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(57) Sang ché dé cap dén ché phém dung cho mit chira it nhat mot chét che gléu dién tich
y-crystallin, trong do chat che gidu dién tich y-crystallin 1a phan tt hai chuc dé urc ché hoic
dao nguoc sy tién trién cua su tao thanh bénh dyc thuy tinh thé hodc bénh vién thi trong
mét bang viéc dung chit che glau dién tich y-crystallin. C4 hai bénh vién thi va bénh duc
thuy tinh thé déu gay ra bdi su két tu cua cac protein thuy tinh thé hoa tan dugc goi la
crystallin.
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Linh vye k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché de cap dén cac ché pham dung cho mét chira cac phén tir hai chirc aé
r A - 9 : A A ) r As 1:a A As o1 ) ) .
tc ché hodc ddo ngugc sy tién trién ciia cac thay doi lién quan dén tudi tic trong thuy

tinh thé ctia mét.
Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Thuy tinh thé ctia mit 13 mot cAu tric trong subt duge treo ngay déng sau trong
den, mang céc tia sang t6i tiéu diém trén vong mac. Thuy tinh thé nay chira ca protein
hda tan vi khéng hoa tan; céc protein ndy tao nén 35 phin trim trong lugng w6t cla
thiy tinh thé nay. & ngudi tré, thiy tinh thé khoe manh, cc protein hoa tan, thuong
duoc goi 1a crystallin, tao nén 90 phan trim protein cua thiy tinh thé nay. Trong qui
trinh 130 héa, crystallin cta thity tinh thé tao nén céc chét két tu khong hoa tan, cac chét
nay, it nhit mot phin, gy ra su bién dang suy gidm ctia nhan thuy tinh thé nay, tao nén
bénh vién thi, lam mét kha ning thay ddi tiéu diém @ nhin céc vat & gan clia mét. Su
tao thanh cac chit két tu khong hoa tan cia crystallin cia thiy tinh thé trong bénh vién
thi dugc xem 1a giai doan sém cua sy tao thanh bénh duc thiy tinh thé lién quan dén
tudi téc.

Bénh du¢ thily tinh thé dugc x4c dinh bai hién tugng duc hoiic md trong thuy
tinh thd cia méit. D81 v6i ngudi gia, bénh duc thiy tinh thé tao thanh khi érystallin trong
thily tinh thé nay chuyén thanh cac chét két tu, lam ting d0 md cta thuy tinh thé. Cu
thé, qu4 trinh giam ndng d6 ctia chaperon hoa tan, a-crystallin, trong nhan thiy tinh thé
& ngudi gia, né dugc két hop vao cac chat két tu c6 trong lugng phén tir cao va protein
khong hoa tan. Su ¢6 mit cia cac chit két tu 1am hai stic khée va chirc ning cia thuy
tinh thé ndy va néu khong didu tri, bénh dyc thay tinh thé c6 thé din dén mét thi luc
hoan toan hodc thAm chi mu. Ngay nay, hdu hét cic phuong phép diéu tri bénh duc thiy
tinh thé thong thuong 14 phiu thuat.

Crystallin 13 protein cAu tao dugc bidu hién nhidu nhét trong cac t& bao soi clia
thity tinh thé ctia phin xwong sdng cta mét. Crystallin ndy dugc chia thanh hai nhom

phu: o-crystallin (aA va oB) 14 thanh phin cia lién ho protein sdc nhiét nho, cling c6
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chirc niing 1am c4c protein c4u tao va cac chaperon phén tir; va lién ho B- va y-crystallin
lién két tién héa c6 chirc ning chinh 13 cc protein cdu tao trong thiy tinh thé nay, va
g6p phén tao nén cac dic tinh v& do trong sudt va khiic xa ctia ciu triic thiy tinh thé.
Ngoai vai trd ctia ching trong tién trién ctia bénh dyc thiy tinh thé, aA-crystallin va
aB-crystallin c6 li€n quan dén cac bénh thoai héa thin kinh, nhu bénh Alexander’s,
bénh Creutzfeldt-Jacob, bénh Alzheimer va bénh Parkinson. |

Pon sang ché My sb 2008/0227700 m6 ta viéc 1am giam két tu protein str dung
céc cAc peptit ¢ hoat tinh chaperon 1am thudc didu tri. Cu thé, cac peptit oB dugc sir dung
@& 1am giam két tu céc chit két ty B-crystallin do d6 pH gay ra nhu dwoc do bdi phuong
phép tin xa 4nh sang. Viéc cung cip lién tuc alpha crystallin vao thily tinh thé niy 13 mot
thach thirc. Nhu ciu 14 cAn tim ra cic phuong phap thich hop dé lam giam két tu cia
crystallin d8 e ché va hodc dao nguoc tién trinh cua bénh duc thay tinh thé va bénh vién
thi.

