12 hop chét hitu
co chira luu huynh trong té bao. Hop chét chira selen trong cac ché phdm ndm men nhu
vAy la selenomethionin ma dugc két hop vao polypeptit/protein. Lugng selen té bao tong
cong c6 mat & dang selenomethionin trong cac ché phim nhu vay s& thay dbi, nhung c6
thé ndm trong khoang tir 10 dén 100%, tir 20 dén 60%, tir 50 dén 75% va tir 60 dén 75%.
Phén con lai cua selen hitu co trong ché phdm nim men dugc selen hoa chu yéu duogc
tao nén tir cac hop chit trung gian trong con dudng sinh tdng hop selenomethionin. Céc
hop chit trung gian nay bao gbém, nhung 'khéng gi¢Gi han ¢, selenoxystein,
selenoxystathionin, selenohomoxystein va seleno-adenosylselenomethionin. Lugng

mudi selen vd co con lai trong thanh phim nhin chung 13 kha thip (vi du, <2%).

Trong ban mo ta nay, thuét ngit "SEL-PLEX" chi ndm men d3 dugc lam giau

selen khong con sbéng, duge say kho (vi du, Sacchoromyces cerevisiae ¢6 s6 ndp luu
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CNCM 1-3060, Collection Nationale De Cultures De Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, Paris, France) dugc nudi cdy trong quy trinh 1én men theo mé ¢6 cung
cip dinh dudng ma cung cip lugng gia ting clia ri duong mia va mudi selen theo cach
ma lam gidm thiéu tac dong co hai cua mubi selen dén téc do sinh trudng cua ndm men
va cho phép su két hop t8i wu cua selen vo co vao nguyén liéu hitu co té bao. Selen vo
co con du duge loai bo (vi du, bing cach sit dung quy trinh rita nghiém ngit) va khong

vugt qua 2% cia ham lugng selen tbng cong.

Trong ban mo ta nay, thudt nglt "selen hitu co" chi hop chét hiru co bit ky trong

do6 nguyén tir selen dugc lién két truc tiép v6i nguyén i cacbon.

Trong ban mo ta nay, thudt ngit "selen vo co" thudng chi mudi selen bét ky (vi

du, natri selenit, natri selenat) trong d6 selen ¢ trang théi oxy héa -2, +4 va +6.

Trong ban md ta nay, thuat ngit "vat cha," "36i trong" va "bénh nhan" chi dong
vat bét ky, bao gdm nhung khong giéi han &, ngudi va dong vat (vi dy, dong vét linh
trudng, cho, meo, bo, ngua, clru, gia cAm, c4, loai giap xac, v.v.) ma dugc nghién clru,
dugc phan tich, dugc thir nghiém, dugc chan doan hodc dugc didu tri. Trong ban mo ta

nay, thudt ngtt "vat chu," "36i twong" va "bénh nhan" duoc sir dung thay thé 14n nhau,
trir khi cé quy dinh khéc. |

Trong ban md ta ndy, thuat ngit “theo khéi lwong” (“khdi lwong/khdi lwgng™) chi
lugng chit da cho trong ché phém trén co s& khéi lugng. Vi du, thire dn cho dong vét
chtta 0,02% theo khéi lugng chat bd sung cho thirc #n nghia 13 khéi lugng cta chét bd
sung cho thuc &n 1a 0,02% cua tdng khdi lugng ctia thitc &n cho dong vét (vi du, 200

gam ché pham chét bd sung cho thirc &n trong 999.800 gam thirc dn cho dong vét).

Trong ban md ta ndy, thuit ngit "dugc tinh ché" hodc "dé tinh ché" chi viéc loai
- b0 céc thanh phén ra khoi mau. Vi dy, thanh té bao nAm men duoc tinh ché béng cach
loai bé thanh phén thanh t& bao khong phai nAm men (vi dy, mang huyét twong va/hoic
thanh phan ndi bao ndm men); ching ciing dugc tinh ché bang cach loai bo cac chét
nhiém tap hodc cic chit khac khong phai 1a thanh té bao ndm men. Viéc loai béd céc
thanh phan thanh té bao khong phai nAm men va/hodic cac chit nhidm tap thanh té bao
khong phai ndm men din dén su ting ty 1é phén trim cta thanh té bao nidm men hodc

c4c thanh phan cia n6 trong mau.

Trong ban md ta ndy, thuét ngit "luong hitu higu" chi lugng cia ché pham (vi du,
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chira selenoglycoprotein theo sang ché du dé tao ra cac két qua c6 loi hodc mong mubn).
Luogng hitu hiéu co thé duoc st dung trong mot hodc nhiéu 1an st dung, 4p dung hoic

lidu lwgng va khong dugce du dinh 1a bi giéi han & ché phdm va duong ding cu thé.

Trong ban mo ta nay, thuét ngir “dd sinh kha dung” chi phén doan cia phan tur
hodc thanh phén ma ¢6 thé ding duogc cho sinh vat hodc dat dén su tudn hoan hé théng.
Khi phén tir hogc thanh ph?m duge st dung qua duong tinh mach, d9 sinh khé dung cua
n6 13 kha cao. Tuy nhién, khi phan tir hodc thanh phan duge st dung thong qua cac con
duong khac (nhu qua dudng miéng), d6 sinh kha dung ctia né giam (do su hép thu khong
hoan toan va su trao ddi chat con duong thir nhat). Trong mdi truong dinh dudng, do
sinh kh& dung chi téc d6 hép thu va st dung chét dinh dudng. Céc dang khéc nhau cua
cung chit dinh dudng, vi dy, c6 thé c6 d¢ sinh kha dung khac nhau.

Trong ban mo ta nay, thudt ngir “thirc dn”, “thuc phém”, “thtrc &n cho dong vat”,
va “thtrc an cho stc vat” chi (cac) nguyén liéu ma dugc tiéu thu béi dong vat va dong
gop nang lugng va/hodc cac chit dinh dudng cho khiu phan n ctia dong vat. Vi dy, bao
gdm, nhung khong gi6i han &, Khau phan hdn hgp hoan chinh (TMR), thirc an cho stic
vat, vién thirc an, thirc &n c6 dic, dé)ng san phém thtrc dn trén san, ngi cbe, ba chung cAt
ruou, ri dudng, chét xo, c6 khd (cho stic vat dn), co, co khd, hat, 14, bot xay thd, thirc an

hoa tan, va chat bo sung.

Trong ban md ta nay, thuat ngi "chét bd sung cho thuc phdm," "chit bd sung cho
thirc an," "ché phdm chét bd sung cho thitc dn," va cac thuat ngft twong tu chi sén phim
thirc #n dugc phdi tron & dang chét bd sung dinh dudng hodc chit bd sung cho ché dd
an duoc sir dung & dang mot phﬁn ctia khiu phﬁn dn cuia ngudi hodac dong vat, vi dy, ¢

dang chét bd sung cho thirc &n cho dong vit.

Trong ban mo ta ndy, thudt ngft "sit dung" va "dung" chi hoat dong dua thudc,
tién duoc chét, hodc chit khac, hoic diéu tri tri lidu (vi du, ché phérn theo séng ché) cho
dbi tuong (vi du, dbi tuong hodc cac té bao, md, va co quan in vivo, in vitro, hodc ex
vivo). Vi du vé duong dung cho co thé ngudi c6 thé 13 qua mat (& mit), miéng (qua
dudng miéng), da (tai chd hodc qua da), mili (& mili), phdi (x6ng hit), niém mac miéng
(ma4), tai, tryc trang, 4m dao, béng céach tiém (vi du, qua duong tinh mach, dudi da, trong

khdi u, trong bung, v.v.) va cac duong dung tuong tu.

Trong ban mo ta nay, thut ngit "viéc dong sit dung" va "dong st dung" chi viéc
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str dung it nhét hai chit (vi dy, ché phim chira selenoglycoprotein theo sang ché va mét
hodc nhiéu chit khéac--vi du, chit khéng sinh, chét trj liéu (vidu, thubc hodc dugc phém),
hodc, cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc khéc) hoic céc tri lidu cho d6i twong. Theo mot
sd phuong 4n, viéc ddng st dung hai hodc nhiéu chét hoic tri lidu 12 dong thoi. Theo
cac phuong an khéc, chét/tri liéu thu nhét duoc st dung trude chét/tri liéu th hai. Nguoi
¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay s& hiéu ring ché phdm va/hodc duong
dung cua céac chét hodc cta céc tri liéu khac nhau duc_ic st dung co thé thay dbi. Liéu
lwong thich hop dé ddéng st dung c6 thé duoc xac dinh mot cach dé dang béi nguoi co
hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Theo mot s6 phuong 4n, khi chét hoic tri
lidu dugc ddng sir dung, chit hoic tri liéu twong ing dugc st dung & lidu lwong thép
hon so véi lidu lwong thich hop dé st dung chiing mot minh. Nhu vy, viéc ddng st
dung 1a ddc biét mong mudn trong céc phuong an trong do viéc ddng sir dung cac chét
hoic tri liéu 1am giam liéu lwong can thiét cua (cac) chét c6 kha ning giy hai (vi du, gdy
doc), va/hodc khi viéc d@)ng stt dung hai hodc nhiéu chét lam cho dbi tuong nhay vdi tac

dung c6 lgi ciia mot trong sb cac chit thong qua viéc dong sir dung chét kia.

Trong ban md ta nay, thut ngtx "diéu tri" hodc cac cum tir twong duong v& mit
ngit phép bao gdm sy cai thién va/hodc 1am déo ngugce cac tridu chiing ctia bénh (vi dy,
bénh thoai hoa than kinh). Hop chét ma tao ra su cai thién trong thong sb bat ky c6 lién
quan dén bénh khi duge st dung trong cac phuong phip sang loc theo séng ché do d6
c6 thé duoc x4c dinh 12 hop chat tri liéu. Thuét ngit "didu tri" chi ca diéu tri tri lidu va
phong ngira hodc cac bién phap ngan ngira. Vi dy, nhitng ngudi c6 thé c6 loi tir viéc
didu tri bang ché pham va phuong phép theo séng ché bao gdm nhitng ngudi da c6 bénh
va/hoic rbi loan (vi du, bénh thodi héa than kinh, bénh dai thdo dudng hodc thiéu hodc
mét chirc nang nhan thirc) cling nhu nhitng ngudi trong d6 bénh va/hodc rdi loan can

duoc ngin ngtra (vi du, str dung viéc didu tri phong nglra theo sang ché).

Trong ban md ta nay, thuét nglt "c6 nguy co bi bénh" chi d6i tueong (vi du, ngudi)
ma c6 bim chét bi bénh cu thé. BAm chit nay c6 thé 13 di truyén (vi du, xu huéng di
truyén cu thé dé méc bénh, nhu céc r6i loan c6 kha ning di truyén), hodc do céac yéu td
khac (vi du, do tudi, khéi luong, diéu kién méi truong, viéc tiép xuc véi cac hop chét co
hai c¢6 mit trong moi trudng, v.v.). Nhu vy, du dinh rdng sang ché khong bi gi6i han &
nguy co cu thé bt ky, cling nhu du dinh rang sang ché khong bi gi6i han & bénh cu thé
bét ky.
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Trong ban md ta nay, thuit ngi "méc bénh" chi dbi twong (vi du, ngudi) ma méc
bénh cu thé. Du dinh ring sang ché khong bi gi6i han & d4u hiéu hoic triéu chimg cu
thé bat ky, hodc bénh cu thé bét ky. Nhu viy, du dinh rang sang ché bao gbm dbi tuong
ma trai qua loat bénh bét ky (vi dy, tir sy biéu hién can 14m sang dén bénh phat trién
manh) trong d6 d6i tuong thé hién it nhét mot sb cac ddu hiéu phan biét (vi du, dAu hiéu

va triéu chimg) c6 lién quan dén bénh cu thé.

Trong ban mo ta ndy, thut ngft "bénh" va "tinh trang bénh ly" duoc st dung thay
thé 13n nhau d& mb ta trang thai, dAu hiéu va/hoic triéu chimg c6 lién quan dén su suy
yéu bat ky ctia trang thai binh thuong cia dong vat sdng hodc ciia bét ky trong sb céc co
quan hodc md cua ndé ma pha v hodc bién ddi dic tinh cua cac chirc ning binh thuong,
va 6 thé 1a dap tng véi cac yéu t6 mdi trudng (nhu chiu xa, suy dinh dudng, mbi nguy
hiém cong nghiép, hodc thoi tiét), v0i cac tac nhan 1ay nhiém cu thé (nhu sau, vi khuén,
ho#c virut), v6i khiém khuyét cb hitu ctia sinh vat (nhu c4c tat di thuong khic nhau),

ho#c véi t6 hgp cua cac yéu to ndy va cic yeu to khac.

Thuét ngit "hop chét" chi thyc thé héa hoc, duge phim, thube bét ky, va cac chat
tuong tuy ma co thé dugc str dung dé diéu tri hodc ngan ngura bénh, tinh trang dau bm,
dau yéu, hodc rbi loan chirc ning clia co thé. Hop chét bao gdm ca hop chét trj lidu da
biét va hop chét tri liéu tiém ning. Hop chét c6 thé dugc xac dinh 1 ¢ tinh tri liéu bang
cach sang loc st dung cic phuong phép sang loc theo sang ché. "Hop chét tri lidu da
biét" chi hop chét tri liéu ma dugc cho thdy (vi dy, thong qua céc thir nghiém & dong vét
hodc thir nghiém truéc d6 véi viée sit dung cho ngudi) 1a hi¢u qua trong viée didu tri
ndy. N6i céch khac, hop chét tri liéu da biét khong bi gi6i han ¢ hop chat ¢6 hidu qua

trong viéc diéu tri bénh (vi du, bénh ung thu, bénh thodi hoa than kinh, v.v.).

Trong ban md ta ndy, thut ngft "bg kit" dugc st dung khi vién dan dén hdn hop
cta céc chét phan tng va cac nguyén liéu khac. Du dinh rang bo kit c6 thé bao gbm céc
chét phan tmg nhu cac chit dinh dudng va thudc ciing nhu céch thire st dung. Dy dinh
rang thuat ngit "bo kit khdng bi giéi han & hdn hop cu thé cua cac chét phan ing va/hodc

cac nguyén li¢u khac.

Trong ban mo ta nay, thuét ngtt "gdy doc" chi tdc dong bat 1oi hodic c6 hai bat ky
dén d6i tugng, té bao, hodic md so véi cing té bao hodc md nay trudc khi st dung chét

doc.
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Trong ban mo ta nay, thuat ngit "duoc pham" chi hdn hop ciia hoat chét (vi du,
ché phim chtra selenoglycoprotein) véi chét mang, tro hodc hoat dong, 1am cho dugc
pham nay dic biét thich hgp cho céc Gng dung trong chin doén, ngin nglra va/hoic tri

liéu in vitro, in vivo hodc ex vivo.

Thuat ngtt "dugc dung" hodc "chip nhan dugc vé mit dugc ly," trong ban mo ta
nay, chi ché phdm ma v& co ban khong tao ra cic phan timg bt loi, vi dy, cac phan tng

gy doc, phan tng di Gng, hodc phan tng mién dich, khi duoc ding cho ddi tuong.

Trong ban mo ta nay, thult ngit "tai cho" chi viéc 4p dung ché pham theo sang
ché cho bé mit cua da va cic t€ bao va md niém mac (vi du, phé nang, mé, ludi, co nhai,
hodc niém mac miii, va cdc mo va té bao khac ma lap day cac co quan rong hodc céc

khoang cua co thé).

Trong ban mo ta nay, thudt ngit "chét mang dugc dung" chi chit mang bét ky
trong s& cac chat mang dugc chuin bao gdm, nhung khdng giéi han &, dung dich nudc
mudi duge dém phosphat, nudce, nhii twong (vi du, nhu nhil twong dau/nude hoic
nude/dau), va cac loai chit thAm w6t khac nhau, bt ky va tit ca cic dung mdi, mdi
truong phén tan, chét phu, natri lauryl sulfat, chét ding truong va chit 1am cham su hip
thu, chit 1am phan ra (vi dy, tinh bdt khoai tdy hodc natri tinh bot glycolat), va cac chét
twong tw. Ché phdm ciing c6 thé bao gdm chét 1am 6n dinh va chit bao quan. Vi du vé
chét mang, chit 1am 6n dinh va t4 dugc dugc mod ta, vi dy, trong Martin, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 15th Ed., Mack Publ. Co., Easton, Pa. (1975), tai liéu nay duoc
dua vao ban mo ta ndy bang cach vién dan). Theo mot s6 phuong 4n, thuc phém (vi du,
nguyén li€u thirc n va/hodc sy diéu tri) dong vai tro lam chét mang (vi duy, cua ché phém

selenoglycoprotein theo sang ché).

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "mudi duge dung" chi mudi bét ky (vi dy, thu
duoc bdi phan ung véi axit hodc bazo) cia hgp chét theo sang ché ma dugc dung nap
v& mit sinh ly & dbi tuong dich (vi du, dbi tuong 1a ddng vat c6 v, va/hodc cac té bao,
md, ho#ic co quan in vivo hodc ex vivo, in vivo hodc ex vivo). "Mubi" ctia hop chét theo
sang ché c6 thé thu dugc tir axit va bazo vd co hodc hitu co. Vi du vé axit bao gém,
nhung khong giGi han &, axit clohydric, bromhydric, sulfuric, fumaric, maleic,
phosphoric, glycolic, lactic, salixylic, sucxinic, toluen-p-sulfonic, tartric, axetic, xitric,

metansulfonic, etansulfonic, formic, benzoic, malonic, naphtalen-2-sulfonic,
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benzensulfonic, va cac axit tuong ty. Céc axit khéc, nhu oxalic, méc du ban than chung
khong duoc dung, co thé duoc st dung trong didu ché mubi hiru ich 1am cac hop chét
trung gian dé thu duge hop chét theo sang ché va mudi cong axit duoc dung ctia né. Vi
du v& bazo bao gdm, nhung khong gi6i han &, hydroxit kim loai kiém (vi du, natri),
hydroxit kim loai kiém thd (vi dy, magie), amoniac, va hop chét c6 cong thirc NW4*,
trong d6 W 1a Ci.4 alkyl, va cac chit tuong ty. Vi du v& mubi bao gdm, nhung khong
giéi han &: axetat, adipat, alginat, aspartat, benzoat, benzensulfonat, bisulfat, butyrat,
xitrat, camphorat, camphorsulfonat, xyclopentanpropionat, digluconat, dodexylsulfat,
etansulfonat, fumarat, flucoheptanoat, glyxerophosphat, hemisulfat, heptanoat,
hexanoat, clorua, bromua, iodua, 2-hydroxyetansulfonat, lactat, maleat, metansulfonat,
2-naphtalensulfonat, nicotinat, oxalat, palmoat, pectinat, phenylpropionat, picrat,
pivalat, propionat, sucxinat, tartrat, thioxyanat, tosylat, undecanoat, va cac mubi tuong
tu. Cac vi du khac v& mudi bao gém anion ctia hop chét theo sang ché dugc phdi trén
v6i cation thich hgp nhu Na ¥, NH4", va NW4" (trong d6 W 1a nhém Ci.4 alkyl), va cac
cation twong tw. D& sir dung trong tri liéu, mudi ciia hop chét theo sang ché duoc du
dinh 14 dugc dung. Tuy nhién, mudi cua axit va bazo ma khong duoc dung ciing c6 thé
duoc st dung, vi dy, trong diéu ché hogc tinh ché hop chét duoc dung. Dé st dung trong
tri liéu, mudi cta hop chét theo sang ché duoc du dinh 13 duge dung. Tuy nhién, mubi
cua axit va bazo khdng dugc dung cling c6 thé dwoc st dung, vi dy, trong didu ché hoic

tinh ché hop chét dugc dung.

Trong ban md ta nay, thudt ngit “lam kho” chi viéc 1am kho dang phun, 1am kho
d6ng lanh, 1am kho bang khong khi, 1am kho bang chén khong hoic loai bat ky khac ctia

quy trinh lam giam hoéc loai bd chét 16ng trong cac chit.

Trong ban md ta nay, thuat nglt “lam kho dang phun” chi phuong phap thuong
duoc st dung dé 1am khd chét c6 chira chit 16ng st dung khi néng dé 1am bay hoi chit
16ng dé 1am giam hodc loai bd chit 16ng trong chit d6. Néi cach khic, nguyén liéu dugce
lam kh6 bing cach phun hoic phun bui vao dong khi ciia khéng khi khd da dugc lam
nong.

Trong ban mo ta ndy, thuét ngir “lam khé déng lanh” va thuat ngit “lam dong kho
nhanh” va thuit ngit “sdy thiang hoa” chi viéc loai bo dung méi khoi chét & trang thai
d6ng lanh bang céch thing hoa. Qua trinh ndy dugc thuc hién bang cach lam dong lanh

nguyén lidu can dugc sy kho dudi diém otecti ciia né va sau d6 tao ra an nhit thang
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hoa. Viéc kiém soét chinh xdc dd chan khong va nhiét d4u vao cho phép lam kho tir
trang thai dong lanh ma khong cé sy tan chdy ngugc cia san phdm. Trong ting dung
thuc tién, quy trinh nay dugc ting téc va duoc kidm soat chinh xac trong diéu kién &p

suat giam.

Trong ban mo ta ndy, thut ngit “bot khd chdy tw do” chi bot kho c6 kha nang
chay tu do, vi dy, bdt ma co6 thé rot dugc tir dd chira, tai, lo, v.v. ma khong c6 su can trd
cta céc khdi 16n.

Y
A

Trong ban mo ta nay, thuat ngit “nghién” chi viéc lam gidm kich thude hat bing

cach nén, cat, hodc mai mon.

Trong ban md ta ndy, thuat ngit “rira” chi viéc loai bé hodc lam sach (vi dy, st
dung loai chét hoa tan bat ky (vi du, nuéc cat, dung dich dém, hoic dung mdi) hodc hén
hop) cua tap chét hodc thanh phan hoa tan khong mong mudn cia ché phim (vi du, thanh
t& bao nim men) c6 thé dugc rira dé loai bé thanh phin thanh t& bao khong phai nim

men ra khoi mau).

Trong ban mo ta ndy, thuat nglt “polymersom” chi bong dugc lap rép tlr cac
polyme tdbng hop trong dung dich gbe nude (vi dy, dung dich ma c6 thé duoc st dung
dé bao nang nguyén liéu). Polymersom c6 thé duoc tao ra bang cach st dung copolyme
khéi téng hgp amphiphil dé tao thanh mang bong, va c6 ban kinh nim trong khoang tir
50 nm dén 5 pm hotc 16n hon. Hau hét cac polymersom déu chira dung dich gbc nudc
trong 101 cua ching va hitu ich dé bao nang va bao vé cic phén tir nhay, nhu thube,
enzym, cic protein va petptit khac cling nhw manh ADN va ARN. Mang polymersom
tao ra rao can vat Iy cach ly nguyén lidu da duoc bao nang véi cac nguyén liéu bén ngoai,
nhu cic nguyén liéu dugc tim thdy trong hé sinh hoc. Vi du vé polymersom dugc st
dung trong cac phuong 4n theo sang ché, ciing nhu cac quy trinh tbng hop ctia chung, |
¢6 thé duoc tim thiy, vi du, trong US 7,867,512, 7,682,603, va 6,835,394, mbi tai ligu

ndy dugc dua vao ban md ta ndy bang cach vién dan.

Trong ban mo ta ndy, thudt ngir “chat thai” chi nguyén liéu khong mong mudn

hodc vo dung.

Trong ban mo ta nay, thuat nglt “nudc thai” la nude bét ky ma chit lugng nude

da bi anh hudng mot cach bét loi bai cac tac dong cia loai ngudi.
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I. Gidi thiéu

Selen 1a yéu td vét lien quan dén viée diéu. hoa cac khia canh cta co ché bao vé
chéng oxy hoa trong tit ca cic md sdng bang cach twong tac véi glutathion cla co thé
(GSH) va cac enzym chdng oxy hoa chira Se chinh ctia né, glutathion peroxidaza (GPX)
va thioredoxin reductaza (Xem, Goehring et al., J. Anim. Sci. 59, 725-732 (1984),
Gerloff et al., J. Anim. Sci. 70, 3934-3940 (1992); tai liéu ndy duoc dua vao ban mo ta
nay bang cach vién din). Glutathion va GPX c6 kha ning bao v¢ tinh toan ven cua céc
lién két chua no cua cac phospholipit mang bang cach lam tan sy tn cong cua gde tu
do ¢6 kha ning khoi mao va lan truyén su oxy hoa lipit (Xem, Meister and Anderson,
Annu. Rev. Biochem. 52, 711-760 (1983); Deleve and Kaplowitz, Pharm. Ther. 52, 287-
305 (1991); Palmer and Paulson, Nutr. Rev. 55, 353-361 (1997); tai liéu nay dugc dua

vao ban mé ta nay bang céch vién dan).

Selen ciing c6 lién quan dén viéc 1am gidm nguy co ung thu trong mt vai nghién
ctru dich t& hoc (Xem, Salonen et al., Am. J. Epidemiol. 120: 342-349 (1984); Willett et
al., Lancet 2: 130-134 (1983); Virtamo et al., Cancer 60: 145-148 (1987); tai li€u nay
duoc dua vao ban mo ta ndy bang cach vién dan). Nhiéu hop chét selen khac nhau c6
ngudn gbc tw nhién va tdng hop di dugc cho thdy 1a e ché su phét trién cia khdi u
trong cac nghién ctru & dong vat & khoang lidu lwong rong (Xem, Ip,. J. Nutr. 128: 1845-
1854 (1998); tai liéu nay dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan). Mic db hau
hét cac nghién ctru & dong vat déu sir dung lidu dugce ly cla selen (>2 mg/kg) trong hoa
ngan ngira ung thu (Xem, Ip,. J. Nutr. 128: 1845-1854 (1998)), su thiéu hut selen ciing
da duoc cho thay 12 1am ting su phat sinh ung thu vt (Xem Ip and Daniel, Cancer Res.
45: 61-65 (1985); tai liéu nay dugc dua vao ban mo ta nay bing cach vién din) va ung
thu da do UVB gay ra (Xem, Pence et al., 102: 759-761 (1994); tai li¢u nay dugc dua
vao ban md ta nay bing cach vién din).

Céc protein thanh té bao nAm men duoc lién két v6i polysacarit thanh té bao boi
lién két hoa hoc, va dé giai phong protein thanh té bao nAm men vao dung dich, céc lién
két nay cin phai dugc pha v&. Thuc hanh chuén dé chiét protein tir thanh té bao nim
men 13 pha v céc lién két str dung su thiy phan bang kiém (pH 11,5, 80°C) trude khi

ly tam dé tach protein tlr glucan polysacarit khong tan trong nudc.

Céc tht nghiém tién hanh trong qua trinh phat trién cac phuong 4n cla sang ché
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duoc thuc hién dé cb ging chiét selenoglycoprotein sit dung sy thity phén bing kiém
theo thuc hanh chuln. Céc cb ging dé chiét selenoglycoprotein tir thanh t€ bao ndm men
sir dung sy thiy phan bing kiém nay da thét bai. Sau d6, da nhan thiy ring viéc chiét
selenoglycoprotein tir thanh té bao ndm men st dung su thity phan béng kiém that bai 13
do su pha huy cua selenoglycoprotein. Céc cb géng sau do dé chiét selenoglycoprotein
duoc tién hanh bing céch st dung quy trinh thiy phan bang kiém cai bién (pH 11,5,
60°C). Cac cb gang nay dé chiét selenoglycoprotein tlr thanh té bao ndm men ciing thit
bai. Cac phuong phép chiét protein ndm men, kiém, tiéu bidu khong c¢6 hidu qué khi cb
ghng chiét selenoglycoprotein tir nim men. Do d6, c4c thir nghiém bd sung da dugc tién
hanh trong qua trinh phat trién cac phuong 4n clia séng ché, cac thir nghiém nay c¢b ging
chiét selenoglycoprotein bing cach str dung phuwong phép chiét axit (pH 5, 80°C). Nhu
duoc néu trong ban mo ta nay, phuong phéap chiét axit 13 dat duoc thanh cong;

selenoglycoprotein khong bi pha huy va cé thé thuc hién dugc viée chiét.

Nhu vay, theo mot s6 phuong 4n, sdng ché @& xuét cac phwong phap méi dé thu
duoc selenoglycoprotein (SGP), ché phdm selenoglycoprotein (SGP) (vi dy, thu dugc
bang céach str dung phuong phap chiét axit (vi du, cac phan doan selenoglycoprotein phu
thudc pH), ché phdm chira selenoglycoprotein dd duoc bao nang (cdc SGP), va céc
phuong phép st dung ché pham nay (vi du, & tao ra lgi ich in vivo (vi du, su thay ddi
profin biéu hién gen) cho dbi tuong (vi dy, nguoi, dong vat, v.v.)). Cu thé, cac thir
nghiém dugc tién hanh trong qu4 trinh phat trién cac phuong 4n clia sng ché chimg to
rang ché phim (vi du, chira SGP (vi du, dugc tach riéng bang cac phuong phép theo
sang ché)) va cac phuong phép theo séng ché c6 thé dugc sir dung dé tao ra selen c6
hiéu qua vé& mat sinh hoc cho d6i tugng (vi du, nho d6 1am ting ham lugng selen clia
mo va/hodic co & dbi tuong (vi du, nhd d6 din dén su 6n dinh va/hodc ting cudng strc
khée cua dbi tuong))). Theo mot sd phuong 4n, sdng ché @& xuét cac phuong phap dé
thu dugc cac SGP, ché pham chira cac SGP da dugc bao nang (vi dy, dugc bao nang bdi
polymersom) va cac phuong phap st dung cac ché phim nay dé 1am thay d6i chirc ning
té bao (vi du, nho d6 tao ra tac dung c6 loi dbi voi hé théng cua d6i tugng (vi dy, bao
gbm, nhung khong gi6i han &, hé co xuong, hé than kinh, hé théng than kinh, hé théng
noi tiét, hé thdng trao ddi chét, va/hodc hé mién dich). Sang ché con dé xuét cac phuong
phap st dung cdc SGP mot minh hodc két hop v6i mot hodc nhiéu hoat chit khac dé

diéu tri hodic ngin nglra bénh (vi duy, sy phat tridn va/hogc di cin cua ung thw). Sang ché
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con d& xuét cac phuong phép st dung cac SGP dé ting cuomg strc khde dong vat (vi dy,
vét nudi). Theo mdt sb phuong 4n, ché phdm theo sang ché dugc st dung dé b sung,
cai thién va/hodic ting cudng gia tri strc khoe va/hodc dinh dudng cia san phim thuc
phém (vi du, thit, stta, tring, v.v.). Theo mot sb phuong an, sang ché dé xuét ché phém
chira cac SGP va cac phuong phép sir dung ché phim nay lam bién phép didu tri tri liéu,
bd sung dinh dudng, va/hodc phong ngira (vi dy, cho strc khoe chung, dé taing cuong hé
min dich, cho bénh thodi héa thin kinh, dé ting cuong chirc ning nhan thirc, dé diéu
tri hodc phong ngra ung thu, sy phét trién va/hodc di can cua khéi u, v.v.), va céc
phuong phép tao ra, san xudt, tinh ché, tach, chiét, va/hoic xac dinh dic diém ché phém
nay. Sang ché con d& xuét cac SGP va céc phuong phép st dung cac SGP dé 1am thtic

an cho ddng vat va/hodc bo sung cho thirc dn ctia dong vat.

Sang ché con dé xuét ché phdm selen hoa tan (vi dy, cac SGP) va cac phuong
phép st dung, san xudt, va tinh ché ché phdm nay. Vi dy, theo mot s6 phuong 4n, sang
ché @ xuét SGP hoa tan (Xem, ching han, Vi dy 1-2 md ta viéc tao ra (vi du, tich va
xé4c dinh dic diém cua) cac phan doan SGP phu thudc pH), va cac ché phdm va phuong
phap st dung chung (Xem, Vi dy 3-4). Theo mot s6 phuong 4n, sing ché dé xuét selen
(vi du, selen hitu co (vi dy, phan doan SGP phu thudc pH cia SEL-PLEX hodc c4c nAm
men dugc 1am gidu selen khac)) ¢ dang hoa tan ma duoc st dyng cho d6i twong thong
qua nhiéu con dudng (vi dy, qua dudong miéng, tai chd, theo dudng tinh mach, v.v.).
Theo mdt sb phuong 4n, séng ché dé xuét ché pham selen hoa tan (vi dy, selen hitu co)
it chit xo. Theo mdt sd phwong 4n, sdng ché @& xuét ché phdm va phuong phép dung
cho cac hé phan phdi selen hitu co hoa tan (vi dy, selenoglycoprotein dugc bao nang

bang polymersom, vién nang nano, polyme, v.v.).

NA&m men (vi du, Saccharomyces cerevisiae), dugc sinh truéng trong moéi truong
chira selen (vi dy, selen vd co (vi du, natri selenit (Na2S¢03))) chuyén hoéa selen (vi dy,
selen vo co) va két hop selen thay vi luu huynh vao xystein va methionin, tao ra protein
chtra selenoaminoaxit (SeCys va SeMet) (Demirci et al. J. Agric. Food Chem. 47, 2496-
2500 (1999)., Demirci & Pometto. J. Agric. Food Chem. 47, 2491-2495 (1999),
Ouerdane & Mester. J.Agrie. Food Chem. 56,11792-11799, (2008), c4c tai liu nay dugc
dwa vao ban md ta ndy bang cach vién din). ALLTECH, Inc. (Nicholsville, K'Y, USA)
san xuit nAm men duoc 1am giau selen, duogc lam kho dang phun va dugc ban dudi tén

SEL-PLEX lam thtrc &n cho stic vt va chit bd sung dinh dudng cho thyc phém, chira
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“selen hitu co” (Xem, Korhola et al. Res. 18, 65-68, (1986)., tai liéu ndy dugc dua vao
ban mo ta nay bang cach vién din). Nong d6 tbi thidu cta selen trong SEL-PLEX 1a
1500 ppm va protein 1a chét mang duy nhét ctia né (Xem, Surai. Nottingham University
Press 2002, 234-236 (2002), Kelly & Power. J. Dairy Sci. 78, 237-242 (1995),
McSheehy et al. Analyst 130, 35-37 (2005), tai liéu nay duoc dwa vao ban mo ta nay
bang cach vién din). C6 hai nhém protein trong ndm men: protein c6 mit bén trong té
bao nidm men va protein két hgp v6i mannan ctia thanh té bao ndm men (Xem, Sedmak.
US Patent Appl. Publication Pub. No.: US 2006/0263415., tai liéu nay dugc dua vao
ban md t4 ndy bang cch vién din). Khoang 17,0 % khdi lugng cia SEL-PLEX thuong
mai 13 tan duoc trong nude, va nguyén li¢u nay chira it hon 6,5 % cia téng selen c6 mit
trong SEL-PLEX. Nghién ctru vi¢c ché bién thirc #n cho ga trong d6 SEL-PLEX va natri
selenit duoc st dung 1am ngudn selen, cho thy SEL-PLEX gitip van chuyén selen t6t
hon nhiéu vao co Gc cla ga. Nhiéu hoat tinh sinh hoc duogc phat hién dbi véi viee st
dung qua dudong miéng cua SEL-PLEX (Xem, Rayman. Lancet 356, 233-241 (2000),
McKenzie Trends in Immunology 19, 342-345 (1998), Tapiero. Biomedicine &
Pharmacotherapy 57, 134-144 (2003), Combs & Grey Pharmacol. Ther. 79, 179-192
(1998), Clark et. al. J. Am. Med. Assoc. 276, 1957-1963 (1996), tai li¢u nay dugc dua

vao ban md ta nay bang cach vién dan).

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xudt viéc tach, va xac dinh dic diém vat ly
va hoéa hoc cua selenoglycoprotein hoa tan (cac SGP) tir nim men (vi du, Saccharomyces
cerevisiae) dugc sinh truéng trong mdi truong chira selen (vi du, selen vo co (vi du,
natri selenit)), va su tham gia c6 hi€u qua cta chiing trong viéc phéan phéi “selen hitu
co” dén cac md (vi du, ngudi, dong vat, ga, v.v.), bang cach cho dong vat in thuc phém
(vi dy, thtrc an) duoc bd sung hoic theo cach khéc chira cac SGP theo séng ché (Xem,
ching han, Vi du 1-4). Sang ché d& xuét sy phan phbi nhdm dich mo, theo dudng tinh
mach, qua dudng miéng, va/hodc qua da cta cac thanh phén selen hoa tan, c6 hoat tinh
(vi du, cac phan doan SGP phu thudc pH cia ndm men dugc 1am gidu selen (vi dy, SEL-
PLEX)). Theo mét sd phuong 4n, sing ché dé xuét dang giai phong cham cta hé phan
phéi “selen hitu co” (vi dy, vién nang nano, khéi ciu polyme, va cac SGP dugc bao nang
bdi polymersom) (Xem, chéng han, Vi du 5-9). Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé
xuét ché pham chitra cac SGP dugc bao nang béi polymersom. Theo mot s6 phuong 4n

sang ché d& xuit sy phan phoi duoc ting cuong va su phan bo sinh hoc dugce cai thién
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ctia cac SGP bang cach bao nang cac SGP bén trong cac polymersom gdc poly(etylen

oxit)-khdi-poly(e-caprolacton) (PEO-b-PCL).

Viéc tach cac thanh phin té bao nim men khac nhau bing cach chiét thanh té bao
khoi cac thanh ph?ln ndi bao cua t& bao nAm men d3 dugc mo ta (Xem, Otero et al. J.
Chem. Tech. Biotechnol. 66, 67-71 (1996), tai liéu nay dugc dwa vao ban mé ta nay
bang cach vién din). Cac k§ thuét tich nay khong duoc ap dung cho viée chiét nAm men
selen dugc lam kho dang phun. Diéu kién kiém thoéng thuong (pH 9,0-14,0) duge sir
dung trong linh vyc k¥ thuat nay dé chiét glycoprotein tir ndm men (Xem, Roberge et.
al. J.Agric. Food Chem. 51, 4191-4197 (2003)) gap thét bai vi cac phan tif thé SeH hodc
SeMe bi loai bd khoi axit amin selenoxystin hodc selenomethionin. Néi cach khac, cac
phéan tir thé mong mubn bi phan hiy va két qua 13, selen c6 mit trong cac SGP ban du
bi mét trong khi chiét trong diéu kién kiém dugc 4p dung dé chiét nAm men chira

selenoprotein (Xem Bang 12 ctia Vi du 8).

Do d6, theo mdt sb phuong 4n, sang ché @& xuét ché phdm selenoglycoprotein
(vi du, bao gdm phan doan phu thudc pH ciia selenoglycoprotein dugc mo ta trong ban
md ta ndy) va cac phuong phép st dung ché phdm nay. Theo mot sb phuong 4n, sang
ché dé xuét cac phuong phap san xuét, tinh ché, tach, chiét, phan tach, két tta, va/hoic
x4c dinh dic diém selenoglycoprotein (vi du, tir nidm men duoc 1am giau selen). Theo
mot sd phuong 4n, sdng ché d& xuét ché phdm va phuong phap d& phan phbi ché phdm
selen hoa tan (vi du, cac SGP (vi du, cac phan doan SGP phy thudc pH)) cho d6i tuong,
bao gém ché phém chét b sung cho thirc an (vi dy, chira cac SGP (vi dy, duge phém,
chit dinh dudng, chét bd sung, thuc pham, v.v.)). Theo mot sb phuong 4n, sing ché dé
xuét ché phdm va phuong phap dé phan phdi cai tién (vi du, phan phdi c6 didu khién,
phan phdi giai phong theo thoi gian, v.v.) selen (vi dy, cac SGP (vi du, polymersom,
vién nang nano, hat nano, polyme, v.v.)). Ché phdm va phuong phép theo séng ché duoc
st dung trong nhiéu Gng dung bao gbm, nhung khong gidi han &, cdc tmg dung trong
khéu phén an (vi du, phéi tron véi thire dn cho stc vét hodc theo cach khac, ché bién
thtrc &n cho dong vat), ngin ngira, tri liéu cling nhu céc ing dung trong nghién ctru. Do
d6, theo mot sd phuong 4n, sang ché dé xuét ché phim thtrc an cho dong vét (vi du, chira
cac SGP (vi du, SGP hoa tan (vi duy, selen hitu co hoa tan))), phuong phép san xudt ché
phim nay va phuong phap cung cép dinh dudng (vi dy, chira cic SGP (vi du, SGP hoa

tan (vi du, selen hitu co hoa tan))) cho dong vét bao gbm budc cung cép ché pham nay
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cho dong vét.
I1. Chiét, tach, tinh ché va sir dung

Theo mdt sb phuwong 4n theo séng ché, selen hoa tan thu dugc & dang
selenoglycoprotein (cdc SGP). Theo mot s6 phuong 4n, cic SGP dugc chiét tir ngudn
selenoprotein phd bién (vi duy, ndm men dugc lam giau selen (vi du, SEL-PLEX)). Theo
mot sd phuong 4n, viée chiét va/hoic tinh ché cic SGP bao gdm mdt hoic nhiéu bude
chiét/két tia phu thudc pH (vi dy, nhu duge néu trong Vidu 1 va2). Theo mot ) phuong
4n, viéc chiét va/hoic tinh ché cac SGP bao g(‘A)m mot hodic nhidu buéc cit phan doan
phu thudc pH. Theo mot sd phuong 4n, sdng ché dé xuét viéc chiét bing axit nAm men
duoc lam giau selen (vi du, SEL-PLEX) @8 hoa tan cac SGP (vi dy, ma khéng 1am bién
tinh va/hoac phé huy cac SGP). Theo mot sd phuong 4n, séng ché @& xuét ring viéc két
tua SGP phu thudc pH tir chét chiét axit (vi du, nhu dugce néu trong Vi du 1- 2) tao ra
ham luong ting cua selenoglycoprotein, ham lugng giam cua chét xo khong tiéu hoa
duoc, va néng dd cao cua selen (vi du, ndng dd cia selen 16n hon ndng d6 c6 mit trong
SEL-PLEX). Nhu véy, theo mot s6 phuong 4n, sdng ché @& xuét SGP dugc chiét tir nAm
men dugc lam gidu selen trong d6 ham lugng selen ciia SGP 12 16n hon ham luong selen
cta nguyén liéu tir 46 SGP dugc chiét (vi du, tinh theo % khéi luong, ppm, v.v.). Theo
mot sd phuong 4n, séng ché d& xuét selen ¢ dang phan doan SGP phu thudc pH (vi du,
phén doan pH 4,0 hodc pH 6,0) cua ndm men dugc 1am giau selen (vi du, SEL-PLEX)
ma thé hién murc sinh kha dung khi dugc dung cho dbi twong gidng nhur hoic rit twong
tu khi so voi dd sinh kha dung cta selen tir ngudn gdc ndm men duge lam giau selen (vi

du, SEL-PLEX) (Xem, Vi du 3, Bang 5).

Theo mot sé phwong 4n, cdc SGP duge chiét tir ngudn selenoprotein phd bién (vi
du, t& bao nAm men duoc 1am giau selen (vi dy, SEL-PLEX)). Theo mot ) phuong an,
mdt phin cia selenoprotein trong ngudn selenoprotein bao gbm cac SGP (vi dy, 0,1%...
0,2%...0,5%... 1,0%... 2,0%... 5,0%... 10%... 20%... 50% SGP hodc 16n hon). Theo mot
s6 phuong 4n, ngudn selenoprotein chira cac té bao (vi dy, té bao ndm men) da dugc
sinh trudng trong diéu kién c6 mat modi trudng chira Se (vi du, moi truong gidu Se).
Theo mot sé phuong 4n, t& bao chtra Se (vi duy, té bao nAm men) duoc xit Iy dé chiét,
tach riéng, va/hodic tinh ché selenoprotein tao ra ngudn selenoprotein hodc ché phim
giau selenoprotein (vi du, ché phim giau SGP). Theo mot sd phuong 4n, miu chira

selenoprotein va cac SGP dugce 1am gidu doi véi cac SGP.
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Theo mét sb phuwong 4n, ngudn selenoprotein hoic ché phadm giau selenoprotein
(vi du, ngudn ndm men d3 duogc 1am gidu selen (vi du, SEL-PLEX)) dugc thyc hién mot
hodc nhiéu budc dé tao thanh cac SGP d3 duoc tach riéng, duoc tinh ché, duge phan
tach, Va‘l/hoac chiét. Theo mot sb phuong éan, nguén selenoprotein dugc tron (vi duy, trong
chét mang 16ng (vi dy, nuéc, dung dich dém, mudi, V.V.)) dé san xuét huyén phu dac,
hdn hop, dich tan, va/hodc dung dich cua protein. Theo mot s6 phwong 4n, ngudn
selenoprotein (vi du, ngudn nim men da dugc 1am giau selen (vi dy, SEL-PLEX)) duoc
tron & nhiét do cao (vi du, trén nhiét do dong lanh, trén nhiét d9 trong phong, 30°C...
40°C... 50°C... 60°C... 70°C... 80°C... 90°C hodc 16n hon). Theo mdt s6 phwong 4n,
ngudn selenoprotein (vi dy, ngudn nim men da dwoc 1am gidu selen (vi du, SEL-PLEX))
duoc tron & do pH thép (vi du, diéu kién axit (vi du, pH khodang 0,5, khoang 1,0, khoang
1,5, khoang 2,0, khoang 3,0, khoang 4,0, khoang 4,5, khoang 5,0, khoang 5,5, khoang
6,0 hodc khoang 6,5). Theo mot s6 phuong an, ngudn selenoprotein (vi du, ngudn nim
men d3 dugce lam giau selen (vi du, SEL-PLEX)) duoc tron nhe nhang, duoc tron nhanh,
dugc tron k§ ludng, duge tron manh, v.v.. Theo mot sb phuong an, nguén selenoprotein
(vidu, nguén ndm men da duoc lam gidu selen (vi du, SEL-PLEX)) duoc tron & d0 pH
thép (vi du, diéu kién axit (vi du, pH khoang 0,5, khoang 1,0, khoang 1,5, khoang 2,0,
khoang 3,0, khoang 4,0, khoang 4,5, khoang 5,0, khoang 5,5, khodng 6,0 hodc khoang
6,5) va nhiét d6 cao (vi dy, trén nhiét d dong lanh, trén nhi¢t do trong phong, 30°C...
40°C... 50°C... 60°C... 70°C... 80°C... 90°C, hoic 16n hon)). Theo mdt s6 phuong én,

d6 pH ciia hdn hop duge duy tri thong qua viée b sung axit hoic bazo.