Ban chét k§ thuit ciia sing ché
Muc dich cta sang ché 13 d& xuét ché phim dung cho mét chira céc phan tir hai

chtrc d& trc ché bénh duc thiy tinh thé va vién thi.

Trong mdt phuong 4n, sang ché @& xuét ché phim ding cho mit chia:

(o}
NH
HO )LE/\OJ/\/ 2
4-24

va ta duoc thich hop dé sir dung cho mit.

Trong mdt phuong 4n khéc, sang ché d& xuét ché phim ding cho mét chira:
o

o]
Neo )f:: ,
va ta dugc thich hgp dé str dung cho mat.
MG ta vin tit cic hinh vé
Fig.1 12 so db thé hién dit litu MALDI-TOF d& cai bién y-crystallin bing
PEG24.
Fig.2 1a so db thé hién NICF ciia y-crystallin duoc cai bién bing PEG24.

Fig.3 12 so d6 thé hién chic ning phan bd ciia y-crystallin dugc cai bién bing
PEG24.
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Fig.4 12 db thi cta T tinh theo q? d6i voi y-crystallin duoc cai bién bang PEG24.Y
Fig.5 1a db thi thé hién dit liéu MALDI-TOF @& cai bién y-crystallin bing PEG4.
Fig.6 13 d6 thj thé hién NICF ciia y-crystallin dugc cai bién bing PEG4.

Fig.7 la dd thi thé hién chirc ning phan bd cla y-crystallin dugc céi bién bing
PEG4. |

Fig.8 12 d6 thi ctia I" tinh theo g2 d6i v&i y-crystallin duoc ci bién bang PEG4.

Fig.9 1a dd thi thé hién dir lifu MALDI-TOF d& cai bién y-crystallin bang
CAPEG.

Fig.10 1a dd thi thé hién NICF ctia y-crystallin dugc céi bién bing CAPEG4.

Fig.11 1a @b thi thé hién chirc ning phén bd clia y-crystallin dwoc ci bién biang
CAPEG4.

Fig.12 1a db thi cua T tinh theo q* dbi v6i y-crystallin dugc cai bién bing
'CAPEGA4. |

Fig.13 12 db thi thé hién chic ning phin bd cta y-crystallin dugc cai bién
bingmMPEG. |

Fig.14 1a dd thi thé hién chtic ning phan bd cla y-crystallin dugc cai bién bing
Biotin.

Fig.15 1a dd thj thé hién chic ning phin b cia y-crystallin dugc cai bién bang

Biotin-PEG.

Fig.16 la dd thi thé hién chirc niing phan bd ciia y-crystallin dugc cai bién bing

sulfo-N-hydroxysucxinimit axetat.
Fig.17 12 hinh v& thé hién c4c phuong 4n clia cac nhém che gidu dién tich. Trong
mdi chu tric, R 13 phan tir 16ng. | |
Fig.18 13 hinh v& thé hién cac phuong 4n ciia cac phan tit 16ng.
Fig.19 12 bidu db do van chuyén qua biéu mo.

Fig.20 12 db thi thé hién CAPEG4 dugc chuyén dén ddy cia té bao trong thu

nghiém vin chuyén qua biéu mé.
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Fig.21 13 d6 thi thé hién d6 pH cta Opisol® tinh theo néng d6 mg/ml cla
CAPEG4 dugc bd sung.

Céc diu hiéu néu trén va cdc diu hiéu khéc s& dugc danh gia va dugc hiéu boi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét ndy qua phin mo ta chi tiét, cac
hinh v& va yéu cu bao ho dudi day. '

MO ta chi tiét sing ché

Sang ché mé ta cac phuong phép lam giam két tu/ngin ngira sy tao thanh y-
crystallin két tu bao gdm viéc cho y-crystallin két tu tiép xtc v6i hgp phin bao gdbm
chit che gidu dién tich y-crystallin v6i luong ¢t dé 1am giam két tu va hodc ngin ngira
sw tao thanh y-crystallin két tu. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat
ndy s& nhén ra ring trong khi cac phan tir dwoc bdc 16 & day dugc mo ta 13 chét che gidu
dién tich y-crystallins chung ciing ¢6 thé 1am giam két tu/ngin ngira sy két tu protein
cta B-crystallin. Sang ché ciing mé ta cac phuong phap trc ché hoic d4o ngugc sy tién
trién ctia su tao thanh bénh duc thiy tinh thé trong mit bao gf‘)m viéc cho m_ét tiép x_l’;C
v6&i-ché phim ding cho mét véi luong hitu hiéu dé wc ché bénh duc thﬁy tinh thé chira
cht che gidu dién tich y-crystallin. Sang ché ciing mé ta cic phuong phap trc ché hoic
dao nguoc sy tién trién cua bénh vién thi trong mit bao gdm viéc cho mét tiép xtic véi
ché phim ding cho mét véi lwgng hitu hiéu d& wc ché bénh vidn thi chira chét che gidu

~dién tich y-crystallin. Trong céc phuong an cy thé, chit che gidu dién tich y-crystallin

khong phai 1a polypeptit.

Céc tac gia sang ché & day da sir dung cac k¥ thuat nhu phuong phép tan xa 4nh
sang dong luc hoc dé nghién ciru cac chét két tu dugc tao thanh boi y-crystallin trong'
dung dich. C4 hai B va y-crystallin 1a c4c protein ciu tao c6 d6 8n dinh cao bao gdm bbn
motip Greek-key trong hai mién. Trong khi B-crystallin tao thanh céc dimer ciing nhu
cc hetero- va homo-oligome, thi y-crystallin 13 c4c monome trong mét. Hon nita, trong
khi B-crystallin thé hién luc d4y trong dung dich, thi y-crystallin thé hién tuong tac hut
duge cho 1a do cac tuong tac protein hodic nuéc khong dic hidu. Ciing c6 gia thuyét
ring sy bién dbi thiol giy ra sy tao thanh cac chét két tu y-crystallin trong dung dich.

Ho y-crystallin & ngudi chira ndm thanh vién, YA-D crystalline va y-S'cry'stallin.
yA-D crystallin dugc biéu hién sém trong qua trinh phét trién va dwoc phét hién dAu

tién trong 15i thiy tinh thé; yC va yD-crystallin 1 phd bién nhét. Khong gép nép va glp
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nép lai ctia y-D crystallin in vitro dugc cho thiy 1 d4n dén gia ting su két tu protein do
thiéu d6 6n dinh cua protein dugc gip nép lai. yS-crystallin dugc thé hién 13 protein.
chinh trong viéc ngin chin su két tu cua cac crystallin protein khéc, 1am cho thiy tinh

thé trong subt.

Khong tuén theo 1y thuyét, dwoc tin ring sw két tu ctia y-crystallin 13 gdm ca hai
hiéﬁ tugng tinh dién va ky nudc, véi lyc tinh dién trdi hon. B6 sung céc protein s6c
nhiét o A- va oB-crystallin s& pha v& su két tu y-crystallin. Chét che gidu dién tich Y-
crystallin c6 thé pha v& cac tuong tic tinh dién c6 thé thay thé cho hoat tinh chaperon

ctia o-crystallin va ngin ngira/giam kich thuéc y-crystallin két tu.

Didu tri bing c4c chét che gidu dién tich y-crystallin c6 thé dugc sir dung dé diéu
tri cic bénh va hodic cac chimg bénh tao thanh do sy két tu ctia y-crystallin nhu bénh
duc thity tinh thé va bénh vién thi. Nhu duoc sit dung & day, bénh duc thiy tinh thé 1a
sy md duc ctia thiy tinh thé cia mét gy ra bdi cic twong tic protein khac trong thity
tinh thé ndy. Cac tuong tac protein bao gdm giai gdp nép ctia céc protein cling nhu céc
tuong tac protem—protem nhu su két tu Bénh vién thi 12 su suy yeu ctia viéc nhin do 16n
tudi hodc tudi gid. Cac tridu chimg ctia bénh vién thi bao gdm giam kha ning x4c dinh
tiéu diém véi nhitng vat & gan, moi mét, khé doc chit nhd, mét trong khi doc hodc nhin
'man hinh séang, kh6 nhin 5 chit gin, kém sic nét khi doc chit, cAn sang hon va 4nh Séng
tryc tiép hon khi doc, can gitt sach doc xa hon nita dé nhin ro, va dau dau, dic biét 1a
dau ddu khi nhin gin. Nhitng ngudi bi bénh vién thi c6 thé ¢ thi lyc binh thudng,
nhung kha niing xéc dinh tiéu diém véi vat & gin thi mét it nhit mot phan qua thoi gian,
va nhitng ngudi nay cin kinh cho nhing céng viéc yéu cau nhin gan, nhu doc. Bénh'

 vién thi 4nh huéng hiu hét & nhimg ngudi trén tudi 40 & mtc 16n hon hoic nho hon.