Theo mét sé phuong 4n, hdn hop chira selenoprotein dugce ly tim dé tach céc‘pha
long/hoa tan va pha ran/khong tan. Theo mot sb phuong én, tbc d6 ly tAm dugc chon sao
cho du dé tach cac pha. Theo mot s6 phwong 4n, pha 16ng bao gdbm SGP hoa tan. Theo
- mdt sb phuong 4n, d9 pH cua pha long dugc didu chinh (vi dy, dugc lam ting) dé két
tiia mot phan ctia cdc SGP. Theo mot sd phuong 4n, dd pH cua phan doan chét 1ong
duoc tang it dén vira phai (vi dy, pH dugc lam ting khoang 0,1...0,2...0,5... 1,0...2,0) dé
két tia cac SGP ma hoa tan & d6 pH ban dau, nhung khong hoa tan & d§ pH cao. Theo
mot s6 phuong 4n, do pH ctia phan doan chét 16ng duoc 1am ting dang ké (vi dy, 6 pH
duoc 1am ting khoang 1,0...2,0...3,0...4,0...5,0...6,0) dé két tia mot phan 16n cua céc
SGP ma dé hoa tan & d6 pH ban dau. Theo mot sd phuong 4n, selenoglycoprotein dugc

két tha va dugc tach riéng khoi pha 16ng & céac didu kién pH khac nhau dé tao thanh
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nhiéu phan doan phu thudc pH cua selenoglycoprotein hoa tan. Vi du, theo mot s6
phuong an, pha 16ng don bao gdm chét chiét ciia nAm men dugc lam gidu selen hoa tan
trong diéu kién axit dugc st dung d8 tao ra phan doan thr nhit ciia selenoglycoprotein
hoa tan két tha & do pH tha nhét (vi du, do pH bing 1,85), phan doan tht hai cua
selenoglycoprotein hoa tan két tha & d6 pH thi hai (vi du, do pH bang 3,0), phan doan
thir ba cua selenoglycoprotein hoa tan két ta & d6 pH thir ba (vi du, do pH bang 4,0),
va phan doan thir tu cla selenoglycoprotein hoa tan két tha & @6 pH tht tu (vi du, d6 pH
bang 6,0). Theo mdt sd phuong 4n, viéc két tha selenoglycoprotein tir pha léng bang
cach tang do pH cua pha long bao gbm nhiéu phéan Gng két taa lién tiép phu thudc pH

cta pha léng.

Theo mdt sb phuong 4n, cac SGP da két tia duoc tach riéng khéi phan doan chét
16ng di dugc didu chinh do pH bang cach ly tam (vi du, & tbe do di dé tao ra cac pha
16ng va pha rin riéng r&). Theo mot s6 phuong 4n, cdc SGP da dugce téch riéng khoi pha
l6ng dugc 1am kho dong lanh dé tao thanh phan doan SGP ran. Theo mdt s6 phuong 4n,
quy trinh lam tang d6 pH cta pha long va ly tim dé tach riéng phan doan SGP dugc ldp
lai dé tao ra cac phan doan SGP c6 d hoa tan khac nhau (vi dy, hoa tan ¢ d§ pH thip
hon 1,5... hoa tan & do pH thép hon 2... hoa tan & d6 pH thép hon 3... hoa tan & d6 pH
thip hon 4... hoa tan & do pH thip hon 5... hoa tan & do pH thap hon 6, v.v.). Theo mdt
s6 phuong 4n, mdt budc didu chinh d6 pH va ly tAm dugc thyc hién dé tao ra mot phan
doan chira cac SGP c6 do hoa tan mong mubn (vi du, hoa tan & dd pH thép hon 1,5...
hoa tan & d6 pH thép hon 2... hoa tan & d@ pH thip hon 3... hoa tan & d pH thip hon
4...hoa tan & d6 pH thip hon 5... hoa tan & do pH thip hon 6, v.v.). Theo mot sé phuong
4n, pha 1éng van con sau khi loai bo phan doan SGP cubi ciing dugc st dung 1am thanh
phin cta mdi truong sinh trudéng cho cac té bao duoc st dung dé san xudt tiép
selenoprotein hodc SGP. Theo mot s6 phuong 4n, ché phim chtra selenoglycoprotein
hoa tan chi chira mdt phan doan phu thudc pH cia selenoglycoprotein (vi dy,
selenoglycoprotein hoa tan tir pha léng chira chét chiét cia ndm men duoc lam giau
selen hoa tan trong diéu kién axit két tha & dd pH 4,0). Theo mot s6 phuong 4n, ché
pham chira selenoglycoprotein hoa tan chira hai hodc nhiéu phan doan phy thudc pH cua
selenoglycoprotein (vi dy, selenoglycoprotein hoa tan tir pha 16ng chua chét chiét cta
ndm men dugc lam giau selen hoa tan trong didu kién axit két tia & hai hoic nhiéu gid

tri pH khac nhau).
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Theo mdt phuong 4n dugc wu tién, quy trinh chiét SGP tir ngudn selenoprotein
(vi du, nAm men duogc 1am gidu selen (vi du, SEL-PLEX)) va cit phar doan phu thudc
pH hdn hop ctia cac SGP (Xem cac Fig. 2 va 3) bao gdm hai giai doan (Xem, chéng han,
Vi du 1-2, céc Fig.1 va 2). Trong giai doan du, huyén phu chira ndm men dugc 1am
giau selen trong HCI ndng d 0,3N (pH 1,5) duoc khudy va dugc gia nhiét & nhiét d6
80°C trong 8 git. P pH ctia hdn hop duge gitt & d6 pH 1,5 bang cach bd sung HCI dic
trong gidr chiét dau tién. Sau tAm gidy, hdn hop nay dugce ly tAm, va pha 16ng duge tach
riéng. D pH cua dung dich dugc didu chinh dén 1,85, bang cach bd sung NaOH ndng
d6 2,0N va cadc SGP hoa tan han ché & @0 pH nay két tua khéi dung dich va duogc tach
riéng khoi chét 1ong (pH 1,85) béng quy trinh ly tim lan tht hai va sau d6 dugc 1am kho
dong lanh dé tao thanh phén doan SGP rén ¢6 do pH 1,85. Theo mot sb phuong én, chét
16ng (pH 1,85) dugc tron véi chit ran (pH 1,5) tir quy trinh ly tim lan thir nhit, ma din
dén su thay d6i do pH caa hdn hop dén pH 1,6. Phan chinh ciia cdc SGP hoa tan & do
pH 1,6, dugc dua vao pha 16ng, ma khong lam ting thé tich ctia dong chét thai duoc tao
ra trong giai doan ndy cda quy trinh. Sén pham phu chinh tir giai doan nay ctia quy trinh
1a chét rén tir quy trinh ly tAm 14n tht hai. Dong chit thai rén tao nén khoang 56,5 %
khéi lwong ciia ndm men dugce 1am gidu selen dugc 14y dé chiét va chia nguyén lidu
thanh t& bao ndm men selen c6 gia tri chtra: 38,91 % protein va 2477 ppm selen. Theo
mdt sb phuong an, cac chit ran nay duoc sir dung (vi du, modt minh hodc két hop vai cac
nguyén liu khac (vi dy, nédm men dugc lam gidu selen)) 1am chét bd sung dinh dudng
than thién v6i moi trudong trong thirc dn cia dong vat. Trong giai doan thir hai (Xem
Fig.3), pha léng (pH 1,6) tir quy trinh ly tdm 1an thr hai (Xem Fig. 2) duoc chuyén vao
thiét bi tron va d6 pH duoc diéu chinh thanh pH 3,0 bing cach bd sung NaOH ndng do
2,0N va cac SGP hoa tan han ché & d6 pH nay két tiia khéi dung dich va dugce tach riéng
khoi chét 16ng (pH 3,0) bang quy trinh ly tAm I4n thir ba va cudi cing dwoc 1am kho
dong lanh dé tao thanh phan doan SGP rin c¢6 d6 pH 3,0 (Xem cac Vi du 1-2 va c4c Fig.
2 va 3). Pha long (pH 3,0) tir quy trinh ly tim 1an thtr ba duoc chuyén vao thiét bi tron
va d6 pH duoc diéu chinh thanh pH 4,0 béng cach bd sung NaOH ndng d6 2,0N va cac
SGP hoa tan han ché & d6 pH nay két tia khoi dung dich va duge tach riéng khoi chét
16ng (pH 4,0) bang quy trinh ly tim 14n thir tu va cudi cung dugc lam kho déng lanh dé
tao thanh phan doan SGP ran c6 dd pH 4,0. Pha 16ng (pH 4,0) tir quy trinh ly tAm lan
th tu duge chuyén vao thiét bi trén va do6 pH duogc diéu chinh thanh pH 6,0 bang cach
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bd sung NaOH ndng d6 2,0N va cac SGP hoa tan han ché & d6 pH nay két tua khoi dung
dich va dugc tach riéng khéi chat 1ong (pH 6,0) béi quy trinh ly tAm 14n tht ndm va sau
d6 duoc 1am kho dong lanh d8 tao thanh phan doan SGP rén ¢6 d pH 6,0. Dong chét
thai duy nhét dugc tao ra & giai doan thit hai ctia quy trinh 12 dong nudc thai, chira 13,4
% khéi luong 12 chét rén (so véi khéi lwong ctia ndm men dugc lam giau selen dugc sit
dung trong quy trinh chiét), trong s& d6, phan doan protein tao nén khoang 13,3 % khéi
lugng, natri clorua tao nén 3,6 % khdi luong va glucoza va manoza mono- va
oligosacarit tao nén trén 80 % khéi lwong. Dong “nudce thai” c6 do pH 6,0 ndy va ham
lwong selen bang 242 ppm c6 thé duge tai ché hodc theo cach khac dugc tai str dung dé

diéu ché mé mai cia ndm men selen (vi du, dugc st dung trong mdi trudng sinh trudng).

Theo mot s6 phuong 4n, cic SGP két tha & do pH 4,0 thé hién sy phan phéi selen
t6t hon (vi du, dén md co) so véi ndm men duoc lam gidu selen (vi du, SEL-PLEX) va
su phéan phdi tot hon nhiéu so véi dang selen vo co (vi dy, natri selenit) (Xem, ching
han, Vi du 3). Ngoai ra, cac phan doan selenoglycoprotein phu thudc pH (vi du, pH 6,0)
13 khac nhau v& mit thanh phan so véi ndm men duoc 1am giau selen (vi du, SEL-PLEX)
va cho phép phén phi lugng tuong tu cia selen trong khi doi hoi luong nguyén liéu ban

dau it hon nhiéu (vi du, nam men dugc lam giau selen).

Theo mét sé phuong 4n, quy trinh chiét SGP bao gdm 4 hoic it hon 4 buéc didu
chinh do pH va ly tAm cua quy trinh néu trén (vi dy, 1 budc diéu chinh d6 pH va ly tAm,
2 bude diéu chinh dd pH va ly tdm, 3 budc didu chinh do pH va ly tdm, 4 budc diéu
chinh d6 pH va ly tam).

III. Thirc an cho dong vat

Thtic &n cho ddng vét chi thuc phim bét ky duge st dung dé cung cép thic in
cho vat nuoi da duogc thudn hoa (vi du, gia suc, dé, clru, ngua, gia cim, trau, Anpaca, lac
da khong budu, lira, la, thé, ga, ngbng, ga tay, hodc lon). Thirc an cho dong vat thudng
bao gém ¢6 kho, rom, thirc 4n gia stc U xild, thirc an dugc nén va dugc vé vién, dau va
khéu phan tron, va ca hat mam va cdy ho d4u. Nganh cdng nghiép thirc &n cho dong vat
trén toan thé gidi tiéu thu 635 triéu tn thtrc 3n trong nim 2006, v6i tdc do phat trién
hang nam khoang 2%. Viéc st dung dAt nong nghiép dé phat trién thrc an, ding hon 13,
thuc phdm cho ngudi c6 thé gy tranh cdi; mot s loai thue #n, nhu ngil cbc (ngd), cling

¢ thé dong vai trd 1am thuc pham cho ngudi, trong khi d6 cac loai khac nhu co thi
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khong thé. Ngoai viéc cung cAp ngudn ning lugng cho dong vat, thirc dn cho dong vat

cing cung cp cac chit dinh dudng (vi dy, selen) dugc sit dung béi co thé.

Theo mdt sb phuong 4n, sang ché dé xuét ché phdm dinh dudng (vi du, ché phdm
selen hoa tan (vi du, cac SGP) cho phép tao ra ché phdm thirc n cho dong vat chira selen
(vi dy, ham luong cao ctia selen so v6i ché phadm thire an chuén (vi du, selen hoa tan))
ma 1am giam téng gi4 thanh, 1am ting sy chuyén héa thirc in va duy tri va/hodc ting
cuong chét lugng cua san phém dong vat (vi du, thit, triig, sita, v.v.) thu dugc tir vat

nudi nhan duoc ché phim nay so vdi thire dn cho dong vat thong thuong.

Vi du, theo mot sb phwong 4n, sang ché dé xuét ché pham chét bd sung cho thirc
sn chira cdc SGP ma ¢6 thé duoc két hop véi va/hode duge két hop vao thire an cho
dong vat va duge st dung cho (vi du, duge cép cho) dong vét dé tao ra tac dong twong
duong hodc tdt hon dén dic tinh sinh truong & dong vat (vi du, so véi dong vat duge
cho #n khau phan #n v&i véi cac dang khéc clia selen bd sung (vi du, ndm men dugc 1am
giau selen (vi du, SEL-PLEX)). Theo mdt s& phuong an, ché phim chét bd sung cho
thire an theo sang ché 1am tang luong ctia selen tudn hoan (vi dy, nim trong méu va/hoic
huyét thanh) ¢ dbi twong (vi du, ngudi hogc dong vat) nhan duge ché phdm nay. Theo
mot sd phuong 4n, ty 18 selen dugc st dung 12 sinh kha dung trong ché phém selen hoa
tan theo sang ché (vi du, cac SGP) 16n hon so véi trong cac ché phdm selen khéc (vi du,
natri selenit hodic nAm men duoc 1am giau selen (vi du, SEL-PLEX)). Ttc 13, theo mot
s6 phuong an, sang ché dé xuét ché phim chira selenoglycoprotein chira ty 1& va/hodc
ty s6 16n hon ctia selen ma dugc 1am cho sin ¢6 (vi du, sinh kha dung) cho dbi tuong so
voi cdc dang khac ctia selen (vi du, nidm men dugc lam gidu selen) nghia 13 can luong it
hon ctia ché phim chira selenoglycoprotein theo sang ché (vi du, dé thu duoc lugng sinh
kha dung tuong tu). Theo mot sé phuong 4n, ché phim chét bd sung cho thirc in theo
sang ché (vi du, chira cac SGP theo sang ché) 1am tang lugng ctia selen (vi dy, nim trong
co hoic, cac md khac) & dbi tugng (vi du, nguoi hodc dong vat) nhan duge ché phdm
nay. Theo mot ) phuong an, viéc st dung cdc SGP va/hodc selen hoa tan dan dén lam
ting d6 sinh kha dung clia selen d6i v6i huyét thanh, mé m&, mo co, v.v..

Theo mdt sb phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap lam ting hi€u qué st
dung céc chét dinh dudng trong khiu phén #n cdp cho dong vat clia dong vat bao gbm
budc cung cip cho dong vt khéu phan #n chira ché phim chét b sung cho thirc &n theo

sang ché, trong d6 ché phdm bd sung nay ting cudng kha ning cua dong vit dé xtr Iy va
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st dung céc chit dinh dudng c6 mit trong khAu phin 4n cta chiing. Theo mét sé phuong
4n, ché phidm chét bd sung cho thiic 4n theo séng ché lam tang lwong cta chit chéng
oxy héa tudn hoan (vi dy, selen nim trong méau va/hoic huyét thanh) & d6i tugng nhan
duoc ché phim nay. Theo mot s§ phuong 4n, ché phim chét bd sung cho thirc n theo
sang ché 1am ting luong cla chét chéng oxy hoa (vi du, selen nim trong md md, co,

v.v.) & d6i twong nhan dugc ché phim nay.
IV. Dugc pham, chét dinh dudng, va chét bd sung

Muc selen dinh dudng da dugc FDA thiét 1ap (Xem 21 C.F.R. 101.9(c)(8)(iv),
January 1994). Nguoi va dong vat co thé chuyén héa mot céch an toan lugng han ché
cta ca dang selen vd co va selen hiru co va ¢d thé chuyén hoa selen khong dugc metyl
hoa thanh din xut mono- hodc di- hodc trimetyl hoa, trong s6 d6 dan xuét monometyl
héa 13 c6 tinh ddc nhét. (Xem, Bedwal, R. s., et al., Medical Hypotheses, 41 (2): 150-
159 (August 1993)). FDA da thong qua Muc hép thu hang ngay chuén (RDI) 14 70
microgam selen d6i v6i phu nit dang cho con bt va RDI 1a 55 microgam dbi véi ngudi
trudng thanh khong cho con bu. Lidu luong selen bang 600 microgam cho mdi ngay da
duoc bao céo 13 an toan. (Xem, Ferris G. M. Lloyd, et al., App. Clin. Biochem.,26:83-
88 (1989). O khoang lidu lwong nay, hoat tinh binh thudng cua enzym glutathion
reductaza chuyén hoa mdt cach an toan selenogluthation thanh hydro selenua & gan va
hdng cau va cubi cliing duge bai tiét. Nhu vy, & cac liéu lugng thap hon nhu vy, co thé
¢6 kha nang chuyén hoéa an toan va tiét selen ma c6 mit & dang kim loai ty do. Tuy
nhién, nhu véi nhiéu yéu td vét (vi du, selen), & cac murc hodc néng dd lidu luong I6n
hon, tac dung c6 lgi bi 1am ddo ngugc va déc tinh doc nguy hiém dugc biéu 16. (Xem,
chéng han, Furnsinn, C. et al., Internat'l J. of Obesity and Related Metab. Dis.,
19(7):458-463 (1995)).

Viéc str dung selen & dang tu nhién lién quan dén su thdéa hi¢p ctia khoa hoc va'y
té vi, khi duoc st dung véi ndng do tuong doi thap, selen tao ra tac dung c6 l¢i cho strc
khée, tuy nhién, & ndng d6 16n hon, selen thé hién tinh doc manh khién cho lgi ich stc

khée tiém tang bi mat va tinh dc tré thanh mdi lo léng chu yéu.

Nhu duge néu trén day, sang ché d& xuét dang selen nhét dinh (vi dy, cdc SGP,
selen hoa tan trong nudc) ma tao ra tac dung c6 1gi cho d6i twong. Bang chimg da cho

thdy ring dang selen hiru co (vi dy, selenomethionin va nam men dugc lam giau selen)
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c6 thé it doc hon va duoc hip thu 6t hon so véi cac dang vo co (Xem, Mahan,
Proceedings of the 15th Annual Symposium Nottingham University Press, Nottingham,
UK, bp. 523-535 (1999). Tuy nhién, theo mot s6 phuong 4n, nhidu dang selen dugc sir
dung trong hdn hop véi dang khac (vi du, dé tao ra tac dung c6 lgi cho strc khoe cho bi
tuong). Ngudn tu nhién clia selen bao gbm, nhung khéng gi¢i han 6, nidm men dugc lam

giau selen (vi dy, dugc selen hoa). Ching ndm men dugc sir dung 12 khong bi gidi han.

Theo mdt sd phuong 4n vu tién nhét dinh cia sang ché, cac SGP (vi du, thu dugc
tlr nAm men dugc 1am giau selen (vi dy, SEL-PLEX), nhu dugc néu trong Vi du 1-2) la
dang selen dugc chon cho céc cong thire phéi tron va ché pham theo séng ché. Theo mot
s6 phuong 4n, ché phim chira selen hda tan trong nude va/hodc cic SGP tao ra dang c6
sin dé dung theo c4ch sinh hoc hon cua selen so véi cac dang khéc cta selen. Tuy nhién,
cac dang khac cua selen cling ¢ thé dugc st dung trong sang ché bao gdm dan xut
hodc cac cai bién clia selen hoa tan trong nude va/hodc cac SGP, SEL-PLEX, hodc céac
dang khéc cua ndm men duoc 1am gidu selen, selenomethionin, selenoxystein, hop chét
selenit, hop chét selenat, hodc din xuét, mudi, hodc cac cai bién cia ching. Nhu vay,
theo mot s& phuong dn dugc vu tién, mdi trong sb cac dang ndy cua selen c6 thé duogc
str dung lam thanh phén coa ché phim. Theo c4ch khac, mdi trong sb cac dang néu trén
ctia selen c6 thé duogc lién két (vi dy, theo cach hoa hoc hodc vét ly) véi thudc hodc chét
tri liéu d& tao thanh dan xuét selen-thudc. Ngoai ra, cac ché pham va cong thie phéi tron
khong bi giti han & mot dang cua selen. Trén thyc té, ché phém hodc cong thuc phéi
tron c6 thé chira nhiéu dang ctia selen (vi dy, cac SGP va SEL-PLEX, hodc Sod-sel va

selen hoa tan trong nudc).

Céac dang khac ctia selen dugce sit dung trong cic phuwong 4n khac nhau cua sang
ché dugc md ta trong US 6,911,550 6,197,295, 5,221,545, 6 va 6,576,233, va US
20010043925, 20050069594, 20050089530, va 20080107755, tai liéu nay dugc dua vao

ban md ta nay bang cach vién dan.

Do do, sang ché dé xuét dugc phim, ché pham duge phim dinh dudng, va/hodc
ché phém bd sung (vi du, thue phém va/hodc ché pham thirc in hogc diéu tri) chira mot
hodc nhiéu dang ctia selen (vi dy, cac SGP, selen hoa tan (vi dy, selen tan dugc trong
nudce), v.v.), mot minh hodc két hop véi it nhéat mot chit khac, nhu hop chit 1am 6n
dinh, (cac) chit tri liéu, (c4c) chét dinh dudng, va/hodc cac chét khoang khéc; va co thé

duoc st dung trong chit mang tinh kh_ié"t, tuong thich vé mit sinh hoc bét k¥, bao gdm,
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nhung khong giéi han &, nudc mudi, nude muoi dugc dém, dextroza, nude, v.v..

Céac phuong phap theo sang ché dugc st dung trong diéu tri (vi du, phong ngira
hoic tri lidu) bénh (vi du, bénh thoai héa than kinh, ung thu, v.v.) hodc 1am thay ddi
trang thai sinh ly. Selen (vi du, selen hoa tan (vi dy, selen hoa tan trong nudc), cac
SGP))) ¢6 thé dwoc st dung cho d6i twong (vi du, bénh nhan) qua dudng tinh mach trong
chit mang dugc dung nhu nuée mudi sinh ly. Cac phuong phap chudn dé phan phbi ndi
bao hop chit c6 thé dugce st dung (vi dy, phin phéi théng qua liposom). Cac phuong
phéap nay la da biét ro v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Cac
ché phdm theo sang ché 12 hitu ich dé sir dung ngoai dudng tiéu hoa, nhu theo dudng
tinh mach, dudi da, trong co, va trong bung. Theo mot s& phwong 4n, ché phim (vi du,

céc SGP va/hoic duge phdm chira chiing) duoc st dung qua dudng miéng.

Nhu da dugc biét 13 trong linh vuc y té, lidu lugng dbi vai mot ddi tuong bét ky
6 thé phu thudc vao nhiéu yéu tb, bao gbm c& khd ctia bénh nhén, dién tich bé mit co
thé, do tudi, hop chét cu thé duge st dung, gidi tinh, thoi gian va duong dung, tinh hinh

strc khoe chung, va tuong tac voi cac thudc khac dang dugc sir dung dong thoi.

Do d6, theo mdt s6 phwong 4n, ché phim va/hodc cong thirc phéi tron chira selen
(vi du, selen hoa tan (vi dy, selen hoa tan trong nuéc), cdc SGP, v.v.) dugce sir dung cho
dbi tugng mdt minh, hodc Kkét hop véi cac dang khéc cua selen, thudc, céac phén tr nhd,
hoéc trong dugc phém trong d6 né dugce tron voi (cic) td duge hodc cac chét mang dugc
dung khac. Theo mdt s6 phwong 4n, chat mang duoc dyng 12 tro v& mit duoc hoc. Theo
cac phuong 4n khéc, ché phdm chira selen (vi dy, selen hoa tan (vi du, selen hoa tan
trong nuéc), cdc SGP, v.v.) duge sir dung mot minh cho cac dbi tuong riéng ré méc bénh
hodc tinh trang bénh. Theo céc phuong 4n khéac cia sang ché, ché phdm chia selen (vi
du, selen hoa tan (vi du, selen hoa tan trong nuéc), cac SGP, v.v.) duge sir dung mot
minh cho céc déi tugng riéng r& dé ddy manh tinh hinh strc khoe chung hodc sirc khoe
ctia hé théng co thé. Ché pham chura selen (vi dy, selen hoa tan (vi dy, selen hoa tan
trong nudc), cac SGP, v.v.) mot minh hodc két hop v6i mot hodc nhiéu dang khéc cua
selen c6 thé duoc bd sung vao do ubng hoic thuc phim dinh dudng (vi du, ENSURE,
POWERBAR, hoic céc loai twong ty), multi-vitamin, san phim dinh dudng, sén pham

thue pham, v.v. dé tiéu thu hang ngay.