Trong phuong phap trc ché sy tién trién cua su tao thanh bénh duc thiy tinh thé
trong mét, mét c6 thd da chira mot hodc nhidu bénh duc thiy tinh thé dang tién trién hay
hoan toan trudc khi dugc tiép xuc véi chit che gidu dién tich y-crystallin. Do d6,
phuong phap nay co thé dugc st dung d8 e ché su tao thanh hon nita bénh duc thuy
tinh thé trong mét, hodc d& wc ché sy tao thanh bénh duc thiy tinh thé thyc sy tir bénh -
duc thuy tinh thé dang tién trién trong mét. Theo cach khac, mit c6 thé khong bi bénh .
duc thay tinh thé dang tién trién hodc hoan toan trudc khi dugc tiép xtic v6i chit che

gidu dién tich y-crystallin.
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Trong phuong phap ddo ngugc sy tién trién cua su tao thanh bénh duc thily tinh
thé trong mét, it nhit 12 do ngugc mdt phin hojc hoan toan bénh dyc thiy tinh thé
trong mét dat duoc bing cach cho mét tiép xuc v6i chit che gidu dién tich y-crystallin

nhu dugc bde 10 & day.

Tuong tu, trong phuong phéap trc ché sy tién trién clia bénh vién thi trong mat,
nguoi bénh da trdi qua mot hoac nhiéu céc triéu chimg ctia bénh vién thi truéc khi mit
duoc tiép xtic v&i chit che gidu dién tich y-crystallin. Do d6, phwong phép nay c6 thé
dugc str dung dé 1am gidm su tién trién cta cac triéu ching tirng trai qua, hodc dé tc
ché su tao thanh céc triéu chimg b sung ciia bénh vién thi. Theo cich khéac, mit c6 thé
khéng bi c4c triéu chimg ciia bénh vién thj trudc khi duge tiép xic voi chit che gidu

dién tich y-crystallin.

Trong phwong phap d4o nguoc sy tién trién cia bénh vién thi trong mit, it nhét
dao ngugc mat phﬁn hoic toan bo céc tridu chimg ctia bénh vién thi trong mét dat duge
bing cach cho mét tiép xtic véi chét che gidu dién tich y-crystallin nhu dugc boc 16 Y
day.

Nhu duoc sir dung & déy, chét che gidu dién tich y-crystallin 13 phan t thich hop
d8 can tré cac tuong tac protein-protein tinh dién y-crystallin din dn su két tu y-
crystallin. Trong mot phuong 4n, chit che gidu nay khong phai 13 polypeptit. Cac chit
che gidu dién tich y-crystallin ngin ngira cac chét két tu y-crystallin khong tao thanh va
hoaé giam kich thude cua cac chit két tu da tao thanh tir trude. | |

Trong modt phuong an, chit che gidu dién tich y-crystallin 13 dung dich ndng o
mudi cao, c6 ndng d6 mubi trén 400mM. Thuat ngit “mubi” nhu dugc sir dung & day,
duoc du dinh bao gém mudi hitu co hodc vo co, bao gém nhung khong gidi han 6 mot
hodc nhiéu muéiiNaCl, KCL cac amoni halogenua nhu NH4Cl, c4c kim loai kiém thd

“halogenua nhu CaCl, natri axetat, kali axetat, amoni axetat, natri xitrat, kali xitrat,
amoni Xxitrat, natri sulphat, kali sulphat, amoni sulphat, canxi axetat hodc hdn hop cla
ching. Cac mudi hitu co bd sung bao gdbm mubi alkylamoni nhu etylamoni nitrat, natri
xitrat, natri format, natri ascorbat, magie gluconat, natri gluconat, trimetamin
hydroclorua, natri sucxinat, va cic két hop ctia chiing. Khong tuén theo ly thuyét, dugc
tin fﬁng loai ion, vi duy, Li+, Na+ va K+, c6 thé anh hudng dén khé néng cua chit che

gidu dién tich y-crystallin trong viéc ngén nglra sy két tu y-crystallin.
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Phat hién khong ngd & day 1a mubi, vi du KCl, ndng d6 nhé hon 300nm khong

lam giam kich thudc cta cac chét két tu y-crystallin. Tuy nhién, KCI & ndng d6 tir 400

dén 1000mM, sy tao thanh két tu bi e ché mot cach hitu hidu.

Trong phwong 4n khéc, chit che gidu dién tich y-crystallin 13 phan tir iléi chire
chira nhém rdi chuyén lién két ddng hoa tri v6i phan tir 16ng (molecular bristle). Phan
tir hai chirc twong tac véi dién tich trén cac phén tir y-crystallin, nhu cc gbc lysin va
arginin dién tich duong va cic gdc glutamat va aspartat dién tich Am. Phén tir 16ng 1a
loai wa nudc, hoa tan trong nude tao ra khoang cach gitta cic phan tir y-crystallin, ngin
ngira sy két tu. Khong tuan theo 1y thuyét, dugc tin ring phan tir hai chitc phan tmg va
dua phén tir 10ng vao protein mdt cach hitu hiéu, va nhém rdi chuyén bi tach ra trong
qué trinh phan tmg. Phén tir 16ng gin két ddng hoa tri ngin ngira sy két tu ctia céc phén
tir y-crystallin. Khéng tuan theo 1y thuyét, duoc tin ring cdc phén tir hai chirc dugc mo

ta & day ciing c6 thé tic dung nhur 13 cac chét e ché tuong tac B-crystallin.

Céc nhém 1di chuyén duogc liy 1am vi du (ciing dugc goi 13 cac nhém phéan tmg)
bao gdm céc nhém chire axit sucxinimit va carboxylic, cu thé 14 N-hydroxysucxinimit
va COOH. Trong mét s6 phuong 4n, nhém rdi chuyén 13 tuong hop sinh hoc. Céc vi du
khac Vé c4c nhém rdi chuyén bao gdm isoxyanat, isothioxyanat, sulfonyl clorua,
aldehyt, carbodiimit, axyl azit, anhydrua, flobenzen, cacbonat, este N-
hydroxysucxinimit_, imidoeste, epoxit, va flophenyl este. Fig.17 thé hién c4c phuong 4n
clia cac nhém roi chuyén trong @6 nhom R 14 phén tir 16ng. Néu phan tir hai chirc chira
COOH, thi nu6c roi chuyén khi né phan tmg v6i nhém amin cta protein. Khi phan tir
hai chirc chira N-hydroxysucxinimit thi nudc khdng duge giai phéng. Trong phan-ing

NH>, nuée rdi chuyén khi NH; phan tmg v6i nhém COOH trén protein. -

- Cacvidu vé phan tir 16ng bao gdm cac polyetylen glycol thing hoic nhanh ¢c6 tir 4
nhém oxyetylen tr& 16n, nhu tir 4 dén 200 nhém oxyetylen. Ciing dugc bao gom 14 cic
polyetylen glycol dugc cai bién nhu cac alkoxy- v aryloxy polyetylen glycol c6 tir 4 dén.
200, cu thé 13 tir 4 &n 24 nhém oxyetylen, alkloxy etylen hoic aryloxy etylen. Cac phan
tr 1long khic bao gdm poly(2-hydroxypropyl)metacrylamit (HPMA), poly(2-
hydroxyetyl)-metacrylat (HEMA), poly(2-oxazilin), poly(m-phosphocholin), poly lysin,
va axit poly glutamic. Fig.18 thé hién cdc phuong 4n clia cic phan tir 1ong. Trong mot

phuong 4n, phéan tir 16ng c6 trong lugng phén tir trung binh bing s6 14 tir 150 dén 8000.
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Trong mét phwong an cu thé, chét che gidu dién tich y-crystallin hai chic 1a:

0
0
CH
N\o/\Lé/\ 0) °
o}

4-24

hoac

o]
NH
HO/LKE/\O]/\/ 2
4-24 .

Trong mot phuong 4n, cac chit che gidu dién tich y-crystallin hai chitc dugc mé
ta & day ciing hitu ich trong didu tri cic bénh lién quan dén su gép nép protein nhu bénh
Alzheimer, bénh Parkinson, va bénh Huntington. Trong mdt phuong 4n cu thé, cac chét
che gidu dién tich y-crystallin hai chirc dugc ding dudi dang ché phdm diing qua dudng

- miéng.

Trong modt phuong 4n, chit che gidu dién tich y-crystallin khong phéiv la
polypeptit. “Polypeptit”, “peptit” va “protein” dugc sir dung c6 thé thay thé 13n nhau &
day ding dé chi polyme ctia cac gdc amino axit. Céc thuit ngit 4p dung véi cac amino
axit polyme trong d6 m¢t hodc nhiéu géc amino axit 12 bét chudc héa hoc nhéan tao cia
amino axit xuit hién tfong tu nhién tuong Umg, cling nhu cc amino axit'polyme xuft

“hién trong ty nhi€n va cac amino axit polyme khc‘)ng' xuét hién trong tw nhién.