Tuy thudc vao myc tiéu dugc tim kiém dé dugc lam thay doi boi viéc dieu tri (vi
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du, su biéu hién gen c6 lién quan dén do tudi, va/hoac sy didu hoa biéu hién gen c6 lién
quan dén ung thu va/hoic sy phat trién va/hodc di can cta khéi u), cac duge phim, ché
phim bd sung, va/hodc dugc phim dinh dudng niy duoc bao ché va dugc st dung toan
than hodc cuc bd. K¥ thuat dé bao ché va sir dung co6 thé dugc tim théy 4n ban méi nhit
ciia "Remington's Pharmaceutical Sciences" (Mack Publishing Co, Easton Pa.). Cac
duong dung thich hop c6 thé, vi du, bao gdm st dung qua duwdng miéng hodc qua niém
mac; ciing nhu phan phdi ngoai dudng tidu héa, bao gdm trong co, dudi da, trong tiy

sbng, trong vo, trong ndo thét, theo dudng tinh mach, trong bung, hodc trong miii.

Pé tiém, ché phém chira selen (vi dy, selen hoa tan (vi dy, selen hoa tan trong
nuéce), cac SGP, v.v.) dugc bao ché trong dung dich gbc nudr, t6t hon néu 1a trong chét
dém tuong thich v& mit sinh 1y nhu dung dich Hanks, dung dich Ringer, hogc nudc mudi
duge dém sinh ly. Dé s dung & md hodc té bao, }chét xuyén thim thich hop véi hang
rao cu thé duoc cho phép sir dung trong ché phédm. Chit xuyén thdm nhu vay thuong da

duoc biét trong linh vuc k¥ thuét nay.

Theo cac phuong an khéc, ché phém chira selen (vi du, selen hoa tan (vi duy, selen
hoa tan trong nudc), cac SGP, v.v.) dugc bao ché bang cach st dung chit mang duoc
dung da biét ro trong linh vuc & lidu lwong thich hop dé st dung qua dudng miéng. Chét
mang nhu vay lam cho ché pham chira selen (vi dy, selen hoa tan (vi du, selen hoa tan
trong nudc), cac SGP, v.v.) ¢6 thé dugc phéi tron & dang vién nén, vién tron, vién nang,
chét 16ng, gel, xird, huyén phu dic, hdn dich va céc dang tuong tu, dé tiéu hoa qua dudng

miéng hoic qua mili bdi bénh nhan can duoc dicu tri.

Duoc pham thich hop d8 st dung theo sang ché bao gbm ché phdm trong d6 cic
thanh phén hoat tinh (vi dy, ché phém chtra selen (vi du, selen hoa tan (vi duy, selen hoa
tan trong nudc), cdc SGP, v.v.) duge chira v6i lugng hitu hi¢u dé dat duoc muc dich du
dinh. Vi du, Iuvgng hitu hiéu cta dugc chét c6 thé 1a lugng 1am thay dbi su biéu hién cua
gen dic hiéu (vi du, KTLG, GRB2, DNAJ3, TGFB1, MAPKS, CIR, UBE4A, SMPX,
USP22, va/hodc PTP4A1). Viée xé4c dinh lugng hitu hiéu 13 thudc kha ning cua ngudi
6 hiéu biét trung binh vé linh vurc k§ thuét nay.

Sang ché con d& xuit cac SGP phu thudc pH va céc ché pham chira chiing dé sir
dung trong viéc didu tri ngin ngira va’hoic tri liéu ung thu (vi dy, dé ngan ngira hoic

lam cham su tién trién va/hodc di cin cua ung thu/khéi u). Vi du, theo mot phuong dn
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duoc wu tién, phan doan SGP phu thudc pH cua ndm men duoc lam giau selen (vi dy,
SEL-PLEX) dugc st dung cho d6i twong dé didu hoa su biéu hién (vi du, theo cach
mong mudn) clia gen c6 lién quan dén sy phat trién va/hodic di cin cia ung thu). Nhu
dugc néu trong ban mo ta ndy, mot s6 phan doan SGP hoa tan nhit dinh dd dugc xic
dinh 14 ¢6 cac tinh chét sinh hoc (vi du, kha ning diéu hoa sy biéu hién gen) ma nguyén
liéu géc tir d6 phan doan SGP hoa tan thu duoc (vi du, ndm men duoc lam gidu selen
(vi du, SEL-PLEX)) khong c6 (Xem, Vi du 4 va c4c Fig. 7-11). Theo mdt phuong an
duoc wu tién, phan doan SGP phu thudc pH cia ndm men duogc lam giau selen (vi du,
SEL-PLEX) 12 phan doan phy thudc pH 4,0, méc du cac phan doan khéc (vi du, pH 3,0,
pH 6,0, v.v.) cling dugc st dung trong ché pham va phuong phép theo sang ché.

Ngoai cac thanh phan hoat tinh, céc dugc phim chira selen nay (vi dy, selen hoa
tan (vi du, selen hoa tan trong nuéc), cadc SGP, v.v.) co thé chira chit mang duoc dung
thich hop bao gom t4 dugc va chit phu trg ma tao didu kién d& dang cho viéc xtr Iy céc
hoat chit thanh ché phém ma c6 thé st dung dugc vé& mit duge hoc. Ché phim duoc
bao ché dé su dung qua dudong miéng co thé & dang vién nén, vién boc duong, vién nang,

ho#c dung dich.

Duoc phém theo sdng ché co thé duoc san xuét theo cach da biét (vi du, bing cc
quy trinh trdn, hoa tan, tao hat, tao vién boc dudng, tin thanh bdt min, nhii héa, bao

nang, bao hodc sdy dong kho nhanh).

Dugc phdm dé sir dung ngoai dudng tiéu hoa bao gbém dung dich gbc nude cla
hoat chét & dang hoa tan trong nudc. Ngoai ra, hdn dich cta hoat chét ¢ thé dugc didu
ché dué6i dang hdn dich tiém dang dau thich hgp. C4c dung mdi hodic méi truong dan
thubc wa m& thich hop bao gdm diu béo nhu dAu me, hoic este cua axit béo tong hop,
nhu etyl oleat hodc triglyxerit, hodc liposom. Hbn dich tiém chira nude ¢6 thé chira cac
chit ma 1am ting d6 nhét cua hdn dich, nhu natri carboxymetyl xenluloza, sorbitol, hodc
dextran. Tty y, hdn dich ¢6 thé cling chtra chit 1am &n dinh hodc cac chat thich hop lam
ting kha nidng hoa tan cua hop chét dé cho phép diéu ché dung dich c6 d6 dam dic cao.

Ché pham dugc dé sir dung qua duong miéng co thé thu duoc bang cach két hop
hoat chét véi t4 dugc rén, thy y nghién hdn hop thu dugc, va xir Iy hon hop hat, sau khi
bd sung chét phu trg thich hop, néu mubn, dé thu dugc vién nén hodc 16i cua vién boc

duodng. T4 dugce thich hop la hydrat cacbon hodc chét don protein nhu dudng, bao gbm

-32-



27006

lactoza, sucroza, manitol, hodc sorbitol; tinh bot tir ngd, lta my, lta gao, khoai tiy, v.v.;
xenluloza nhu metyl xenluloza, hydroxypropylmetyl-xenluloza, hodc natri
carboxymetylxenluloza; va cdc gbm bao gbm arabic va tragacan; va protein nhu gelatin
va colagen. Néu muén, chit 1am phan rd hoic chét 1am hoa tan ¢6 thé dugc bd sung vao,
nhu polyvinyl pyrolidon dugc tao lién két ngang, thach, axit alginic hodc mudi cla

chiing nhu natri alginat.

Li ciia vién boc dudng duoc cung cip chét pha thich hop nhu dung dich dudng
dam ddc, ma c6 thé ciing chtra gdm arabic, da talc, polyvinylpyrolidon, gel carbopol,
polyetylen glycol, va/hodc titan dioxit, dung dich son mai, va cic dung moi hitu co thich
hop hoic cac hdn hop dung moi. Thuéc nhudm hodc chit mau ¢6 thé duge bd sung vao
vién nén hoac 16p boc duong dé nhan dién san phém hodc dé x4c dinh lugng hoat chét,

(tire 13, lidu luong).

Ché phim dugc ma c6 thé dugc st dung qua dudng miéng bao gbm vién nang
1ap sit durge lam tr gelatin, cling nhu vién nang mém, duoc bit kin duqé lam tir gelatin
va 16p boc nhu glyxerol hodc sorbitol. Vién nang 14p sit c6 thé chira cac thanh phan hoat
tinh dugc trdn voi chit don hoic chét két dinh nhu lactoza hoic tinh bot, cac chit boi
tron nhu da talc hodc magie stearat, va tuy y, chit lam 6n dinh. Trong vién nang mém,
hoat chét c¢6 thé duoc hoa tan hodc dugc tao huyén pht trong chét 1éng thich hop, nhu

déu béo, parafin 16ng, hodc polyetylen glycol 16ng c6 hodc khong ¢6 chét 1am 6n dinh.

Ché phdm chira hop chit theo sang ché dugc phoi tron trong chit mang duoc
dung co thé dugc diéu ché, dugc dit trong dd chua thich hop, va dugce ddn nhan dé diéu
tri cac tinh trang bénh da néu. Déi voi ché phim hodc cong thire phéi tron chira selen,
tinh trang bénh néu trén nhan co6 thé bao gdm viéc diéu tri tinh trang bénh lién quan dén
phong ngira hodc diéu tri tri liéu bénh hodc tinh trang bénh (vi dy, ung thu, bénh thoai

héa than kinh va/ho#ic chirc ndng nhan thic).

Duoc phim c6 thé duge cung cép & dang mubi va c6 thé duoc tao thanh véi nhidu
axit, bao gém, nhung khong gi6i han & axit clohydric, sulfuric, axetic, lactic, tartric,
malic, sucxinic, v.v.. Mudi c6 xu huéng dé tan hon trong nuéc hoic cac dung méi proton
khéac ma 13 dang bazo tu do tuwong Gng. Trong cac trudng hop khéc, dang bao ché duoc
wu tién c6 thé 1a bot dong kho nhanh trong histidin 1mM-50 mM, sucroza 0,1%-2%,
manitol 2%-7% & d6 pH nam trong khoang tir 4,5 dén 5,5 ma duogc két hop véi dung
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dich dém trudc khi st dung.

Déi v6i hop chit bat ky duge sir dung trong cac phuong phép theo sang ché, lidu
lugng ¢6 tac dung didu trj c6 thé duoc uée luong ban déu tir thie nghiém nudi cy té bao.
Sau d6, t&t hon 13, liéu lugng c6 thé duoc bao ché trong mo hinh dong vat (cu thé 13, md

hinh chudt) d& dat duoc khoang ndng d6 tudn hoan mong mudn.

Liéu luogng c6 tac dung didu tri chi lugng ma cai thién hodc ngin ngira cac tridu
chung cua trang thai hodc tinh trang bénh (vi du, thong qua viéc bién ddi su biéu hién
gen). Tinh ddc va hiéu qua tri liéu cua cdc hop chét nhu vay c6 thé dugc x4c dinh béng
cac quy trinh dugc phém chuén trong dich nudi céy té bao hodc dong vat thir nghiém, vi
dy, d& xac dinh LDso (liéu lugng gy chét dbi véi 50% quén thé) va EDso (licu luong tri
liéu hiéu qua trong 50% quan thé). Ty 18 lidu luong gitta tic dung gy ddc va tic dung
tri liéu 1a chi sb tri lidu, va n6 c6 thé dugc bidu thi dudi dang ty 18 LDso/EDso. Hop chat
ma thé hién cac chi sb tri liéu 16n 13 dugc vu tién. Dit liéu thu dugc tir cac thir nghiém
nudi cdy té bao nay va cac nghién ctru bd sung & dong vat ¢ thé duge sir dung trong
viéc bao ché hang loat liéu lugng dé sir dung cho ngudi. Lidu lugng clia cac hop chit
nay tét hon néu nim trong khoang ndng dd tudn hoan ma bao gdbm EDso véi it hodc
khong c6 doc tinh. Lidu luong thay dbi trong khoang nay phu thudc vao dang liéu lwong
dugc st dung, d6 nhay ctia bénh nhén, va dudng dung.

Liéu lugng chinh xéc c6 thé dugc chon béi ddi twong hodc bac si dya trén bénh
nhan duoc didu tri. Liu luong va viée st dung duge diéu chinh dé tao ra mirc do da cta
cac géc hoat tinh hozc dé duy tri hiéu qua mong mudn (vi dy, 1am thay d6i su biéu hién
gen & dbi tuong). Céc yéu t6 bd sung c6 thé dugc xem xét dén bao gdm mirc do nghiém
trong cua tinh trang bénh; do tudi, can ning, va gidi tinh ctia bénh nhan; ché @6 an, thoi
gian va tin suét sir dung, (c4c) hdn hop thubc, do nhay cta phan tng, va tinh dung
nap/déap Gng véi tri liéu. Dugce phim tac dong 1au dai c6 thé dugc st dung mdi 3 dén 4
ngay, mdi tudn, hodc mot 14n mdi hai tudn hodc mot 14n mbi thang phu thudc vao chu
ky ban hiy va tbc do thanh thai clia ché pham cu thé.

Theo mot s6 phuong 4n, selen (vi dy, selen hoa tan, selen hoa tan trong nudce, cac
SGP, v.v.) dugc str dung & lidu luong hang ngay nim trong khoang tir 25 &én 600pg cho
mdi ngdy (vi du, selen hoa tan, selen hoa tan trong nude, va/hodc SGP duoc str dung

cho d6i tugng theo cach sao cho cung cép selen véi lugng nim trong khoang tir 25 dén
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600pg cho dbi teong mdi ngay). Theo cac phuwong 4n dugc wu tién, selen dugc st dung
& lidu luong hang ngay véi luong nim trong khoang tir 50 dén 200pug mdi ngdy. Theo
cic phuong an dugc vu tién khéc, selen dugc st dung & lidu lwong hang ngay nim trong
khoang tir 100 dén 200pg cho mdi ngay. Céc 1idu lvgng nim ngoai khoang 25 dén 600ug
c6 thé duoc sir dung. Theo mot sb phuong én, lidu don cta selen (vi du, selen hoa tan,
selen hoa tan trong nudc, cdc SGP, v.v.) dugce st dung mot 1an hang ngay. Theo cic
phuong 4n khéc, 2, 3, 4 lidu lugng, hoic nhiéu hon c6 thé duge st dung mdi ngay (vi
du, mdt 1an vao budi sang va mot 13n vao budi tdi, hosic mot 1an mdi 4 dén 6 gid). Vi du,
theo mot sd phwong 4n, selen (vi du, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéc, cic SGP,
v.v.) duoc sir dung cho dbi twong trong ba lidu riéng biét, nhidu hon ba lidu riéng biét,
hai liéu riéng biét, hoic it hon hai lidu riéng biét. Theo mdt s6 phuong an duoc uu tién,
lidu hang ngay duoc sir dung trong vién nang giai phong theo thoi gian. Theo mot sd
phuong én dugc uu tién, lidu hang ngdy ctia selen nim trong khoang tir 25 dén 75pg (vi
du, selen hoa tan, selen hoa tan trong nudc, cac SGP, v.v.). Theo cac phuong an duge
wu tién khéac, lidu hang ngay cua selen b%mg 200pg (vi dy, selen hitu co, ndm men dugc

selen hoa, SEL-PLEX, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéc, cic SGP, v.v.).

Dugc phim theo sang ché c6 thé duoc sir dung theo nhiéu céch, phu thudc vao
viéc didu tri cuc bd hay toan than dugc mong mudn va khu vuc can duoc didu tri. Viée
stt dung c6 thé 13 tai chd (bao gdm mét va mang niém mac ké ca phan phdi qua am dao
va truc trang), phéi (vi duy, béng cach hit hodc bom bt hodc sol khi, ké ca béng 6ng
phun; trong khi quan, trong miii, biéu méb va qua da), qua dudng miéng hodc ngoai
dudng tiéu hoa. Viéc st dung ngoai duodng ti€u hoéa bao gdm tiém hodc truyén theo
duong tinh mach, trong dong mach, duéi da, trong bung hoéc trong co; hodc vi€c st
dung trong s, vi du, trong v6 hodc trong ndo thit. Ché phdm va cong thirc phéi tron

chira selen dugc tin 1a dic biét 12 hiru ich dé st dung qua dudng miéng.

Cong thirc phéi tron va ché phém duoc, dugc phém dinh dudng, va/hodc ché
phdm bd sung chtra selen (vi dy, chira SGP) dé str dung tai chd c6 thé bao gbém miéng
dan qua da, thudc md, kem 16ng, kem, gel, thube nudce, thude dan, thube phun, chét long
va bot. Chét mang dugc thong thuong, nén chtra nuéc, dang bdt hodc dang dau, chét

lam d3c va cac chat twong ty ¢6 thé 1a can thiét hodc mong muon.

Ché phim va cong thic phéi tron dé st dung qua dudng miéng bao gbm bot hoic

hat, hdn dich hozc dung dich trong nu6c hodc moi truong khong chira nude, vién nang,
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tai hodc vién nén. Chét lam dic, chét tao huong, chét pha lodng, chét nhii hoa, chét trg

phén tan hodc chat két dinh c¢6 thé dugc bo sung n€éu mong mudn.

Ché phdm va cong thirc phéi tron dé str dung ngoai dudng tidu hoa, trong vo hodc
trong néo thit c6 thé bao gdm dung dich gbc nudce tinh khiét ma c6 thé ciing chira chét
dém, chét pha lodng va cic chét phu gia thich hop khac nhu, nhung khong gidi han &,
chit ting cudng tinh thAm, hop chit chit mang va cac chit mang hoic t4 dugc duoc

dung khéc.

Nhu vy, theo mot sé phuong 4n, duge phém, duoc phim dinh dudng, va/hodc
ché phim bd sung theo séng ché bao gbm, nhung khong gii han &, dung dich, nhil
tuong, va ché phim chtra liposom. Céc ché phim nay c6 thé dugc tao ra tir nhiéu thanh
phin bao gdm, nhung khong giéi han &, chét 1éng da duoc tao hinh trudc, chét rn tu

nhii hoa va chat ban ran tu nhii hoa.

Dugc phim, duoc phim dinh dudng, va/hogc ché phdm bd sung theo sang ché,
ma c6 thé c¢6 mit thuan tién & dang lidu luong don vi, ¢ thé duogc bao ché theo céc ky
thuét thong thuong da biét 13 trong nganh cdng nghiép dugc pham. Céc k§ thuat nay
bao gdm bude cho cac thanh phén hoat tinh tiép xtc véi (cac) chit mang hoiic (cic) t4
duoc dung trong dwoc phdm. Nhin chung, ché phim duoc didu ché bing cach cho cic
thanh phin hoat tinh tiép xtic ddng déu va k¥ véi chét mang 16ng hogc chit mang ran da

duoc nghién min hodc c hai, va sau do, néu can, tao hinh san pham.

Theo mot s6 phuong 4n, ché phim chira selen (vi dy, selen hoa tan, selen hoa tan
trong nudc, SGP) theo sang ché c6 thé duogc bao ché thanh dang lidu lugng bit ky trong
s6 nhidu dang lidu lugng c6 thé c6 nhu, nhung khong gidi han ¢, vién nén, vién nang,
xi r0 léng, gel mém, thudc dan, va chét 1ong dung dé thut. Ché phim theo sang ché ciing
¢6 thé dugc phdi tron & dang céc hat nano giai phong theo thoi gian (vi dy, vién nang
nano), bong, liposom, polyme (vi du, polyme dugc khéc phan to¢ (MIP), polyme giai
phéng cham c6 kha ning phéan hily sinh hoc, polyme dang polycation, v.v.. Ché pham
theo séng ché ciing c6 thé duge phdi tron & dang hdn dich trong mdi trudng trong nuéc,
khong chira nuéc hodc mdi truong hdn hop. Hon dich trong nude ¢6 thé chira thém cic
chit ma 1am ting dd nhét cla hdn dich bao gém, vi du, natri carboxymetylxenluloza,
sorbitol va/hoic dextran. Hdn dich c6 thé ciing chtra chét 1am bn dinh. Theo mdt phuwong

4n ctia sang ché, dugc pham, va/hodc ché phdm b6 sung c6 the duge bao ché va dugc sir
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dung dudi dang bot. Bot bao gém ché phém nhu, nhung khong gidi han &, nhil tuong,
vi nhil trong, kem, thach va liposom. Mdc du gan nhu twong tu vé tinh chét, cac ché

phim nay khac nhau vé thanh phan va d6 dic ctia thanh phim.

Ché phém chira selen (vi du, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéc, SGP, v.v.)
theo sang ché ngoai ra c6 thé chita cac thanh phan phu thém khac thudng duge tim thdy
trong duoc phim. Nhu vy, vi dy, ché phdm c6 thé chira cic nguyén liéu bd sung c6
hoat tinh vé mit dugc hoc, twong thich, nhu, vi du, chét tri nglra, chit 1am se, chét gay
té cuc bd hodc cac chit khang viém, hoic c6 thé chtra nguyén liéu bd sung c6 thé sir
dung trong phdi tron vat ly cac dang lidu lvgng khéc nhau cia ché pham theo séng ché,
nhu thuéc nhudm, chét tao huong, chét bao quén, chit chéng oxy hoa, chit 1am my, chét
lam dic va chit 1am dn dinh. Tuy nhién, cic nguyén liéu nay, khi dugc bd sung, phai
khong can tré qua mic hoat tinh sinh hoc ctia cac thanh phén ctia ché phim theo sang
ché. Ché phém ¢6 thé dugce lam v tring va néu mudn, duge trén véi chét phuy tro, vi
du, céc chét boi tron, chit bao quén, chét 1am bn dinh, chit thAm uét, chét nhii hoa, mubi
dé tac dong dén ap suit thAm thau, chit dém, chit tao mau, chét tao huong va/hoic chét
thom va céc chit twong ty ma khdng tuong tac theo cach c6 hai véi (céac) axit nucleic

cuia ch€ pham.

Theo mot sb phuong é4n, sang ché d& xuét duoc phém, dugc phém dinh dudng,
va/hogc ché phdm bd sung chira (a) mot hodc nhiéu dang cua selen (vi du, SGP (vi du,
phan doan SGP phy thudc pH), selen hoa tan, selen hoa tan trong nuée, SEL-PLEX ) va
(b) mét hogc nhidu chét khéc (vi du, chit dinh dudng, chét khodng, chit tri ligu, v.v.).

Sang ché con bao gbdm céc phuong phap c6 lién quan dén viéc ddng st dung cic
hop chit chira selen (vi dy, selen hoa tan, selen hoa tan trong nudce, SGP, v.v.) dugc mo
ta trong ban mo ta nay véi mot hodc nhidu chit c¢6 hoat tinh bd sung (vi du, chét tri lidu
(vi duy, chét tri liéu ung thu, chét tri liéu bénh Alzhcimer), chit chéng oxy hoa, v.v.).
Trén thuc té, khia canh khéc cua sang ché d& xuét cac phuong phap dé tang cudng cac
tri lidu va/hodc dugc phim, duge phadm dinh dudng, va/hodc ché phdm bb sung bang
cach déng st dung ché phém chira selen (vi du, selen hoa tan, selen hoa tan trong nudec,
SGP (vi du, phan doan SGP phy thudc pH), v.v.) theo sang ché vé6i duoc phdm dé ngin
ngtra hodc tri li€u, dugc phidm dinh dudng va/hodc chéit bd sung. Trong cic quy trinh
ddng st dung, cac chét c6 thé duge st dung dong thoi hoic lién tiép. Theo mdt phwong

an, hop chit dugc mb ta trong ban md ta nay dugce st dung trude (cac) chét c6 hoat tinh
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khac. Ché phdm va cich thtrc stt dung c6 thé 1a bét ky trong sb cac ché phdm va cach
thirc sir dung duoc néu trén ddy. Ngoai ra, hai hodc nhidu ddng chit dugc ddng sir dung,
mdi chét c¢6 thé dugc st dung bang cach sir dung céc cach thirc khdc nhau hodc cac ché
phadm khéac nhau. Theo mot sd phuong 4n, ché phim theo sang ché duoc dong st dung

véi viée di€u tri ung thu.