Uu diém cua cac chat che giau dién tich y-crystallin dugc mo ta & day la ching
duge mong doi 13 hitu hiéu véi sy c6 mat ciia cac bién doi sau dich mé cia y-crystallin,
bao gdm, vi dy, chuyén hoa amit, oxy hda, cic connexin dugc cai bien va mat chic, va

ndéng d6 cao clia c4c ion vd co va hitu co nhu Ca*2.

Cac cht che gidu dién tich y-crystallin dugc tiép xtc voi mét dé i ché sy tién
trién cta bénh duc thity tinh thé va hoic giam su tdn tai bénh duc thiy tinh thé, hoic @&
tic ché va hodc gidm cic triéu ching clia bénh vién thi. Nhu duogc st dung & day, fhuat
ngit “viéc cho tiép xtic mét” bao gdm cic phwong phép ding truc tiép chét che gidu dién
tich y-crystallin 1én mét. Trong phwong phép dugc md t& & trén, cac phuong phap thich
hop da biét boi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay c6 thé dugc s
dung d& cho mét tiép xtc véi hop chit. Cac vi du vé cdc phuong phap ndy bao gbm,

nhung khong gidi han &, hop chit dugc tiém vao mit, dugc nhd hodc duge phun vao
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mét, duoc ding dudi dang dung cu ding cho mit, ding liéu phap ion héa, hoic cic

cach dung tai chd khac cho mét.

Nhu dugc sir dung & day, thuat ngt “luvgong hiru hi€u tc ché bénh dyc thiy tinh
thé” c6 nghia 1a lugng s& uc ché su tién trién hodc sy tao thanh bénh duc thiy tinh thé
trong mét hodc tc ché sy tién trién hodc sy tao thanh bénh duc thiy tinh thé chin mudi
khoi su tién trién ciia bénh duc thuy tinh thé da c6 trong méit. Luong hitu higu e ché
bénh dyc thuy tinh thé cta chét che gidu dién tich y-crystallin s& phy thudc vao cic yéu -
t8 khéc nhau da biét boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay. Cac
yéu té nay bao gdm, nhung khong gii han &, kich thuéc ciia mét, s6 lugng va su tién
tridn ctia bénh duc thuy tinh thd da c6 hodc dang tién trién trong mét, va cach dung.
Luong hitu hi€u tc ché bénh dyc thiy tinh thé cling s& phu thudc vao viéc dugc phém'
duge ding mét 14n, hay dugc phdm dugc ding dinh ky, qua mdi khoang thoi gian.
Khoang thoi gian c6 thé 13 s6 ngay, tuin, thang, hoic nim. Trohg mot phuong én,
luong hitu hiéu we ché bénh duc thiy tinh thé cta chét che gidu dién tich y-crystallin, cu
thé 1a c4c phan tir hai chic dugc mé ta & ddy, 14 ndm trong khoang tir 0,001g dén 0,1g.
Cu thé, Iugng hitu hidu tc ché bénh duc thiy tinh thé 13 nim trong khoang tir 0,01g dén
0,05g.

Nhu duge st dung & diy, thudt ngt “luong hitu hidu e ché bénh vién thi” c6
nghia 12 luong s& 1am giam hoi chimg cta bénh vién thi trong mét hodc trc ché sy tién
trién c4c triéu chimg bd sung ctia bénh vién thi trong mat. Luong hitu hiéu tc ché bénh
vién thi ctia chit che gidu dién tich y-crystallin s& phu thudc vao cac yéu t§ khac nhau
d3 biét boi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét ndy. Céc yéu t6 nay
bao gdm, nhung khong gi6i han &, kich thudc ciia mét, s6 luong va loai hdi chimg da co
s&n trong bénh nhan, v cich ding. Luong hitu hiéu @re ché bénh dyc thiy tinh thé ciing
s& phu thudc vao viéc dugc phém duge dung mot lan, hay dugc phém dugc dung dinh
k¥, qua mdi khoang thdi gian. Khoang thdi gian c6 thé 1a sb ngay, tuln, thang, hoic
nidm. Trong mdt phuong an, luvgng hitu hi€u e ché bénh vién thi cua chét che giéu dién
tich y-crystallin, cu thé 13 cic phan tir hai chirc dugc mé ta & day, 1a nim trong khoang
tir 0,001g dén 0,1g. Cu thé, luong hitu hiéu trc ché bénh vién thi 12 ndm trong khoang tir
0,01g dén 0,05g.

Nhu dugc sit dung & day thudt ngir “ché phdm ding cho mat” ding dé chi ché

phim dugc dung, dung cu din thube, co ché hojc hé thich hgp dé ding cho mét. Thuét
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ngit “céc ché phidm ding cho mit” bao gdm nhung khong gi6i han & cic dung dich, cac
huyén phu, dang gel, thudc m&, dang phun, cic dung cu giai phdng kéo dai hogic dang -
ché phém bat ky khéac, dung cu hodc co ché thich hop dé dan thubc ngén han hodc dai
han cac chét rc ché twong tac tinh dién Pr-crystallin ého mit. Ngucjc'lai v6i cac ché
phdm ding qua dwdng miéng, vi du, ché phdm ding cho mét thé hién cac dic tinh k§
thuat dic biét két hop véi viée dung chiing cho mit, bao gém vi€c str dung céc chét din
duoc dung ding cho mit tranh gy ra cic phan img khac nhau nhu, vi dy, phin ng
kich tng két mac va giac mac, dong mi mét, chay nudc méit va dau. Ché phim diing c_h_o
mét cu thé wu tién 1a Gdang cac dung dich hodc céc huyéh phtl ding cho mit (tic 1,
thudc nho mét), thubc mé tra mét, hoic dang gel tra mét chira cac chit wrc ché tuong tac
tinh dién PL-crystallin. Phu thudc vao dang cu thé dugc chon, cac ché phim nay c6 thé
chira céc ta duge khac nhau nhu chit dém, chét déng truong hoa, chét hoa tan, chit bao
quan, chét 1am ting d6 nhét, chit tao chelat, chit chéng oxy héa, chit khang sinh,
dudmg, va chét didu chinh d6 pH. |

Céc vi du vé chit bao quan bao gém, nhung khong gi6i han & clobutanol, natri
dehydroaxetat, benzalkoni élorua, pyridin clorua, rugu phenetylic, este cua axit
'parahydroxybenzoic, benzethoni clorua, copolyme dihalogen héa wa nudc cua etylen
oxit va dimetyl etylen-imin, hdn hop cta ching, va cic chét twong ty. Chét lam téng dd
nhét c6 thé dwgc chon, vi du, tir metylxenluloza, hydroXyétylxenlﬁlozé,
carboxymetylxenluloza, hydroxypropylmetylxenluloza, ruou polyvinylic,
carboxymetylxenluloza, chondroitin sulfat, va céc mudi cua ching. Chit hoa tan thich
hop bao gdm, nhung khéng giéi han &, diu thau diu hydro héa polyoxyetjden,
polyetylen glycol, polysorbat 80, va polyoxyetylen monostearat. Chét tao chelat thong
thuong bao gbm, nhung khong gidi han &, natri edetat, axit.xitric, cac mudi cia axit
dietylentriamin pentaaxetic, axit dietylentriamin pentametylenphosphonic, va cic chit

4n dinh nhu natri edetat va natri hydro sulfit.

Céc vi du vé c4c chit dém bao gdm, nhung khong gioi han & cic chit ¢ém borat,
- cac chit dém phosphat,, cac chit dém cacbonat, cic chit dém axetat va cic chét tuong
tw. Nong d6 cua chét dém trong ché phim diing cho mét c6 thé thay dbi trong khoang tir
1mM dén 150mM hodc 16n hon, phu thudc vao chit dém cu thé dugc chon.

~
AN

Nhu dugc st dung & ddy, thudt ngit “chit din” dwgc dy dinh bao gdm chit

mang, chit pha lodng ho¥c t4 dugc thich hgp @ st dung cho mét. “T4 dwgc” ding dé
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chi thanh phén tao ra moOt hodc nhidu khéi, tao ra céc dic tinh bao ché thich hop, gitp
kiém so4t téc do hoa tan, va tao ra cdc dic tinh mong mubn bd sung cho céc ché phém
- nay. Cu thé,: céc ta dugc duge chon sao cho ché phdm dung cho mét khong gay chay
nuée mit lam cubn mét hoat chat. Cac ta dugc chép nhin duoc da duoc biét 15 bai cac
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vye k§ thuat nay, ho s& biét lua chon ching phu

thudc vao che pham mong mudn.