Do d6, theo mdt sé phuong an, ché phidm chira mot hoic nhiéu dang cua selen
(vi du, SGP (vi du, phan doan SGP phu thudc pH), selen hoa tan, selen hoa tan trong
nude, SEL-PLEX ) dugc sir dung toan than hodc cuc bo dé tc ché sy tdng sinh té bao
kh&i u va sy hinh thanh mach, va/hodc gdy chét té bao khéi u & cac bénh nhan bi ung
thu. Vi du, theo mdt sb phuong an, ché phdm chita phan doan SGP phy thudc pH (pH
4,0) cua nidm men dugc 1am gidu selen (vi dy, SEL-PLEX) duogc st dung cho d6i tuong
trong didu kién sao cho su biéu hién ciia mot hodc nhidu gen c6 lién quan dén ung thu/sy
phat tridn va/hodc di can ctia khdi u dugc didu hoa (vi du, dugc didu hoa ting hodc dugce
didu hoa giam) theo cach c6 loi & d6i twong (Xem Vi du 4). Ché phém c6 thé dugce sir
dung qua duong tinh mach, trong vo, frong bung cling nhu qua dudng miéng. Ngoai ra,

chung ¢6 thé dugc sir dung mot minh hodc két hop véi cac thude chdng ting sinh khac.

Khi hén hop duge du dinh, dy dinh rang sang ché khéng bi gi6i han béi tinh chét
cu thé cua hdn hop. Sang ché bao gdm céc hdn hop dudi dang cac hdn hop don gian
cling nhu céc thé lai hoa hoc. Vi du vé thé lai hoa hoc 14 thé lai trong d6 ché phém chtra
mot hodc nhiéu dang cta selen dugc lién két cong hoa tri voi chit mang dich ho#c voi
chét c6 duoc tinh. Viée lién két cong hoa tri ¢6 thé dugc thyuc hién bai bat ky mot trong

s6 nhiu hop chét lién két ngang c6 sin trén thi trudng.

Du dinh ring sang ché khong bi giéi han & tinh chét cu thé cua ché phém tri licu.
Vi duy, ché phim nhu vay c6 thé dugc tao ra cung v6i chét 16ng c6 kha nang dung nap
vé& mit sinh 1y, gel hoic chét mang rén, chit pha lodng, chét phu trg va ta duge.

Céc ché pham tri liéu nhu vay c6 thé duoc st dung cho dong vat c6 va dé sir dung
trong thu y, nhu véi dong vat dugc nudi trong nha hodc trong trang trai, va sit dung lam
sang & ngudi theo cach twong tu voi cac chét trj liéu khéc. Nhin chung, liéu lugng can
cho hiéu qua tri li¢u s€ thay dé6i theo loai str dung va céch thirc st dung, cling nhu céc

yéu cau cu thé ctia cac vat chi riéng ré.

Ché phém nhu vay thuong duge bao ché duéi dang dung dich hodc hdn dich 16ng,
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hodc & dang chit rdn. Ché pham ding qua dudng miéng cho bénh ung thu thuong s&
bao gdm cac chit phu gia thuong duge sit dung nhu vay nhu céc chét két dinh, cht don,
chét mang, chét bao quén, cac chét 8n dinh, chét nhii hoa, chit dém va ta dugc nhu, vi
du, loai dung trong dugc phém cuia manitol, lactoza, tinh bdt, magie stearat, natri sacarin,
xenluloza, magie cacbonat, va cac chét tuong tu. Cac ché phém nay & dang dung dich,
hén dich, vién nén, vién tron, vién nang, ché phém giai phong kéo dai, hodc bot, va

thudng chira 1%-95% thanh phan hoat tinh, t6t hon néu 14 2%-70%.

Ché phim ciing dugc bao ché dudi dang dung dich tiém dugc, hoic 1a dung dich
hodc hdn dich 16ng; dang rén thich hop cho dung dich trong, hodc hdn dich trong, chét

long trude khi tiém ciing c6 theé dugc bao cheé.

Ché phém theo sang ché thudng dugc tron véi chét pha lodng hoic ta dugc ma
dung nap va twong thich vé& mit sinh 1y. Chét pha loang va ta dugc thich hop, vi du,
nude, nude mudi, dextroza, glyxerol, hodc cac chét twong tu, va hdn hop cla ching.
Ngoai ra, néu mudn, ché phim c6 thé chira lugng nhé cla cac chét phu gia nhu chét

thAm u6t hodc chit nhii hoa, chét 1am 6n dinh hodc chét dém d6 pH.

Nhidu cht tri liéu c6 thd duge sit dung trong séang ché. Vi du, cht tri liéu bt ky
ma c6 thé dugc déng st dung véi ché phdm chira mét hoic nhiéu dang cua selen theo

sang ché 1a thich hop dé sir dung trong sang ché.

Mot sb phuong 4n cia sang ché d& xuét viéc st dung cho ddi twong lugng hiru
hiéu cta ché phém chtra mot hodc nhiéu dang cua selen va it nhat mot chét chéng ung
thu (vi dy, chét chéng ung thu théng thuong, nhu, cac thubc hoa tri liéu, va/hoic tri liéu

chiu xa).

Co ché cua chit chdng ung thu thich hop 8 st dung cling vé6i sang ché bao gbm,
nhung khong gidi han 6, chét gay chét té bao theo chuong trinh, chét cam Gmg/gay ra su
t8n thwong axit nucleic, chét trc ché qu4 trinh tdng hop axit nucleic, chét anh huéng dén
su tao thanh vi cdu trac hinh 6ng, va chit anh hudng dén qua trinh téng hop protein hodc
d6 bn dinh cua protein.

Lé6p chét chdng ung thu thich hop @8 st dung trong ché phidm va phuong phap
theo sang ché bao gdm, nhung khong gi6i han &: 1) alkaloit, bao gbm, céc chat trc ché
vi cAu trac hinh 6ng (vi du, Vincristin, Vinblastin, va Vindesin, v.v.), chit 1am 6n dinh

vi cAu tric hinh 6ng (vi du, Paclitaxel (Taxol), va Docetaxel, v.v.), va chét tc ché chic

-30-



27006

ning chit nhiém séic, bao gdm, chit trc ché topoisomeraza, nhu, epipodophyllotoxin (vi
du, Etoposide (VP-16), va Teniposide (VM-26), v.v.), va chét nhim dich topoisomeraza
I (vi du, Camptothecin va Isirinotecan (CPT- 11), v.v.); 2) chét lién két ADN cong héa
tri (chét alkyl hoéa), bao gém, mu tac nito (vi du, Mechlorethamin, Chlorambuxil,
Xyclophosphamit, Ifosphamit, va Busulfan (Myleran), v.v.), nitrosoure (vi du,
Carmustin, Lomustin, va Semustin, v.v.), va cac chét alkyl héa khac (vi du, Dacarbazin,
Hydroxymetylmelamin, Thiotepa, va Mitocyxin, v.v.); 3) chit lién két ADN khong cong
hoéa tri (chét khang sinh khang khdi u), bao gdm, cac chét tc ché axit nucleic (vi dy,
Dactinomyxin (Actinomyxin D), V.V.), anthraxyclin (vi duy, Daunorubixin
(Daunomyxin, va Cerubidin), Doxorubixin (Adriamyxin), va Idarubixin (Idamyxin),
v.v.), anthracenedion (vi du, chét tuong tu anthraxyclin, nhu, (Mitoxantron), v.v.),
bleomyxin (Blenoxan), v.v., va plicamyxin (Mithramyxin), v.v.; 4) chit chéng chuyén
héa, bao gém, antifolat (vi du, Methotrexat, Folex, va Mexat, v.v.), chét chéng chuyén
héa purin (vi du, 6-Mercaptopurin (6-MP, Purinthol), 6-Thioguanin (6-TG),
Azathioprin, Acyclovir, Ganciclovir, Chlorodeoxyadenosin, 2-Chlorodeoxyadenosin
(CdA), va 2'-Deoxycoformyxin (Pentostatin), v.v.), chét dbi khang pyrimidin (vi du,
flopyrimidin (vi dy, 5-flouraxil (Adrucil), 5- flodeoxyuridin (FdUrd) (Floxuridin)) v.v.),
va xytosin arabinosit (vi dy, Cytosar (ara-C) va Fludarabin, v.v.); 5) enzym, bao gém,
L-asparaginaza, va hydroxyure, v.v.; 6) hormon, bao gém, glucocorticoit, nhu,
antiestrogen (vi du, Tamoxifen, v.v.), antiandrogen khong phai steroit (vi du, Flutamit,
v.v.), va céc chit ac ché aromataza (vi dy, anastrozol (Arimidex), v.v.); 7) hop chét
platin (vi du, Xisplatin va Carboplatin, v.v.); 8) khang thé don dong dugc lién hop véi
cac thude chéng ung thu, cac doc td, va/hodc nuclit phong xa, v.v.; 9) cac chét bién ddi
déap tng sinh hoc (vi dy, interferon (vi dy, IFN-a, v.v.) va interleukin (vi dy, IL-2, V.V.),
v.v.); 10) céc chét trj liéu mién dich da dugc thong qua; 11) yéu td ting trudng tao huyét;
12) chét kich thich su biét héa té bao khéi u (vi du, axit all-trans-retinoic, v.v.); 13) k¥
thuét tri liéu gen; 14) k¥ thuat tri liéu d6i nghia; 15) cac vacxin chéng khéi u; 16) céc tri
liu duge huéng chdng lai su di cin cua khéi u (vi du, Batimistat, v.v.); va 17) cdc chét

trc ché su hinh thanh mach khéac.

Theo cac phuong 4n dugc uu tién, sang ché dé xuat viéc dung luong hitu hiéu
cta ché phdm chira mot hodc nhiéu dang cia selen theo sing ché va it nhat mot chét

chdng ung thu thong thudng ma kich thich su chét t& bao theo chuong trinh va/hodc
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ngén nglra su ting sinh té bao ung thu cho dbi twong. Theo mot sé phwong én duge wu
tién, dbi tugng cé bénh dugc dic trung boi su di can. Theo cac phrong an duge wu tién
khac, sang ché dé xuit viéc ding luong hitu hiéu cua ché phim chira mét hodc nhiéu
dang cua selen va taxan (vi du, Docetaxel) cho d6i twong c6 bénh duogc dic trung bdi sy

biéu hién qua mirc cia (cac) protein ho Bel-2 (vi dy, Bel-2 va/hodc Bel-Xu).

Taxan (vi du, Docetaxel) 1a 16p chét hoéa tri liéu chéng ung thu hidu qua. (Xem,
vi du, K. D. Miller and G. w. Sledge, Jr. Cancer Investigation, 17:121-136 (1999)). Mac
du dy dinh ring séng ché khong bi gi6i han & co ché cu thé bit ky, su ché té bao do
taxan gy ra dugc tin 13 dién ra thong qua viéc lam n dinh vi cAu trac hinh 6ng gian
bao va su kich thich tiép theo con dudng gay chét té bao theo chuong trinh. (Xem, vi
du, s. Haldar et al., Cancer Research, 57:229-233 (1997)). Theo mot sb phuong an khac,
xisplatin va taxol dugc cu thé bao gém- dé str dung v6i ché phdm chtra mot hoic nhiéu
dang cua selen theo sang ché. Theo mot sb phuong 4n, duge phim bt ky thuong duoc
st dung trong tri liéu ung thu dugc str dung theo sang ché. Chét chéng ung thu thong
thuong thich hop dé sir dung véi ché phim chtra mot hodc nhiéu dang cta selen theo
sang ché bao gdm, nhung khong gi¢i han &, adriamyxin, 5-flouraxil, etoposit,
camptothexin, methotrexat, actinomyxin-D, mitomyxin C, hodc t&t hon nita néu 13,
xisplatin. Theo mdt s phuong 4n theo séng ché, didu tri tri liéu con bao gdm mot hodc
nhidu chét ma lién két ngang truc tiép véi axit nucleic (vi dy, ADN) dé tao diéu kién cho
viéc gy tén hai ADN dan dén chét hiép ddng, chdng ung thu theo sang ché. Vi du, chét
nhu xisplatin, va cac chét alkyl héa ADN khac ¢6 thé duoc st dung. Chét 1am tdn hai
ADN coOn bao gém hop chit ma céan trd su tai ban cia ADN, sy gian phén, va su két tap
ctia nhi®m sdc thé. Cac hop chét hoa tri liéu nhu vay bao gém, nhung khong gidi han 6,
adriamyxin, con dugc biét duéi tén doxorubixin, etoposit, verapamil, podophyllotoxin,
va céc chét twong tw. Céc hop chét nay dugc st dung rdng rai trong moi truong 1am sang
dé diéu tri ung thu, va dugc stt dung bang cach tiém lidu 16n qua dudng tinh mach & cac
lidu lwong nam trong khoang tr 25-75 M/* tai céc khoang thoi gian cach nhau 21 ngay
d6i v6i adriamyxin, dén 35-50 Mg/M? dbi véi etoposit qua dudng tinh mach hodc gép

d6i lidu lugng trong tinh mach qua dudng miéng.

Chét phé v& qué trinh tong hop va do chinh xé4c clia tién chat va cac cau tric siéu
phén tir nucleic axit cling dan dén su ton hai ADN va dugc st dung 1am chat hoéa tri li€u

trong séng ché. Nhidu tién chat axit nucleic da dugc phat trién. Dic biét hitu ich 1a céc
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chit ma da dugc thir nghiém siu rong va c6 sin mot cach d& dang. Nhu vay, chit nhu
5-flouraxil (5-FU) dugc st dung wu tién bédi cac mo khéi u, 1am cho chit nay dic biét
hitu ich dé nhdm dich cac t& bao khdi u. Lidu luong dwoc phan phdi c6 thé nim trong
khoang tir 3 dén 15 mg/kg/ngay, mic du cac lidu lwong khéc c¢6 thé thay dbi dang ké
theo nhiéu yéu td bao gém giai doan ctia bénh, tinh dé xir Iy cuia cac té bao duoc tri liéu,

muc d6 khang doi voi cac chat va cic y€u to tuong tu.

Theo c4ac phuong &4n dugc vu tién, chit chéng ung thu (vi du, yéu td chdng hinh
thanh mach duoc ban luén trong ban mo ta nay) dugc st dung trong sang ché 13 nhiing
chét c6 thé duge dong str dung véi ché phém chira mét hodic nhiu dang cua selen hoic
theo cach khéc dugc két hop véi ché phdm chira mot hodc nhiéu dang cuia selen sao cho
chang c6 thé duogc phan phéi vao dbi twong, md, hogic té bao ma khong gy tén hai dén
do chinh x4c cta tac dung chdng ung thu. DE& mo ta chi tiét hon v& cac chat tri liéu ung
thu nhu phtc hgp platin, verapamil, podophyllotoxin, carboplatin, procarbazin,
mechlorethamin, xyclophosphamit, camptothexin, ifosfamit, melphalan, chlorambuxil,
bisulfan, nitrosure, adriamyxin, dactinomyxin, daunorubixin, doxorubixin, bleomyxin,
plicomyxin, mitomyxin, etoposit (VP16), tamoxifen, taxol, transplatin, 5-flouraxil,
vincristin, vinblastin va methotrexat va cac chit chéng ung thu twong tu khic, ngudi c6
hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt nay c6 thé tham khao nhidu tai liéu huéng din
bao gém, nhung khong gi6i han &, Physician's Desk reference va Goodman and Gilman's

"Pharmaceutical Basis of Therapeutics" ninth edition, Eds. Hardman et al., 1996.
V. Chét chéng oxy héa

Theo mot s6 phuong 4n theo sédng ché, chét chéng oxy hoa dwoc dong sir dung
v6i ché phdm hodc cong thirc phdi tron theo sang ché. Sang ché khong bi gi6i han béi
loai ctia chit chdng oxy hoa dugc st dung. Trén thuc té, nhiéu chit chéng oxy hoa dugc
du dinh c6 thé sir dung trong séng ché bao gdm, nhung khong gi6i han &, diphenylamin
duoc alkyl hoa, phenylendiamin dugc N-alkyl hoa, phenyl-.alpha.-naphtylamin, phenyl-
.alpha.-naphtylamin dugc alkyl hoa, dimetyl quinolin, trimetyldihydroquinolin va ché
phdm oligome thu duge tir d6, phenolic khong tw do, hydroquinon dugc alkyl hoa,
thiodiphenyl ete dugc hydroxyl hoa, alkylidenbisphenol, thiopropionat, dithiocarbamat
kim loai, 1,3,4-dimercaptothiadiazol va dan xuét, hop chit ddng hoa tan trong diu, va
cac hop chét tuong tw, Naugalube RTM. 438, Naugalube 438L, Naugalube 640,
Naugalube 635, Naugalube 680, Naugalube AMS, Naugalube APAN, Naugard PANA,
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Naugalube TMQ, Naugalube 531, Naugalube 431, Naugard BHT, Naugalube 403, va
Naugalube 420, axit ascorbic, tocopherol bao gbm alpha-tocopherol, chit chéng oxy hoa
hoa tan trong nudc nhu hop chit sulfhydryl va din xuit cta ching (vi dy, natri
metabisulfit va N-axetyl-xystein), axit lipoic va axit dihydrolipoic, resveratrol,
lactoferrin, din xuét axit ascorbic (vi du, ascorbyl palmitat va ascorbyl polypeptit),
hydroxytoluen dugc butylat héa, retinoit (vi dy, retinol va retinyl palmitat), tocotrienol,
ubiquinon, chét chiét chira flavonoit va isoflavonoit va din xudt cua ching (vi du,
genistein va diadzein), chét chiét chira resveratrol va céc chét twong tu, hat nho, mau
ché xanh, vo cdy thong, keo ong, Irganox1010, 1035, 1076, 1222 (dugc san xuét boi
Ciba Specialty Chemicals Co., Ltd.), Antigene p, 3C, FR, Sumilizer GA-80 (dugc san
xuét boi Sumitomo Chemical Industries Co., Ltd.), beta-caroten, lycopen, vitamin C, E,

va A, va cac chat khac.

Mic db viée hiu co ché 1a khéng cin thiét dé thuc hién sang ché va sang ché
khong bi giéi han & co ché tac dong cu thé bét ky, theo mot sb phuong 4n, viéc st dung
ché pham chira selen (vi dy, selen hoa tan, SGP) cho d6i trong 1am thay dbi profin biéu
hién gen (vi du, TGFB1, MAPKS, CIR, UBE4A, SMPX, USP22, va PTP4Al) & dbi
trong. Theo mdt s& phuong 4n, viée st dung ché phim chtra selen (vi dy, selen hoa tan,
SGP) cho dbi twong 1am giam mirc hu hai ADN (vi dy, trong md néo (vi du, 16p v6 néo

méi), mb co, mé md, v.v.) cia doi tuong.

Theo mét sb phuong 4n, sing ché dé& xuit phuwong phap lam giam d¢ nhay cta
c4c t& bao vdi tinh gay ddc té bao ciia H,0, bao gbm st dung cho té bao ché phdm chira

selen (vi du, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéc, SGP, SEL-PLEX, v.v.).

Sang ché con dé xuét phwong phap 1am giam gbc superoxit & dbi tugng (vi dy, &
dbi twong trai qua ap luc oxy hoa) bao gdm sir dung ché pham (vi du, chét bd sung dinh
dudng) chita selen (vi dy, selen hoa tan, selen hoa tan trong nude, SGP, SEL-PLEX,
v.v.) cho dbi twong. Ngoai ra, theo mot s6 phwong 4n, séng ché d& xuét ring ddi tugng
nhén duogc ché phém chira selen nhét dinh (vi duy, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéec,
SGP, SEL-PLEX, v.v.) dugc ting cudong kha ning d6i pho véi ap luc oxy hoéa. Mic d
viéc hiéu co ché 1a khong can thiét dé thuc hién séng ché va sang ché khong bi gii han
& co ché tac dong bt ky, theo mot s6 phuong 4n, ddi twong nhén dugc ché phim chira
selen (vi du, chét bd sung cho thirc dn chira selen (vi dy, selen hoa tan, selen hoa tan

trong nude, SGP, SEL-PLEX, v.v.)) duoc ting cudng kha ndng d6i pho véi ap luc oxy
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hoéa do kha niang lwra chon dang cua selen (vi du, selen hoa tan, selen hoa tan trong nude,
SGP, SEL-PLEX, v.v.) dé lam thay ddi (vi du, lam gidm) m{rc do cta gbc superoxit &

d6i tuong.

Du dinh riang ché pham va phuong phép theo sang ché s& duoc sir dung trong
nhiéu modi trudng khac nhau, bao gdm, nhung khong gidi han &, nghién ctru va cac chén

doén 1am sang.
VI. Chét mang

Theo mdt sb phwong 4n, sing ché d& xult viéc phan phdi selen (vi du,
selenoglycoprotein) thong qua mot hodc nhiu chit mang bao gbm, nhung khong giéi
han &, c4c hat nano (vi dy, vién nang nano), bong, liposom, polyme (vi dy, polyme dugc
khic phan tir (MIP), polyme giai phong chdm, polyme dang polycation, va/hodc
polymerosom. Theo mot s6 phuong 4n, chét mang selen tao ra viéc st dung, nham dich,
va/hodc giai phong theo thoi gian hop chét chtra selen (vi du, selen hoa tan trong nude,
SGP) ¢ dbi twong (vi du, ngudi hodc dong vat). Theo mot s6 phuong 4n, chit mang (vi
du, polyme giai phong cham, vién nang nano, MIP, polymerosom, v.v.) tdng cudng su
phéan phéi cua hop chét chta selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan
trong nude, SGP, SEL-PLEX, v.v.) cho d6i twong. Theo mot s6 phuong 4n, chit mang
(vi du, polyme giai phéng chim, vién nang nano, MIP, polymerosom, v.v.) lam tdng dd
sinh kha dung ctia hgp chét chura selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan

trong nuéc, SGP, SEL-PLEX, v.v.) cho d6i tuong.

Sang ché khong bi gii han béi loai chéit mang dugc st dung. Trén thyc té nhiéu
chit mang c6 thé dugc st dung bao gdm, nhung khong gi6i han &, dendrime,
polymerosom, hat nano, polyme giai phéng cham, vién nang nano, polyme dugc khic
phén tr va/hodc céc loai chét mang khac (vi du, chit mang bit ky trong s6 cac chét mang
dugc md ta trong ban md ta nay). Theo mdt phuong an dugc uu tién, chit mang 1a
polyme giai phong chdm. Theo phuong dn dugc uu tién khac, chét mang 13 polyme dugc
khic phan tir. Theo phuong 4n dugc wu tién khéc nita, chit mang 13 polymersom dugc
st dung dé bao nang selenoglycoprotein. Sang ché khéng bi giéi han béi loai
polymersom dugc sit dung. Trén thuc té, polymersom bét ky da biét trong linh vuc k¥
thuét nay c6 thé dugc sir dung. Theo mot s& phwong 4n, polymersom bao gdm copolyme

khéi poly(etylen oxit) (PEO). Tuy nhién, sing ché khong bi gidi han bdi copolyme khéi
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nay. Copolyme khéi bt ky da biét c6 thé duoc sir dung, bao gdm, vi dy, poly(etyletylen)
(PEE), poly(butadien) (PB hodc PBD), poly(styren) (PS), va poly(isopren) (PI). Theo
mdt s& phuong 4n, polyme bao gdm copolyme hai khéi poly(e-caprolacton) (PCL). Theo
mdt s6 phwong 4n, polymersom bao gdm copolyme hai khéi gbe poly(etylen oxit)-khdi-
poly(e-caprolacton) (PEO-b-PCL). Theo mdt s6 phuong 4n, polymersom bao gdm
copolyme khdi ma 1a copolyme khéi ba khéi, bdn khéi, nam khéi, hoic it nhat sau khi. ,
Theo mdt s6 phuong 4n, polymersom thu dugc tir viéc lién hop poly(axit lactic),
poly(glycolit), poly(axit lactic-coglycolic) va/hodc poly(3-hydroxybutyrat) véi PEO.
Sang ché khong bi gi6i han béi kich thude clia selenoglycoprotein duge bao nang bang
polymersom. Nhiéu kich thuéc dugc st dung trong ché phim va phuong phép theo séng
ché bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, selenoglycoprotein dugc bao nang bang
polymersom ma c6 duong kinh khoang, 50-300 nm méc du selenoglycoprotein dugc
bao nang bang polymersom c6 dudng kinh 16n hon (vi dy, khoang 350 nm, 400 nm, 500
nm hoic 16n hon) va nho6 hon (vi dy, khoang 40 nm, 30 nm, 20 nm, hoéc nho6 hon) c6

thé dugc st dung.

Theo mot s phuong 4n, sang ché dé xuit vién nang nano va khdi cau MIP giai
phong c6 kiém soat SGP @8 tao ra ngudn cung cép selen hitu co 6n dinh va an toan (vi
du, polyme dugc khic phan tir (MIP), polyme giai phéng cham, v.v.) so v6i cac dang
khéc cta selen (vi du, nAm men duoc 1am gidu selen, SEL-PLEX, hodc selen v co dang
lidu don, vién nang hoic vién tron). Theo mot s6 phuong 4n, selen hoa tan trong nudéc,
selen hoa tan, va/hodc cdc SGP duge sit dung dé bao nang va phéan phdi selen hiéu qua
thong qua cac phuong phap phén phdi tién tién trong ban mé ta nay (vi dy, cdc hat nano
(vi du, vién nang nano), bong, polyme (vi du, polyme dugc khéc phén tr (MIP), polyme
gidi phéng cham, v.v.), va/hodc polymerosom). Theo mot s6 phwong 4n, cdc phuong
phép phan phéi tién tién trong ban mo ta ndy ting cudng do sinh khé dung cia selen da
duoc bao nang (vi du, cac SGP hodc selen hoa tan). Theo mot s6 phuong 4n, cac phurong
phéap phéan phéi tién tién trong ban mo ta ndy tao ra sy gidi phong chdm (vi duy, 12 gio,
24 gid, 2 ngay, 1 tuln, 2 tudn, 3 tudn, 10 tuén, v.v.) cua selen vao dung dich, dbi tuong,

huyét thanh, v.v..

Theo mdt sé phuong 4n, séng ché dé xuét polyme giai phong chim lam chit mang
cho ché phém chtra selen (vi duy, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nudc,

SGP, v.v.) theo sang ché. Polyme giai phéng chdm, nhu poly(axit lactic-axit co-glycolic)
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(PLGA), hodc polyme dang polycation, nhu, polyetylenimin (PEI), c6 thé duge st dung
1am chit mang. Theo mdt sb phwong 4n, polyme giai phong chim tao ra sy phén phbi
c6 kiém soat ché phém chtra selen (vi duy, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong
nuéc, SGP, SEL-PLEX, v.v.). Theo mét s& phuong 4n, sy phan phéi co kiém soét xay
ra khi polyme (vi du, PEI), du la ty nhién hay tdng hop, dugc két hgp mdt cach cén than
v&i ché phém chtra selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nude,
SGP, SEL-PLEX, v.v.) vatuy y cac chét c6 hoat tinh hozic khdng c6 hoat tinh khac theo
cach sao cho ché phém chtra selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong
nuéc, SGP, SEL-PLEX, v.v.) dugc giai phong tir nguyén liéu theo cach da duoc thiét ké
sin. Su giai phong ché phém chra selen (vi dy, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa
tan trong nude, SGP, SEL-PLEX, v.v.) c0 thé 12 khong ddi trong khoang thoi gian dai,
n6 ¢c6 thé 13 sy giai phong theo chu ky trong khoang thoi gian dai, hodc né ¢6 thé duoc
khéi phat boi moi trudong hodc cac bién cb bén ngoai khac. Theo mot sb phuong 4n, viéc
kiém soat phin phéi tao ra su tri liéu hiéu qua hon. Theo mot sb phuong é4n, viéc kiém
so4t phan phdi 1am loai bé nguy co tiém nang dbi véi ca viéc dinh lidu duéi ngudng
hodc dinh qua lidu. Céc wu diém khéc cta viéc sir dung hé phan phéi 6 kiém soét ¢
thé bao gdm viéc duy tri mirc selen trong khoang mong mudn, yéu cau vé sd 14n str dung

it hon, va sy ung thuin cia bénh nhén tang.

Theo mot s phuong 4n, sing ché @& xuét polymerosom lam chat mang cho ché
phém chira selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nude, SGP,
SEL-PLEX, v.v.) theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, polymersom dugc tao ra bang
cach str dung copolyme khéi téng hop amphiphil dé tao thanh mang bong, va ¢ ban
kinh ndm trong khoang tir khoang 50 nm dén khoang 10 um hoic 16n hon (Xem, Discher
et al. Journal of Physical Chemistry B (2002), 106(11), 2848-2854), tai liéu nay duoc
dwa vao ban md ta nay bang cach vién din). Theo mot s6 phuong 4n, polymersom chira
dung dich gbc nudc trong 18i cia chung va hitu ich dé bao nang va bao vé phan ti, nhu
ché phém chtra selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nudc, SGP,
SEL-PLEX, v.v.) va tuy y mdt hodc nhiéu thudc, enzym, céc protein va peptit khéc, va
manh ADN va ARN. Theo mét s phuong 4n, mang polymersom tao ra rao can vat ly
ma cach ly nguyén liéu dd dugc bao nang v6i nguyén liéu bén ngoai, nhu cac nguyén
lidu dugc tim thdy trong hé théng sinh hoc. Theo mot s6 phwong 4n, polymerosom cho

phép su gidi phong dugce dinh thoi gian clia cac ham luong trong 161 cua chung (vi du,
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ché phém chtra selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéc, SGP,
SEL-PLEX, v.v.)). Theo mdt s6 phuong 4n, viéc st dung céc polyme tdng hop dé tao
chu tric polymerosom 1am cho nha thiét ké c6 thé kiém soat céc dic tinh ctia mang va

vi vay kiém soat dugc tinh thim, téc d0 giai phong, d6 6n dinh va cac tinh chét khac.

Theo mot phuong 4n, ché phdm chira selen (vi dy, selen hoa tan, selen hoa tan
trong nudc, SGP) theo séng ché ¢6 thé dugc bao nang bén trong polymersom gdc
poly(etylen oxit)-khéi-poly(e-caprolacton) (PEO-b-PCL). Mic du viéc hidu co ché 1a
khong cén thiét dé thuc hién sang ché, va sang ché khong bi gidi han & co ché tac dong
bét ky, theo mot sb phuong an, PEO tao cho chit mang thu dugc do 6n dinh héa hoc va
co hoc in vitro duge ting cudng, do sinh kha dung in vivo dugc lam ting va thoi gian
ban hiy kéo dai trong vong tudn hoan mau. PCL, mdt nguyén lidu sinh hoc ¢6 thé cdy
ghép da duoc biét rd, tao thanh mang polymersom, va tao didu kién d& dang cho su phan
huy in vivo hoan toan va an toan cta san pham thu dugc bdi sy thity phén lién két este
cua no.

Theo phuong 4n khac, ché phdm chira selen (vi dy, selenoglycoprotein) theo sang
ché c6 thé dugc bao nang trong polymersom dugc tdng hop tir cac hdn hop tron 13n hodc
din xuét tinh khiét cua cac polyme khdi c6 kha ning phén hiy sinh hoc khéc thu dugc
tr viéc lién hop poly(axit lactic), poly(glycolit), poly(axit lactic-coglycolic) hodc
poly(3-hydroxybutyrat) véi PEO. |

Theo mot sb phwong 4n, séng ché dé xuét vién nang nano (Couvreur et al. Crit
Rev Ther Drug Carrier Syst. 2002; 19(2):99-134,., tai liéu nay dwoc dua vao ban mo ta
nay bang cach vién din) lam chat mang cho ché phdm chtra selen (vi dy, selen hitu co,
selen hoa tan, selen hoa tan trong nude, SGP, SEL-PLEX, v.v.) theo sdng ché (Xem, US
7,498,045, tai lidu ndy dugc dua vao ban md ta ndy bing cach vién din). Theo mot s6
phuong an, vién nang nano tao ra sy giai phong co6 kiém soét cua ché phdm chira selen
(vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéc, SGP, SEL-PLEX, v.v.)
trong qua trinh phén huy sinh hoc clia vién nang nano. Theo mot sb phuong 4n, vién
nang nano c6 chu ky ban ré phan huty sinh hoc nim trong khoang tir khoang 2 dén khoang
100 gio (vi du, khoang 2 gid...4 gio...6 gio... 12 gid...24 gio... 48 gid... 96 giv, v.v.).
Theo mdt sb phuong 4n, vién nang nano c6 kha nang phan huy sinh hoc theo séng ché
13 c6 kha ning thich (g vdi su giai phong co kidm soat ctia ché phdm chira selen (vi

du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuéc, SGP, SEL-PLEX, v.v.) va tuy
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vy nhiéu chét trj liéu dugc bao nang khéc, bao gbm cac dai phan tr, vao vong tudn hoan
in vivo cta déi trong trong qu4 trinh st dung. Ché phdm vién nang nano theo sang ché
duoc lam thich tng tiép dé bao nang ndng dd hiru hidu co tac dung tri lidu cta ché phém
chtra selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong nuée, SGP, v.v.) va
phan phéi chiing vao vong tudn hoan in vivo ctia thé nhan. Theo mdt sé phuong 4n, vién
nang nano bao nang ché phadm chtra selen (vi dy, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa
tan trong nudc, SGP, SEL-PLEX, v.v.) 12 mang bao gbm, vi du, copolyme clia polyme
axit polylactic va polyetylen glycol. Theo mdt s6 phuong 4n, vién nang nano dugce tao
thanh bdi qua trinh polyme héa mét phén cich cia monome hodc sy ling nano mit phan

cach cia polyme da dugc tao hinh trude.

Theo mdt s phuong 4n, sang ché dé xut polyme duoc khic phan tir 1am chét
mang cho ché phdm chira selen (vi du, selen hitu co, selen hoa tan, selen hoa tan trong
nuéc, SGP, SEL-PLEX, v.v.) theo séng ché (Mosbach. Trends in Biochemical Sciences,
Vol. 7, pp. 92-96, 1994., Wulff. Trends in Biotechnology, Vol. 11, pp. 85-87, 1993.,
Andersson, et al., Molecular Interactions in Bioseparations (Ngo. T. T. ed.), pp. 383-

394,)., US 5,959,050, tai liéu nay dugc dua vao ban md ta nay béng céch vién din
Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau dugc dua ra dé chirng t6 va minh hoa thém mdt sO phuong 4n va
khia canh duoc wu tién nhat dinh ciia sing ché va khong du dinh dugc hiéu 1a lam gidi

han pham vi cta sang ché.
Vidul

A. Piéu ché theo day céc selenoglycoprotein hoa tan tir SEL-PLEX bang céch

chiét axit va cac quy trinh két tia tiép theo

Binh phan ng ba c6 dung tich 4 L (thiét bi chiét# 1, xem Fig.1) dugc trang bi bd
phan khuéy co hoc, nhiét ké, va 16p phu dién dugc nap déy v6i 3 L H2O duoc khiy ion
va 50 ml HCI 0,3 N. Binh phan ung dugc gia nhiét dén trén 50°C va 600g SEL-PLEX
& 1600ppm dugc bd sung timg phéan trong khi c6 khudy. Sau khoang mot gid, nhiét do
dat dén 80°C va @) pH cta hdn hop 12 2,23. D6 pH dugc lam giam dén 1,5 bing cach
bd sung 13,5mL HC1 0,3 N. Binh phan tmg dugc duy tri gia nhiét va khudy trong 7 gio.
Do pH ctia hdn hop duoc kidm tra khoang mbi gio dé dam bao muc pH van con & 1,5.

Hdn hop sau phan tmg c6 tinh axit (pH 1,5) dugc phan b6 vao bdn lo ly tam dung tich
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1L va dugc ly tAm (thiét bi ly tAm#1, xem Fig.1) & 4000 RCF trong 20 phut & nhiét do
8°C. Dich ndi bé& mit (pH 1,5) va vién tron ran duoc thu gom. Dich ndi bé mat dugc bd
sung vao binh phan tng ba ¢b dung tich 3 L (thiét bi tron#1, xem Fig.1) trong bé da
(4°C), va dugc trang bi phéu nho giot chira NaOH 2N, bd phén khuéy co hoc va dién
cuc pH. NaOH 2N dugc bd sung timg giot vao dung dich trong khi ¢6 khudy cho dén
khi @6 pH ctia hdn hop dat dén 1,85. Trong qué trinh bd sung NaOH, chét két tha mau
tring duoc tao thanh. Tiép tuc khudy trong 30 phut va hdn hop lai dugce ly tAm (thiét bi
ly tim#2, xem Fig.1) tao thanh dich ndi b& mit va vién tron selenoglycoprotein. Vién
tron selenoglycoprotein dugc thu gom va duoc lam khd dong lanh (thiét bi 1am kho dong
lanh# 1, xem Fig.1 ) tao ra 1,635g chét két tha mau tréng. Dich nbi bé& mit & 46 pH 1,85
va vién tron dugc tao thanh ¢ d6 pH 1,5 duge b sung vao binh phan (g (thiét bi tron#2,
xem Fig.1) va dugc dit trong bé nuée da (4°C). Hon hop dugc khudy trong 30 phtit va
sau d6 dugc ly tAm (thiét bi ly tém#3,.xem Fig.1 va Fig.2), tao thanh phén can rén wét
va dich ndi bé mit & dd pH 1,6, sau d6 dugc st dung dé tao thanh cac SGP béi cac quy
trinh két ta phu thudc pH tiép theo (vi du, phan doan SGP pH 3,0, pH 4,0 va pH 6,0

nhu duge néu & phan duéi day).
B. Su két tia phu thudc pH cua selenoglycoprotein

Dich ndi bé mit c6 pH 1,6 dugc dit trong binh phan Gng (thiét bi tron #3, xem
Fig.2) va NaOH 2N duogc bd sung vao dung dich trong khi c6 khudy cho dén khi d6 pH
ctia hdn hop dat dén 3,0. Tiép tuc khudy trong 30 phit nita va hdn hop dugce ly tAm (thiét
bi ly tAim#4, xem Fig.2) tao thanh dich ndi bé mit va vién tron selenoglycoprotein. Vién
tron selenoglycoprotein & do pH 3,0 (SGP pH 3,0) dugc thu gom va dugc lam kho dong
lanh (thiét bi 1am kho déng lanh#2, xem Fig.2) tao ra chit két tha mau x4m nhat. Dich
ndi bé mit c¢6 do pH 3,0 dugc dit trong binh phan Ung (thiét bi tron #4, xem Fig.2) va
NaOH 2N dugc bd sung vao dung dich cho dén khi @6 pH cua dung dich ting dén 4,0.
Tiép tuc khudy trong 30 phit nita va hdn hop duge ly tm (thiét bi ly tAm#5, xem Fig.2)
tao thanh dich ndi bé mit va vién tron selenoglycoprotein. Vién tron selenoglycoprotein
& d6 pH 4,0 (SGP pH 4,0) dugc thu gom va dugc lam kho dong lanh (thiét bi 1am kho
dong lanh#3, xem Fig.2) tao ra chét két tha mau x4m nhat. Dich ndi bé mit c6 d6 pH
4,0 dugc dit trong binh phan Ung (thiét bi tron #5, xem Fig.2) va NaOH 2N dugc bd
sung vao dung dich cho dén khi d6 pH cua dung dich tang dén 6,0. Tiép tuc khudy trong
30 pht nita va hdn hop duge ly tim (thiét bi ly tim#6, xem Fig.2) tao thanh dich ndi bé
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mat va vién tron selenoglycoprotein. Vién tron selenoglycoprotein & d¢ pH6,0 (SGP pH
6,0) duoc thu gom va dugc 1am khé dong lanh (thiét bi 1am kho dong lanh#4, xem Fig.2)
tao ra chit két tia mau x4m nhat. Cac chét két tia tiép theo ma da dugc tao thanh duoc
thu gom bang cach ly tim. Dong nuéc thai c6 do pH 6,0 tur lan ly tAm cubi cing chira
mot sb seleno-peptit, manoza va glucoza oligosacarit (vi dy, ma c6 thé dugc sir dung
trong diéu ché méi trudng sinh trudng cia ndm men hodc chét dinh dudng khac). Quy

trinh nay khong tao ra chat thai gdy doc va than thién v6i mdi trudng.
Vidu?2
Téch va x4c dinh d3c diém SGP hoa tan

Vién tron chira phin cin rén & d6 pH 1,5 tao thanh bing cich chiét SEL-PLEX
béng axit duoc rira véi dich ndi bé mit & do pH 1,85 tu 14n chiét tht hai (Xem, Vi du,
1) @& 1am giam thé tich ctia nu6c dugc sir dung trong quy trinh, va @& hoa tan hau hét
cac SGP duogc gilt trong vién tron. Phén cin rén sau quy trinh ly tdm 1an tha ba & d6 pH
1,6 chira lvong dang ké cia selen va c6 thé dugc tron v6i mé méi ciia ndm men selen

trude khi duoc 1am kho dang phun, hoan toan st dung nguyén liéu ma dugc 14y dé chiét.

Tbng selen, % ham lugng protein, va khéi lwong ctia mdi trong sé cac phan doan
SGP dugc tinh trung binh sau ba 1an chiét tiép theo tir SEL-PLEX (Xem, Bang 1). C4c
phan doan SGP da duoc chiét tao nén tir 2,0 dén 2,5 % khdi lugng ctia SEL-PLEX va
tir 4,3 dén 5,75% cua téng selen ma c6 mit trong SEL-PLEX da dugc chiét so b9.

C6 mbi tvong quan duong gitta do pH clia cac phan doan SGP va khéi lugng
protein, diéu nguoc lai 1a ding d6i v6i ham luong selen téng (Xem, Bang 1).

Khéi luong protein trung binh dbi véi cac phan doan SGP nim trong khoang tir
khoang 65 dén 90 % khéi lugng, va néng do clia selen d6i v6i cing nhém céc phan doan
niam trong khoang tir khoang 2900ppm dén 4900ppm. Céc phan doan SGP chua tir 4
dén 37 % khéi lugng 1 thanh phan hydrat cacbon.

Bang 1. Két qua tinh trung binh tir ba 14n chiét tiép theo 600g SEL-PLEX

PopHcua  [Hamluong [Khéilwong [Khoi lugng
phén doan Se [ppm] protein [%] |[g]

1,85 4887 65,55 1,635

3,0 3836 76,04 5,652

-50-




27006

4,0 3250 87,74 3,634
6,0 2915 01,81 1,757

bién di gel cua phan doan SGP & d) pH 1,5 tao thanh bf?mg cach chiét SEL-PLEX
bing axit cho thdy ring cic bing twong ting véi protein khéi lugng phan tir cao hozic
protein mang thanh phan hydrat cacbon 16n véng mat. Su phan bd kich thuéc tuong tu,
v6i su trdi hon cta cac phan doan c6 khéi lugng phan tir thap, dugc phat hién bang cach
sir dung dién di mao din va protein khéi lwong phén ti thap tir 5,1kDa dén 12,2kDa

chiém nhiéu hon 90% khéi lugng ctia hdn hop.

Sic ky loai trir theo kich ¢& cta ba phan doan SGP & d6 pH 3,0, 4,0, va 6,0 trén

gel BIO- RAD P10 (thoi gian luu lén dén 6 gid) va trén gel BIO-RAD P30 (thoi gian
| luu it hon mot gio), thu dugce dinh dau voi thoi gian luu 5-10 phat va dinh sau, rdng, véi
thoi gian luu 35-60 phut. Dinh dAu chira protein nhiéu hon mét cach déng ké: tir 64,74
dén 75,24%, va ham luong selen 16n hon mdt cach dang ké: tir 2972 dén 4252ppm. Ham
luong clia protein trong dinh sau 1a thdp hon nhiéu: tir 31,66 dén 54,95% va ham luong
selen 1a thdp hon mdt cach dang ké: tir 1193 dén 1858 ppm. Loai séc ky nay co thé tao
ra cdc SGP voi ham lugng cao cta Se tir cac phan doan tho, va chirng to6 tinh ddng nhét

thip cua thanh phan hydrat cacbon trong céc hdn hop nay.

Sic ky loai trir theo kich c¢& trén nhya SUPERDEX Peptit 10/300 GL
(AMERSHAM Biosciences; khoang cit phan doan 7,0-100kDa) st dung 0,IM
AcONH4 (pH 7,5) dbi véi cac peptit khac nhau tir qué trinh tiéu hoa SEL-PLEX nho
tripxin, tao ra nhom céc dinh tuong tu dbi v6i mau SGP (10-100kDa va >100kDa) va
mAu rira giai hoan toan khac ddi v6i mau SEL-PLEX. Chi c¢6 céc dinh "dau", véi thoi
gian rira gidi dudi 20 phut, chtra selen. Dung moi rira giai chira selen dugc thu gom,
dugc 1am dong kh6 nhanh va dugc phén tich bang cach st dung k§ thuat SEC ICP MS,
MALDI TOF MS va nano ESI MS/MS. Céc két qua 12 bd sung va cho phép phat hién,
x4c dinh va giai trinh ty peptit chira selen. Viéc nhén dién cac protein da dugc phat hi¢n

thu dugc bai su tra ciru co s& dit liéu SwissProt (Xem Bang 2).

Bang 2. Seleno-peptit va selenoprotein tir qua trinh tiéu hoa chét chiét SEL-

PLEX bang tripxin d dugc nhan dién.
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Khoi lugng Khéi luon
 [Phén doan) peptit duge Trinh tu peptit dugc hén tir ¢
SEC dugc| phét hién ohén dién ; Protein P e
phan tich | (*°Se) [M + an die protein
H]+, Th (kDa)
653.39 GSDTMRSVSPIRSEQ ID NO: 1 _
2 ’ GSDTSeMRSVSPIR SEQ ID NO: Yir 190 wp 42
701,42 )
3 637,39 SGMSKK SEQ ID NO:3 Phosphatidylinositol 4 89
685,41 SGSeMSKK SEQ ID NO: 4 kinaza alpha
EVIGIDPSSAMLSIAEK SEQ ID
587,33 NO: 5
2 63535 | EVIGIDPSSASeMLSIAEK SEQ Yhr209wp 34
IDNO: 6
3 637,39 ASeMIVR SEQ ID NO: 7 Ribonucleaza III 77
1va2 402,10 DYSeMGAAK SEQ ID NO: 8 HSP 12 12
1va2 489,55 SIVPLSeMDR SEQ ID NO: 9 HSP 10 10
1va2 504,03 |SeMGHDQSGTK: SEQ ID NO: 10 SIP 18 18

Tinh chét bt ngd nhit cia phuong phap nay 1a & chd thanh phan protein ciia cac
phéan doan khac nhau thu dugc bdi cac phép tach sic ky (vi du, sic ky trao dbi fon, sic
ky loai trir theo kich ¢&) ciia cic phan doan SGP khdc nhau tir quy trinh két tha phu
thudc pH, 1a gidng hoidc rit tuong tu, v6i cdc phuong phép dién chuyén (dién di gel va
dién di mao din) d3 dugc 4p dung. Nhu dugc néu trong ban md ta nay, viéc chiét
selenoglycoprotein tir ndm men dugc lam giau selen 1a thanh cong & do pH thap (vi du,
1,5). Méc du viéce hidu co ché 1a khong can thiét dé thyuc hién sang ché va sang ché khong
bi gi¢i han & co ché tac dong bét ky, theo mdt s6 phuong 4n, trong diéu kién axit dugc
str dung dé chiét SGP, 15i protein khdng bi thiy phén dang ké va cht yéu van con & dang
ban dau cta n6. Theo mdt sb phuong 4n, cac phan doan selenoglycoprotein phu thudce
pH cta SEL-PLEX (vi dy, SGP pH 3,0, SGP pH 4,0, SGP pH 6,0) dugc tao ra va dugc
str dung (vi du, mot minh hodc két hop véi chét khac) cho dbi twong (vi du, dé phan phbi

selen hitu co cho d6i tuong (vi dy, thong qua dudng miéng)).
Vidu3
So sanh d6 sinh kha dung

Céc con ga con duge cho an trong 18 ngay v6i bay cach xur ly khau phan in khéc
nhau (xem cac Bang 3 va 4) d8 so sanh do sinh kha dung cia selen tir su két tiia phuy

thudc pH cua cdc SGP tur chét chiét axit SEL-PLEX bang c4ch z4c dinh ham lugng selen
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trong co Urc cua ga:

Bang 3. M6 ta ché phdm va chét dinh dudng ctia khau phan in

co s&
Thanh phan %
Ngbd 57,80
Bot dau tuong (48%) 35,00
Dau ngd 3,20
ba voi 1,30
Dicanxi phosphat 1,80
Mubi | 0,45
Hbn hop Vitamin-Khoang chit (khong c6 Se) 0,25
DL-Methionin 0,20
Téng | 100
Chét dinh dudng
ME, kcal/kg ~ 300
CP, % 21,5
Ca, % 1,00
P c6 sén, % 0,45
Lysin, % 1,21
Methionin, % ' 0,54
Met + Cys, % 0,89
Na, % 0,20

-53-



27006

Bang 4. Cac xtt Iy khau phan in

Xt ly - Thanh phan
1 (Di chung) Khéu phan an co sé ngd-dau trong khong bo sung Se
2 (SS) Co so + 0,3ppm Se dudi dang natri selenit
3 (SP) Co sd + 0,3ppm Se dudi dang SEL-PLEX
4 (pH 1,85) Co s& + 0,3ppm Se dudi dang phan doan két tia & do pH 1,85
5 (pH 3,0) Co s¢ + 0,3ppm Se dudi dang phan doan két thia & d6 pH 3,0
6 (pH 4,0) Co so + 0,3ppm Se dudi dang phan doan két tha & d6 pH 4,0
7 (pH 6,0) Co s& + 0,3ppm Se dudi dang phan doan két tha & d6 pH 6,0

Nhu dugc thé hién trong Bang 5, ga duoc cho #n khiu phén #n dugc bd sung
phéan doan SGP pH 4,0 hodc pH 6,0 hdu nhu tich lity cing luong ldng dong selen & mo
co T s0 v6i ga duge cho an khiu phan #n duge bd sung SEL-PLEX (SP). So v&i ddi
chimg, mitc Se & mo cta ga dugc cho dn khéu phén an SP va & ga dugc cho in khéu
phén in duge bd sung phan doan SGP pH 4,0 ho#c pH 6,0 13 cao hon hai 14n so véi ga
nhan duoc thirc an duoc bd sung natri selenit. Nhu viy, sang ché dé xuit, theo mot sb
phuong 4n, rang SP, cling nhu phan doan SGP SP con (vi dy, pH 4,0 va pH 6,0) 1a ¢6
tinh sinh kha dung khi dugc dung cho ddi tuong (vi dy, theo mot sé phuong an, SP, SGP
pH 4,0 hodc SGP pH 6,0 la c6 tinh sinh kha dung 16n hon (vi dy, 2 14n hodc 16n hon 2
14n) so véi selen vo co (vi dy, natri selenit) khi duge dung cho d6i tuong (vi dy, nhu

duge chimg 6 boi sy phan phéi selen dén mo cua ddi tugng)).
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Xa ly Se, ppm

1-Béi .
ching 98,9
2-SS 137,34
3-SP. 327,62
4 - pH 1,85 214,8€
S-pH3.0 257.7°
6-pH4,0 326,62
7-pH 6,0 305,42

Bang 5. Anh huéng ctia ngudn Se trong khiu phan an dén ham luong Se & co

* Gia tri v6i céc chit cai khéc nhau biéu thi ring cic két qua 1a c6 ¥ nghia
v& mat théng ké (P<0,05).
Vidu4

A. Anh huéng ctia cac ngudn selen khac nhau trong khau phan an dén profin biéu
hién gen & co tc clia ga gio

MO co e tir cac con ga néu trong Vi du 3 dugc su dung dé danh gia do tuong tu
va do khac nhau trong profin biéu hién gen dugc goi ra boi cac xur ly khau phan #n sau
day: Xt ly 1- co s¢ (d6i chimg); Xir ly 2- Pbi chimg + 0,3 ppm natri-selenit (SS); Xt
Iy 3- Bdi chimg + 0,3 ppm SEL-PLEX; Xt ly 6-0,3 ppm phan doan SGP duoc chiét tir
SEL-PLEX (SP) & @6 pH 4,0. Phan doan SGP pH 4,0 dugc phén tich vi né tao ra muc
lang dong selen trong md (rc hau nhu gidng hét so véi mirc thu duogc v6i SP (Xem, Bang
5). Nhu vy, cac thir nghiém dugc tién hanh trong qué trinh phét trién cic phuong 4n
cua sang ché dé x4c dinh xem dong vat nhan dugc phin doan SGP pH 4,0 c6 céc tac
dung in vivo tuong tu (vi dy, cdc thay ddi sy biéu hién gen) quan sat dugc ¢ dong vt
dugce cho dn SP hay khong, hodc dé xac dinh xem liéu c6 tdn tai sy khéc biét dang ké,

c6 thé x4c dinh duoc hay khong.
Dong vat va Léy mAau mo:

Vao 18 ngay tudi, nim con ga tir mdi nhém xir ly (dugc néu trén ddy va trong
c4c Bang 3 va 4) dugc chon ngu nhién va dugc lam chét khong dau don biang cach lam
ngat bang khi agon, sau d6 1a 1am trat khép ¢b. MAu mé co tre (1 gam) duoc 14y ra nhanh
chéng va dugce lam dong lanh nhanh trong nito 1ong. Mau dugc bao quan & nhiét do -

80°C cho dén khi dugc phan tich.

Phan tich vi mang:

-55-



27006

ARN tdng cong dugc tach riéng khéi md da duge dong lanh bang cach sit dung
chét phan tmg TRIZOL (INVITROGEN, Carlsbad, CA) theo protocol ctia nha san xudt
va duge tinh ché bing cach sir dung bo kit RNEASY (QIAGEN, Valencia, CA). ARN
tdng cong duoc dinh lugng boi sy hép thu & 260 nm va tinh toan ven duge x4c nhén béi

su dién di trén gel agaroza va nhudm mau ethidi bromua cdc bing 28S va 18S.

Viée x4c dinh profin vi mang duge tién hanh bang céach sit dung AFFYMETRIX
(Santa Clara, CA) Genechip Chicken Genome Array theo protocol do nha san xuét dua

ra.

Dit liéu duoc xtt Iy va mdi bd mau do duge danh diu 13 P (c6 mit), M (mép) hodc
A (ving mit) dua trén ty 1€ tin hiéu so v6i cuong do nhiéu st dung thuat toan tom luge

biéu thitc AFFYMETRIX MASS5.0.
Phéan tich tin sinh hoc:

Genpring GX 10.0 (Silicon Genetics, Redwood, CA) dugc st dung dé x4c dinh
va chuén héa dit liéu vi mang va dé thuc hién cc phan tich théng ké va miu biéu hién
gen.

Pé 1am giam thiéu kha ning phat hién nham 14n, bd miu do véi cudng do tin hidu
thp (duoc d4nh ddu 13 “Ving m3t’ béi thuat toan MAS5.0) dugc loai trir khoi phan tich
tiép theo. Profin biéu hién gen da loc sau d6 dugc cho qua ANOVA mét chidu dé nhan
dién bé mau do ma duoc biéu hién mét cach khéc biét gifta cdc nhoém va sau d6 1a thir
nghiém post hoc dé x4c dinh cac gen ma dugc 1am thay d6i mot cach déng ké béi viec
xtt Iy bang selen so voi d6i chimg. Chi cac gen ma khac voi Déi chung (P < 0,05) va ¢

su thay dbi s6 1an cudng do tin hiéu twong tng (FC) > 1,2 méi dugc cho 12 thay dbi.

Pé biéu thi bing mét thudng tic dung cua céc xir Iy khau phin in dén profin bidu
hién gen & mo co uc, 693 gen ma dugc xéac dinh 1a dugc biéu hién mot cach khéc biét
(ANOVA, p<0,05) dugc tién hanh két cum phan ting khong dwgc giam sat dya trén ca
mang va gen. Nhu dugc néu chi tiét ¢ trén, phan doan SGP pH 4,0 thu dugc truc tiép tir
SP, va cdc nhom xi ly khéu phz‘?m an nhin duoc SP hoac phan doan SGP pH 4,0 thé hién
mirc 1ang dong selen (d9 sinh kha dyung) trong md co {rc ctia ga gin nhu giéng hét (Xem,
Bang 5, ¢ trén). Nhu vay, dugc mong doi ring c4 hai nhém xtt 1y selen (phén doan SP
va SGP pH 4,0) s& thé hién sy thay dbi biéu hién gen gidng hét hosic rit trong tu. Tuy

nhién, va kha ngac nhién, &nh hudng ro rang cia khau phan dn dén profin bi€u hién gen
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duoc quan sat thiy gitta hai nhém xit Iy (xem Fig.3). Cu thé, sy khac biét dang ké duoc
quan st thay gitra profin biéu hién gen ctia nhém xit Iy SP so v6i nhém xtt Iy phén doan
SGP pH 4,0, trong do6 phén 16n cac gen dwoc phan tich dép tng khéc nhau v6i hai nhém
xtr . Su thay dbi 16n nay trong profin biéu hién gen gay ra béi su xit Iy SP so véi xir
1y phan doan SGP pH 4,0 1a hoan toan bét ngd va dwa ra sy hiéu biét sau sdc chua timg

6 trude diy vé dic tinh sinh hoc cia yéu to vet.

Vi duy, 693 gen duoc diu hoa khac nhau (P<0,05, ANOVA) dugc cho qua sy két
cum phén ting khong dugc gidm sat dya trén c4 mang va gen. Trong ban d6 nhiét duoc
thé hién trén Fig.3, profin biéu hién gen dugc chuén héa duge thé hién bang cc mau
sic ma phan 4nh su thay dbi bidu hién so v6i gié tri trung binh clia mdi gen; mau tring,
den hozic x4m 14n luot bidu thi mic thay d6i cuong do biéu hién bi giam, dugc ting hodc
khong c6 mic thay déi cudng do biéu hién. Thu dd & phia trén clia ban dd nhiét phan
anh muc do twong ty trong céc profin biéu hién gifta cidc nhém xit 1y, trong khi d6 thu
d6 phia bén trai bidu thi do khac nhau trong kiéu biéu hién ctia cdc gen riéng ré&, trong
sb tAt ca céc xut ly. Chidu dai cia thu db thé hién trén Fig.3 twong Gmg véi mirc khong

tuong tu gitta 14 cum (thu dd ngén biéu thi mtc twong tu 16n hon).

Céc anh hudng khac nhau ctia phan doan SGP pH 4,0 va SP dén profin biéu hién
gen trong co trc dugc phén tich tiép bing cach so sanh s6 lugng gen bi thay d6i mot cach
dang ké (P <0,05, FC >1,2) béi phan doan SGP pH 4,0 (pH4), SP va natri selenit (SS),
nhu duge biéu thi trong biéu dd Venn duoc thé hién trén Fig.4. C6 198, 173, va 283 gen
bi thay d6i mdt cach déng ké boi SP, pH4 va SS, mdt cach twong tmg. Chi c6 21 gen
duoc diéu hoa thong thudng bdi ca ba nhoém xir Iy Se, va 46 gen duge diéu hoa thong
thuong béi ca SP va phan doan SGP pH 4,0. C6 152 va 127 gen dugc lam thay d6i duy
nhét bai SP hoic phin doan SGP pH 4,0, mét cach tuong tng.

Vi dy, mot vai gen dugc xac dinh 1a duoc diéu hbé mot cach khac biét hoac thong
thuong trong mé co trc cta ga do két qua ciia cac Xir ly selen khéc nhau dugc thé hién
trén cac Fig. 5-7.

Protein dugc cam tmg boi yéu t6 ting truéng chuyén dang beta (TGFBI 68 kDa)
duoc tin 12 c6 lién quan dén cdc tuong tac té bao-nén, sy bam dinh, di tri va biét héa té
bao. Cac dot bién ciia gen ndy c6 lién quan dén mot sb dang loan dudng mang sing.

Protein kinaza 8 dugc hoat héa béi téc nhan gdy phin bao, (MAPKZS, con dugc goi la
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JNK1) 12 thanh phan ctia ho MAP kinaza. MAP kinaza tic dong nhu 13 diém tich hop
dbi v6i nhidu tin hiéu hoa sinh, va c6 lién quan dén nhiéu qua trinh té bao khac nhau

nhu sy ting sinh, biét hoa, diéu hoa phién ma va phét trién.

MAPKS ciing dong vai trd quan trong trong dap tng véi 4p luc oxy hoa té bao,
dé4p ing mién dich, ciing nhu sy chuyén héa hydrat cacbon va protein thong qua cc con
duong truyén tin hiéu insulin. Da biét rang sy hoat héa qua mitc cia MAPKS ¢6 thé gay

ra tinh khéang insulin thdng qua su phosphoryl héa co chét thu thé insulin 1(IRS1).

Fig.5 dua ra vi du vé gen (vi du, TGFBI va MAPK8) ma dugc didu hoa thong
thuong boi SS, SP va phin doan SGP pH 4,0. Fig.6 dua ra vi du vé gen (vi dy, thanh
phan bd sung 1R (CIR), va yéu tb ubiquityl héa E4A (UBE4A)) duoc diéu hoa thong
thuong bsi SP va phan doan SGP pH 4,0, nhung khong béi dugc diéu hoa bai SS. Thanh
phan bd sung IR (C1R) la protein lién quan dén thac bd thé ciia hé mién dich bam sinh
va su loai bd mam bénh. Viéc cai bién protein véi ubiquitin 1a co ché té bao quan trong
d8 nhim dich protein bit thuong hodc protein c6 doi séng ngin dé phan hiy. UBE4A
m3 héa ubiquitin ligaza loai hop chit U duge mo ta 1a yéu t6 ubiquityl hoa E4. UBE4A
duoc tin 13 ¢6 vai trd trong cdc quy trinh hoa sinh khac nhau ngoai quy trinh ubiquityl

hoa, bao gdm su sinh trudng va/hoic biét hoa.

Fig.7 dua ra vi du vé gen (vi du, protein co nho, peptidaza ddc higu ubiquitin va
duoc lign két X (SMPX) (USP22)) ma dugc diéu hoa duy nhat béi phan doan SGP pH
4,0. Protein co nhd, dugc lién két X (SMPX) 1a protein nhé duoc biéu hién dac' hi¢u
trong co van va dong vai trd quan trong trong su co co. Peptidaza ddc hiéu ubiquitin 22
(USP22) 1a gen lién quan dén céc qué trinh di héa protein phu thudc ubiquitin. USP22
da dugc cho thdy 13 chit diéu hoa duong dbi v6i su phat trién ctia khéi u. Su biéu hién
ting cua USP22 c¢6 lién quan dén su tién trién cia ung thu. Kha ning 1am giam hozc
kim ham su biéu hién cia USP22 c6 thé tao ra tac dung tc ché su phat trién cta khéi u
va/hoic sy tién trién cta ung thu. Vi dy, viéc lam giam sy biéu hién cia USP22 c6 thé
diéu hoa giam su biéu hién cia Mdm?2 va xyclin E, dan dén sy biéu hién dugc didu hoa
ting cta p53 va p21, dan dén su kim ham chu ky té bao va tic dung tc ché su ting sinh

té bao khoi u bang quang & nguoi.

Viéc kiém tra tiép theo vé kiu biéu hién gen duy nhét duge goi ra bdi phan doan

pH 4,0 trong md co dua ra bing chimg bd sung dbi v6i Ging dung tri lidu tiém ning clia
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cac dang héa hoc ctia selen trong phan doan nay (vi du, dé ngdn ngira hodc 1am chim sy

tién trién va/hodc su di cén cta khoi u).

Vi dy, gen KITLG (phéi tir ¢-KIT) mi héa phéi tir cta thu thé tyrosin-kinaza,
mot yéu t6 da tdc dong ma tic dung in utero trong sy phat trién cta t& bao mam va té
bao than kinh va sy tao huyét; cic quy trinh ma duoc tin 1 phan 4nh vai tro trong sy di
tra t& bao. Gén day, cac thay ddi trong gen KITLG di dugc phat hién ma dugc tin 1a ¢6
lién quan dén nguy co ting cia bénh ung thu tinh hoan (Kanetsky et al., 2009). Ngoai
ra, su biéu hién qué mirc ctia thu thé cling ngudn ciia KITLG, sin phdm gen giy ung thu
KIT, da duoc néu trong tai li€u trong caxinom té bao than ky mau va sy biéu hién cua
ca KITLG va KIT da duoc biét 1a c6 lién quan dén sy bién ddi ctia nguyén bao soi

NIH3T3 va sy phét sinh khéi u ctia ung thu phdi té€ bio nhé (Yamazaki et al., 2003).

Ngac nhién 13, da quan sat thdy ring mé co tir di twgng dugc st dung phan doan
pH4,0 didu hoa giam déng ké gen KITLG nhung mirc biéu hién ctia n6 khong bi anh
hudng boi cac xit Iy selen khic bao gdm SP, nguyén liu gbc dbi v6i phan doan pH 4,0

(Xem Fig.8).

Di cidn 1a nguyén nhén tir vong chinh trong hau hét cac bénh ung thu & ngudi va
1a qua trinh nhiéu budc trong d6 céc té bao tir khéi u ban dAu di tri qua nén ngoai bao,
di vao vong tudn hoan thong qua mach méu méi dugce tao thanh (sy hinh thanh mach

khéi u) va phan tan dén céc vi tri xa (thoat mach), trong d6 sy tang sinh lai bét dau.

Protein dugc lién két thu thé yéu t sinh truedng 2 (Grb2) 1a phén tir chil chét trong
su chuyén nap tin hi€u ndi bao. Protein nay c6 tinh quyét dinh dbi véi su tién trién cua
chu ky té bao va su di dong gbc actin va, do d6, cdc quy trinh phtic tap hon nhu su tao
hinh biéu md, su hinh thanh mach va su tao mach. Céc chic ning quan trong nay lam
cho Grb2 1a dich trj liéu d6i vdi cc phuong phép dugc thiét ké dé ngan ngira sy lan rong
ctia khdi u rin qua sy xam 14n va di can cuc bd. Trén thuc té, nhiéu nd lyc hién nay dugc
dinh hudng & viéc phat hién cdc con duong dé& phong bé hoic dbi khang Grb2 vi dugc
thdy rang ddy c6 thé 1a phuong phap chdéng di cin hidu qua (Giubellino, Burke and
Bottaro, 2008).

Nhu duge thé hién trén Fig.9, Grb2 duoc diéu hoa giam mot cach dang ké & pH
4,0 - dong vat da dugc xtt ly so voi dbi chimg va céac xir 1y selen khac, bao gbm natri

selenit va nguyén liéu selen gbc dbi véi pH 4,0; Sel-Plex.
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Hoat tinh chéng sinh ung thu tiém nang cia phan doan pH 4,0 khong bi gi6i han
& su diéu hoa giam cia céc gen c6 lién quan dén ung thu quan trong. Vi du, viéc lam
giam su biéu hién cia DNAJA3 & céc t€ bao ung thu vii da dugc quan sat thiy 13 ting
cudng su di tra ciia ching bang cach cho phép muc Interleukin-8 tang (Kim et al., 2005).
Két qua nay va céac két qua khac nita goi ¥ rang viéce ting cudng mirc Tidl (DNAJA3)

& céc té bao ung thu diéu hoa 4m sy di dong va kha ndng di cin cla ching.

DNAJA3 dugc diéu hoa ting manh trong md co trong cac thir nghiém dap Gng
v6i selen pH 4,0 (Fig.10), nhung vain khong dap ung, so véi didu kién db6i ching, trong
moé co tir ddng vat nhan dugc ngudn selen khéc.

B. Anh hudng ctia céc xit Iy selen khac nhau dén profin bidu hién gen & gan cua
ga gio |

Pé cb géng xé4c dinh dic diém thém v& cac anh hudng bét ngo dén su biéu hién
gen khac nhau ctia SP va phan doan SGP pH 4,0 va d8 x4c dinh xem sy diéu hoa biéu
hién ¢6 dugc mé rong dén cac md khic hay khong, cac nghién ctru sy biéu hién gen
duoc tién hanh nhu duge néu & trén trong Vi du 4(a). Thay cho mé co rc, md gan dugc
thu gom va dugc phén tich tir cac con ga néu trong Vi du 3. Ngoai cac nhom xir 1y duoc
bd sung SS, SP va phan doan SGP pH 4,0, profin biéu hién gen & gan clia ga tir cac
nhom xt 1y bd sung (phan doan SGP pH 1,85 (pH1,85), phén doan SGP pH 3,0 (pH3),
va phan doan SGP pH 6,0 (pH6) cling dugc xé4c dinh ddc diém va duge so v6i nhom xir
ly @bi ching.

Theo ciing protocol thit nghiém dugce néu trong Vi du 4(A), viée phén tich profin
biéu hién gen & gan tir cic d6i twong ciia mdi nhém xi Iy da nhén dién dugc 1520 gen
ma duoc thay d6i mét cach déng ké boi cac xtr 1y khu phan an khéc nhau (P < 0,01,
ANOVA). Phén tich sy két cum phan ting khong dugc gidm st cia cac gen ndy dugc
thé hién trén Fig.11 va cung clp céc bing chimg bd sung ring viée xir Iy bing cac ngudn
selen khac nhau gdy ra muc bién ddi 16n trong kha ning didu hoa su biéu hién gen. Ban
dd nhiét cta Fig.11 thé hién broﬁn bidu hién gen dugc chuin héa bing cac mau sic ma
phan anh céc thay dbi ctia su bidu hién so v6i gié tri trung binh ctia mdi gen; mau tréng,
den hodc xam 1an luot biéu thi mirc gidm, mirc ting hodc mirc khong thay ddi trong
cudng d6 biéu hién. Thu dd & phia trén ciia ban dd nhiét phan 4nh mirc d6 twong tu trong

profin biéu hién gifta cac xt ly, trong khi d6 thu dd phia bén trai biéu thi d6 khac nhau
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trong kiéu bicu hién cuia cac gen riéng 18, trong so tat ca cac xit ly. Chi€u dai cta thy do
duoc thé hién trén hinh v& twong Gng v6i mire khong tuong ty gifta cac 14 cum (thu i)

ngén biéu thi mirc twong tw 16n hon).

Do khéac nhau gitta SP va phin doan SGP pH 4,0, ciing nhu do khic nhau gitra
phan doan SGP pH 3,0 va phan doan SGP pH 6,0, 12 dang ké, v6i chi mot sd gen dugce
diéu hoa théng thuomg boi viée xit 1y bing mdi trong s6 cic ngudn selen. Nhin chung,
anh hudng cuia viéc xtr ly bang phan doan SGP pH 1,85 dén sy biéu hién gen roi vao
gitta nhém xtr ly bang SP va cdc nhém xir Iy SGP khéc (xem Fig.11). Nhu vay, theo mot
s6 phuong 4n, sang ché dé xuét ring viéc xtr Iy bang (vi du, khéu phén 4n chtra va/hoic
viéc st dung) SEL-PLEX so v6i viée xur ly bang (vi du, khiu phén an chtra va/hogc viée
sit dung) phan doan SGP dugc chiét tr SEL-PLEX, din dn hoat tinh sinh hoc khac
nhau mac du céac nguén selen khac nhau thé hién tac dung tuong tur dbi v6i do sinh kha

dung cua selen.
Vidu5
Su bao nang selenoglycoprotein bang polymersom

Hon hop 1:1 cta cac SGP két tua & do pH 4,0 va 6,0 (Xem Vi du 1 va 2) dugc
bao nang trong polymersom. Ham lugng selen cta hdn hop nay 1a 3,054 ppm va chta

79,96 % khdi lugng protein.

Dé tao ra selenoglycoprotein dugc bao nang trong polymersom, hdn hgp nay
duogc hoa tan trong trong chit dém géc nudc c¢6 d6 pH 5,1, 6,2 va 7,4, va hdn dich duoc
tron qua dém trén bé lic. SGP khong hoa tan dugc tach ra bang cach ly tam. Pé tao ra
polymersom, copolyme hai khdi gbc PEO(2k)-b-PCL(12k) dugc hoa tan trong dung méi
hitu co (vi du, metylen clorua, tetrahydrofuran, hodc dimetyl sulfoxit) dé tao thanh 1
mM polyme PEO-b-PCL trong dung dich hitu co. Sau d6, dung dich dugc l&ng trén dai
TEFLON rap (d day khoang 1”7 x 1” x 1/16”) va dugc dat trén ddy cta lo thuy tinh,
mit rap hudng 1én trén. Dung mdi dugc 1am bay hoi trong chan khong & nhigt do mdi
truong xung quanh trong 24-48 gid, tao ra mang dugc lam khd cua copolyme can nang

1-10 mg.

Sau do, cdc mang ndy dugc hydrat héa véi 2-3 ml dung dich gbc nude chira ty 18
1:1 cia selenoglycoprotein & d§ pH 4,0 va pH 6,0, va sau d6 duoc khudy am trong bé

khudy 4m & 20- 100 Hz trong 1-2 gio. Sau khi két thuc khudy am, lo dugc tao xody ngay
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trong 1-2 phiit dé tao thanh polymersom ma bao nang selenoglycoprotein trong 13i chira
nudc cia bong polyme gbc PEO-b-PCL. Sau d6, polymersom dugc ép dun nhanh chéng
qua mang polycacbonat ¢6 ¢& 16 mong mudn st dung thiét bj din LIPOSOFAST dé thu
dugc duong kinh trung binh mong mudn cia polymersom, trong trudng hop nay, nim
trong khoang tr 50-300 nm. Sau d6, polymersom d4 dugc ép dun dugc bom vao catxet
tham téch dé trao ddi dung dich déi v6i dung dich dém ding thim thiu (iso-osmotic) c6

pH 7,4 trong 24 gi¢ dé cho tit ca selenoglycoprotein chua dugc bao nang dugc loai bo.

Ma3u selenoglycoprotein dugc bao nang bing polymersom & pH 7,4 dugc diéu
ché véi ndng do selenoglycoprotein ban du bang 10 mg/ml va dugc thim tach ddi véi
dung dich dém PBS ding thim th4u. MAu nay dugc tao anh bang cryo-TEM & mitc
khuéch dai 21.000x va 52.000x dé thu dugc sw nhan dién truc quan ddi v6i su bao nang
selenoglycoprotein thanh cdng bén trong polymersom (xem Fig.13). Cryo-TEM cho
phép tao anh miu vat & nhiét do 1am lanh & trang thai dugc hydrat hoa tu nhién cia
ching nh¢ d6 ngén ngtra dugc sy thay dbi hinh dang khong mong mudn bét ky. Nhin
chung, polymersom hinh ciu ddng nhét c6 kich thudc khoang 100 nm hogc nhé hon mot
chut dugce quan sat thdy trong mau da dugc tao anh. Trong mot s trwong hop, cac khdi
két tu gin nhu hinh cdu cia nguyén liéu vo dinh hinh dugc quan sat thdy ngoai
polymersom. Cac khéi két ty nay co6 thé bao gdm selenoglycoprotein dugc giai phong
tir 16i polymersom va két tia thém do dd chénh l&ch pH tir bén trong dén bén ngoai

polymersom & thoi di€m mau duoc tao anh.

Selenoglycoprotein dugc bao nang bing polymersom & do pH 5,1, 6,2 va 7,4
dugc xac dinh dic diém thém bang cach x4ac dinh ham lugng selen (Xem, Bang 6). Mot
ml cta mdi mau selenoglycoprotein dugc bao nang bang polymersom duge lam kho
dong lanh, tao thanh chét két tha dang bot mau tréng ma sau d6 duoc can va dugc kiém
tra du6i mtc khuéch dai 200X. Toan bd luong selenoglycoprotein duge bao nang bing
polymersom dugc hoa tan bang cach str dung axit dic: axit percloric, axit nitric va axit
clohydric, & nhi¢t 4o nim trong khoang tir 100°C dén 175°C. Dung dich dugc pha loang
dén 50 ml bing cach sir dung nudc duge khir ion (DI) va duge phan tich bang céch sir
dung thiét bj va phwong phép cia MILLENIUM EXCALIBUR.
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Bang 6. Két qua bao nang

Ché phim Do pH cua qua trinh | Vién nang nano | Nong do Se
bao nang (mg) (ppm)
Péi chiung am
(khong c6 selen) 8.0 0,02
1 5,1 4,6 46,5
2 6,2 3,3 39,6
3 74 8,4 - 322
Vidu6

Su giai phong cta selenoglycoprotein khdi vién nang nano:

Su giai phéng cua selenoglycoprotein (SGP) khéi ché pham vién nang nano # 1
va 3 tir Bang 6 & trén, dugce chuén bi véi 10 mg/ml hdn dich SGP v& duoc thdm téach so
v6i chét dém c6 d6 pH 7,4 va 5,1, mot cach twong tng, dugc theo ddi trong khoang thoi
gian 14 ngay & nhiét 4o 370°C. Pé theo ddi su giai phong clia selenoglycoprotein tir
selenoglycoprotein dugc bao nang trong vi€n nang nano, hdn dich da dugc thim tach
dugc cb bing cach ly tAm mang (6ng ly tAm véi diém cét khéi lugng phan tir bang 300
kD dugc sit dung). Hon dich da dugc c¢d duge dinh phén phéan udc vao cac chit dém
déng thim théu (d6 pH bing 5,1 hodc 7,4) va duoc gitt & nhiét 4o 37°C v6i mau N =2
d6i v6i mbi thoi diém. DE danh gid % gidi phong cua selenoglycoprotein tir vién nang
nano, mau duoc ly tim dé tach céc vién nang nano nguyén ven & mdi thoi diém. Dpé
danh gid ring vién nang nano dugc tdch riéng mot céch hitu hiéu khoi mau
selenoglycoprotein, cac phép x4c dinh sy tdn xa 4nh sang dong dugc tién hanh trén cac
bong d3 dugc dugc tach riéng (retentate) va dung dich tu do (ph?m dich loc) dé xac dinh
kich thuéc hat. PO hép thu UV ctia dung dich tu do duge xac dinh ¢ 280 nm va % giai
phéng cua selenoglycoprotein dugc tinh toan dudi dang (Amiu - Aban diu) / (Acubi cing -
Aban diu), trong d6 Aan dau 12 @0 hdp thu & ngay 0, VA Acuéi cing 12 d0 hp thu vao cubi
nghién ciru khi miu dugc 1am hoa tan dé gy ra su giai phong hoan toan (xem Fig.12).
Trong khoang thoi gian 14 ngdy, khoang 70% SGP & pH 5,1 dugc giai phong tir vién
nang nano ¢ trang théi dn dinh; trong khi d6 khoang 50% duoc giai phong & do pH 7,4.
Téc d6 giai phéng ban dAu ctia cac SGP & d6 pH thép hon dugc tin 12 do sy thiy phan
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duoc xuc tac boi axit clia mang vién nang nano, sau do 1a sy khuéch tén 6n dinh cuia
selenoglycoprotein qua mang vién nang nano. Céc profin gidi phong nay 1a tuong ty 10
rét véi profin giai phong cua doxorubixin, maot chét trj lidu ung thu, dugc bao nang bén
trong polymersom goc PEO-b-PCL (Xem Ghoroghchian et al. Macromolecules, 2006,
39 (5), 1673-1675). Céac dit liéu nay x4ac nhén ring viéc bao nang selenoglycoprotein
ngay ca & ndng do nap tuwong dbi cao khong anh hudng dén kiu giai phong theo cach
am tinh.

Vidu?7

Diéu ché polyme giai phong cham selenoglycoprotein (SGP)

Tbng hop polyme A. Hon hop 1:1 cta cac SGP két tha & 4o pH 4,0 va 6,0 (Xem,
Vi du 5) duoc st dung trong diéu ché polyme gidi phong chéin SGP. 150 mg SGP duogc
hoa tan trong 2 ml axit metacrylic va 1 ml nudc DI Ap dung gia nhiét dé ting toe su
hoa tan. Mau chira 0,5 ml dung dich dugc dit trong 1o dung tich 5 ml chira 10 mg AIBN,
dugc xo0dy cudn trong 1 phut va khong khi tir éng duoc loai bd trong chan khong va
dugc thay thé bang nito. Him lugng chta trong éng duoc polyme hoa bing cach dit
6ng vao 10 thi nghiém dugc gia nhiét dén 70°C trong 2 gid. Ong dugc pha v& va polyme

duogc cét thanh cac phdn méng va dugc 1am kho & chan khong cao.

Téng hop polyme B. Hon hop chua: 0,064ml axit metacrylic, 0,091ml 2-
hydroxyetyl-metacrylat, 1,427ml etylen glycol dimetacrylat va 10mg AIBN dugc dat
trong lo 5 ml va dugc khudy bing thanh khudy tlr, sau d6 1a 75mg SGP dugc hoa tan
trong hdn hop cta 1,5ml axit axetic va 0,75ml nuéc DI. Khong khi trong 1o dugc thay
thé bang nito va lo dugc bit kin va dugc dit trong bé dau & nhiét o 70°C trong 4 gio.
Lo duogc phd vo va phién polyme nguyén khéi duoc nghién thanh bot trong thiét bi

nghién st. Chét d& bay hoi dugc loai ra khéi polyme trong diéu kién chan khong cao.

Su giai phong SGP theo thoi gian. Ap dung ciing quy trinh gidi phong cham SGP
d6i voi mdi trong sé cac polyme (A va B). 333,7 + 0,1 mg polyme dugc dit trong éng
ly tim dung tich 15 ml chtra Sml dung dich dém xitrat (pH 5,0) va 6ng duoc lic nhe
trong 4 gid. Sau do, dng dugc ly tdm va dich ndi bé mit duoc thu gom trong khi d6 vién
tron polyme dugce rua béang hai thé tich 8 ml cia nuéc DI va duge lam khd dong lanh.
~21 mg duogc 14y ra khoi miu da dugc lam kho dong lanh dé phén tich Se. Cac 1an chiét

SGP duoc lap lai nhidu hon hai 1in. Khéi lugng ctia m3u dugc ghi lai. T4t ca cac mau
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déu c6 sy tdn thit khéi lugng trong cac xit Iy nay (Xem, céc Bang 8 va 9).

Bang 8
Miligam cua polyme giai phong
Polyme Ban dau Sau khi rira lAn | Saukhirtaladn | Sau khi rira lan
thtr nhat tht hai thir ba
A 333.6 2714 235.6 207.8
B 333,6 301,6 281,1 254
Bang 9
Miligam ciia polyme dugc 1y dé phén tich Se
Polyme Ban dau Sau khi rira lAn | Saukhirtalan | Saukhirta lan
thir nhat thtr hai tht ba
A 21,1 20,5 20,9 20,6
B 20,6 20,5 20,6 20,8

D& uéc tinh ham lugng cia SGP dugc giai phong, d6 hip thu UV & 280 nm cla

c4c dich noi bé mit duoc xac dinh va so voi duong cong hiéu chuan SGP duogc di€u ché

trong cung dung dich dém (Xem, Bang 10).
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Béng 10
Polyme A
abs ml trong 2ml mg SGP/ml mg SGP duogc gidi
dich pha lodng |trong dung dich| phong trong mot
ban dau khoang thoi gian
Rira 1an thit nhat | 0,298 0,1 0,781 3,907
Rira lan thi hai 0,349 0,5 0,183 0,913
Rira lan thir ba 0,353 | Khong dugc 0,046 0,231
pha lodng
Polyme B
abs mi trong 2ml mg SGP/ml | rag SGP dugc giai
dich pha loéing |trong dung dich phong trong mot
ban dau khodng thoi gian
Rura 1an thir nhat 0,35 0,25 0,366 1,831
Rira lan tho hai 0,572 |Khong duoc pha 0,074 0,372
lodng
Ria lan thit ba 0,251 [Khoéng dugc pha 0,033 0,165
lodng

Phd hép thu nguyén ti (st dung phuong phép va thiét bi EXCALIBUR) dugc ap

dung dé xac dinh ndéng do ciia Se con lai trong polyme giai phéng cham (Xem, Béang

11).
Béang 11
Mau _ Polyme A _ Polyme B
Nong d6 Se (ppm) Nong do Se (ppm)

Mau ban dau 318.6 127.1

Sau lan rtra thir nhat 268.8 116.1

Sau lan rura thi hai 2223 108.7

Sau lan rira thir ba 215,3 92,3

Theo céac phép x4c dinh né)ng dd Se trong cac vién tron con lai, 36,08% SGP dugc

giai phong tir Polyme A, sau ba 14n rira, mdi 14n 4 gior (tdng cong 12 gid). Trong cung

qua trinh xtt 1y, 30,11% SGP dugc gidi phong tir Polyme B.
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Vidu 8
Chiét protein nam men ndi bao bang ki€ém

200,0g SEL-PLEX dugc trdn voi 1L natri hydroxit 0,1M & pH 11,5 va dugc gia
nhiét & 60°C trong 8 gid. Sau d6, hdn hop dugce ly tim & tdc @6 14.000x g/10 phut/10°C
tao thanh dich ndi bé mit va vién tron. Vién tron dugc rira hai 1an bang 400ml nuée DI
va dugc sdy khd dong lanh, tao ra khéi lugng bang 54,5 g (Xem, Bang 12). Dich nbi bé
mit & d6 pH 11,5 va céc dung dich nudc rira dd duge st dung dugc tron cung nhau. Do
pH duogc lam giam xudng 6,6 bing cich trung hoa c6 sir dung axit clohydric dic. Luong
vét nho ctia chét két tha va dich ndi bé mit trong sudt duge tao thanh trong qua trinh
trung hoa. Chét két tia dugc tach ra bﬁng cach ly tdm va dich ndi bé mit duoc ¢ bang
céch st dung thiét bi sidu loc AMICON 10kDa. Chét ¢6 dugc rira bang hai phan 100ml
nuéce DI va duge sdy khd dong lanh, tao ra 64,0g chét rén mau nau. Phan dich loc con
lai dugc két hop (thé tich tdng cong 21) va dugc phén tich vé& ndng d6 selen. Chét két tha

da duoc tach riéng dugc phan tich v& selen va nito/protein (Xem, Bang 12).

Bang 12: Chiét bang kiém

Khéi luong| Se Protein Se tong | Se (%) cua
(8) (ppm) | (% khoi lugng) | (mg) tong
SEL-PLEX 200,0 1600 37,0 320,0 100,0
Vién tron sau khi chiét 8| 54,5 760 2,9 41,4 12,9
pH 11,5
Chét ¢6 & pH 6,6 64,0 1918 52,9 122,8 38,3
MW>10kDa
Phan dich loc 2L NA 1909 NA 155,8 48,7
MW<10kDa (khong
duoc
phén tich)

Phan tich phén dich loc cho théy 40,7% sy ton that khéi lwong va 48,7% su tdn
thit selen ma khong dugc thu hdi bang cach siéu loc qua mang 10kDa. Viéc loai bd -
Ai nhan /nhiét cia MeSe-1 va HSe-1 va cac dang dugc oxy hoa clia cdc nhém chirc nay
ra khoi peptit chira selen, dan dén su phan ra ciu tric héa hoc ban d4u cta cac SGP va
su tdn thit khdi lugng va selen vao ph?m dich loc. Quy trinh san xuét thuong duge thue
hién trong linh vuc k¥ thuét nay tao ra thé tich ting va ndng d6 cao cla selen trong phan

dich loc, diéu nay din dén tao ra dong chit thai ma c6 thé c6 hai hodc c6 tac dong giy
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ddc (vi dy, c6 hai véi mdi truémg). Trai lai, c4c phuong phép theo sang ché dua ra quy
trinh chiét axit va cit phan doan phu thudc pH ctia cac SGP tur ndm men d3 duoc 1am
giau selen (vi dy, trong quy trinh thuong mai trén quy md 16n). Trong céc didu kién
nhiét do thay ddi, dﬁ phét hién thiy ring k¥ thuat truyén théng/théng thudng st dung sur
thuy phan bang kiém khong c6 hiéu qua d6i v6i viée chiét selenoglycoprotein tir té bao
nidm men. Nhu dugc néu trong ban md ta ndy, viéc chiét cac SGP tir té bao nAm men st

dung phuong phép chiét axit dwgc phat hién thdy 13 thanh cong.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phép didu ché selenoglycoprotein hoa tan bao gbm cac buéc:
a) cung cip nim men dugc 1am gidu selen;

b) cho ndm men dugc 1am giau selen ti€p xc véi dicu kign axit sau d6 la ly tdm
dé tao ra i) vién tron chira nguyén liéu khong tan dugc trong axit; va ii) pha long chura

chét chiét cia ndAm men dugc 1am giau selen hoa tan trong di€u kién axit;

¢) lam két tha selenoglycoprotein tir pha 16ng chira chét chiét cia nim men duoc

lam giau selen hoa tan trong didu kién axit bing cach lam ting do pH cua pha long; va
d) tach selenoglycoprotein da két ttia khoi pha 1ong.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 didu kién axit thu dugc bang cich st dung dém

axit hodc bd sung axit.
3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 axit 1a axit clohydric.

4. Phuwong phap theo diém 1, trong d6 viéc cho nim men dugc 1am giau selen tiép xuc
véi didu kién axit bao gdm viéc cho nam men dugc lam giau selen ticp xtc véi dd pH

nam trong khoang tir 1,5 dén pH 6,5.
5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 do pH bang 1,5.

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ndm men duoc lam giau selen dugce cho tiép xtic

v6i didu kién axit trong khoang thoi gian tir 1 dén 24 gio.

7. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 nAm men dugc lam giau selen duoc cho tiép xuc

voi diéu kién axit trong khoang thoi gian tir 5 dén 10 gio.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nAm men dugc lam gidu selen duoc cho tiép xac

véi didu kién axit trong khoadng 8 gio.

9. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 viéc cho nim men dwoc 1am gidu selen tiép xtic

v6i diéu kién axit xay ra & nhiét d6 16n hon nhiét d9 trong phong.

10. Phuong phéap theo diém 9, trong d6 nhiét do ndm trong khoang tr 50°C dén 100°C.
11. Phuong phap theo diém 9, trong d6 nhiét d nam trong khoang tr 70°C dén 85°C.
12. Phuong phap theo diém 9, trong d6 nhiét d bang 80°C.

13. Phuong phép theo diém 1, trong d6 selenoglycoprotein dugc két tha tr pha 16ng &

-72-



27006

nhiéu diéu kién pH khic nhau dé tao ra nhiéu phan doan phu thuéc pH cia

selenoglycoprotein hoa tan.

14. Phuong phép theo diém 13, trong d6 nhiéu phan doan phu thudc pH cua
selenoglycoprotein hoa tan dugc tao ra & gia tri do pH béng 1,85, 3,0, 4,0 va 6,0.

15. Phuong phap theo diém 1, trong d6 viéc tach enoglycoprotein da két tia khoi pha
16ng bao gbém ly tim dé tao ra vién tron cua selenoglycoprotein da két tua sau do 1a loai

b6 pha 16ng khoi selenoglycoprotein da két tha.

16. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép nay duge st dung dé tao ra phan
doan cua selenoglycoprotein hoa tan dugc két tiia & gia tri duge chon tir nhém bao gbm

d6 pH bing 1,85, 3,0, 4,0 va 6,0.

17. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nAm men dugc 1am gidu selen 1a nidm men duoc

lam giau selen khdng con song, da dugc 1am khd chira 2% selen v0 co hogc it hon.

18. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 selenoglycoprotein hoa tan hoa tan & do pH dudi

1,5,2,3, 4, 5, hoic 6, tdt hon 12 4, 5, hozc 6.

19. Phuong phép theo diém 1, trong d6, & budc ¢), viéc 1am ting do pH cla pha long
bao gém viéc 1am ting mirc pH cua pha léong 1én 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, hodc
6,0.
20. Ché phim chira selenoglycoprotein hoa tan, trong d6 selenoglycoprotein hoa tan
chtta hai hodic nhiéu phan doan phu thudc pH cua selenoglycoprotein, trong do
selenoglycoprotein hoa tan thu duoc bing cach chiét axit dbi véi selenoglycoprotein hoa
tan tir nAm men dugc 1am gidu selen va sau d6 cho nim men duoc lam gidu selen tiép
xtic voi didu kién axit, thong qua su két ta phu thudc pH 1in lugt & hai hodc nhiéu gia
tri 46 pH khac nhau cla selenoglycoprotein hoa tan, trong do selenoglycoprotein hoa
tan dugc tao ra bang phuong phép bao gdm céc budc:

a) cung cip ndm men dugc lam giau selen;

b) cho nim men dugc lam gidu selen tiép xuc voi didu kién axit sau do6 1a ly tim
dé tao ra:

i) vién tron chira nguyén liéu khong tan dugc trong axit; va

ii) pha léng chtra chat chiét cia nam men dugc lam giau selen hoa tan
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trong diéu kién axit;

¢) lam két tia selenoglycoprotein tir pha 1ong chira chét chiét cia ndm men duoc
lam giau selen hoa tan trong didu kién axit bang cach lam ting do pH cua pha 1ong 1én

0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, hodc 6,0; va
d) tach selenoglycoprotein da két tia khoi pha 1dng.

21. Ché phim theo diém 20, trong d6 selenoglycoprotein hoa tan hoa tan & 4o pH duéi

1,5,2,3,4,5, hoic 6.

22. Ché pham theo diém 21, trong d6 selenoglycoprotein hoa tan hoa tan & do pH dudi

4, 5, hodc 6.
23. Ché pham theo diém 20, trong d6 ché phim nay con chira chit mang.

24. Ché phidm theo diém 23, trong d6 chat mang dugc chon tir nhém bao gdm
polymersom, polyme giai phéng chdm, vién nang nano, va polyme dugc khic phan tir,

t6t hon 1a:
trong d6 chit mang 14 polyme giai phong chdm, hodc

trong d6 chit mang la polymersom dugc sir dung dé bao nang selenoglycoprotein,

t5t hon 1a:
trong d6 polymersom bao gdm copolyme khéi poly(etylen oxit) (PEO), hodc

trong d6 polymersom bao gbdbm copolyme hai khéi poly(e-caprolacton) (PCL),

hodc:

trong d6 polymersom bao gdm copolyme hai khéi gbc poly(etylen oxit)-khdi-

poly(e-caprolacton) (PEO-b-PCL), hodc

trong d6 polymersom thu dugc tir viéc lién hep poly(axit lactic), poly(glycolit),
poly(axit lactic-coglycolic) hodc poly(3-hydroxybutyrat) véi PEO.

25. Ché phim theo diém 24, trong d6 duong kinh trung binh ctia selenoglycoprotein

duoc bao nang bang polymersom 1a 50-300 nm.
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Fig.2
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Fig.3

* Mau tring = didu hoa giam, Mau xém = khong thay ddi, Mau den = didu hoa
ting sy bi€u hién gen twong doi
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Fig.10
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