Trong mdt phwong 4n, cht che gidu dién tich y-crystallin dugc dung & dang
dung cu ding cho mét, nhu kinh 4p trong hozic nut chaZm bng din nuéc méf. Céac dung cu
dﬁng cho mét thich hgp bao gdm cic dung cu twong hop sinh hoc véi tdc dung hiéu
chinh, m§ phdm hosc diéu tri. '

Trong mdt phuong 4n, chét che gidu dién tich y-crystallin c6 thé dugc dinh vao,
duoc két hop vao hodc két hop v6i kinh 4p trong, tiy ¥ dudi dang ché phim giai phong
* ¢6 kiém soat. Kinh ap trong c6 thé dugc san xuét sir dung céc nguyén liéu dﬁ biét, vi du
cac hydrogel, silicon hydrogel, silicon elastome va nguyén liéu c6 thé thim khi nhu
polymetylmetacrylat (PMMA), cic polyme este clia axit metacrylic, cAc copolyme ciia
monome oligosiloxanylalkyl(meth)acrylat/axit metacrylic va céc chét tuong tu. Cac vi
du cu thé v& cac nguyén liéu cho kinh ding cho mét mém chira nudc bao gdm céc
nguyen liéu dugc moé ta trong patent My sb 5,817,726, cic polyme 2 ;hy'droxyetyl
metacrylat nhu dugc mé ta trong patent M§ s& 5,905,125, cic nguyén liéu kinh ding
cho mét nhu dugc mé ta trong don yéu cdu clp patent Chau Au sb 781,777, kinh
hydrogel dugc phit bing 16p lipit cai tién nhu dugc mé ta trong patent M s6 5,942,558;
tht ca dugc két hop & ddy dé mé ta kinh 4p trong. N6i chung kinh 4p trong dugc sir
dung nhu kinh kiéu gidc mac cung hoic khéng mém déo, va kinh kiéu gél; hydrogel

ho#ic mém dugc san xuat tir cdc nguyén li€u di biét néu trén co6 thé dugc sir dung.

Théng thudng trong nganh cong nghiép kinh ap trong, kinh ap trong duoc chia
theo dic tinh thanh hai loai chinh; hydrogel thong thudng va silicon. Cac hydrogel co
ban thong thudng bit diu bing poly(hydroxyetyl metacrylat) (poly HEMA) va lién
quan dén polyHEMA copolyme v&i cac géc wa nudc khac nhu n-vinyl pyrolidon (nVP),
acrylamit, dimetyl acrylamit, va cac phosphorylcholin metacrylat héa. Céc kinh ruou

polyvinylic cling c6 thé dugc sir dung.
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Céc hydrogel silicon (SiH) thudng bao gém cic copolyme clia cdc monome
metacrylat héa hoic monome meth(acrylamit) silicon, cac tién polyme hodc macrome
v6i cic monome hydrogel dién hinh théng thudng. Cac vi du v& cic monome silicon
bao gém “Tris”, tAn cing bing alkyl, polydimetylsiloxan metacrylat héa (PDMS), va
céc copolyme khdi cua silicon va cdc monome wa nude. Cac copolyme ba khbi ABA 1a
phd bién trong d6 nhém A 13 khéi wa nu6e va nhém B 14 khéi monome silicon. Ngoai
céc metacrylat, cac nhém phan tmg khéac bao gbém vinyl, acrylamit, hogc nhém phan
tmg khac bit k¥ c6 kha ning polyme héa phan tmg chudi. Tao lién két ngang va polyme
héa ciing c6 thé thu dugc qua polyme héa ting trudng timg budc sir dung cdc monome
¢6 hai chirc. M6t vi du 1a phan img cua nhom hydroxyl vai nhém axit carboxylic trong

hai amino axit hodc tir axit terepthalic va etylen glycol.

Cac phwong phap phu nén huyét thanh thudng dugc sir dung trén silicon .
hydrogel bao gdm céc 16p phii huyét thanh va huyét thanh oxy héa. o

Ché phim chira chit che gidu dién tich y-crystallin gidi phéng kéo dai c6 thé
duogc bao ché, vi du, bing cach két hop trong, két hop véi hoc bam dinh vao kinh 4p
trong, ché phim chira chit che gidu dién tich y-crystallin theo cac phuong phép da biét
dé san xut kinh a’.p trong c6 thubc dugc gidi phong kéo dai nhu duge mo ta trong cac
 patent M§ s6 5,658,592; 6,027,745; cong bd sang ché quéc t& s W02003/003073; don
yéu clu cdp patent My s6 US-2005-0079197, dugc két hop & ddy ¢ mo ta kinh 4p
trong va giai phéng kéo dai. Cu thé, kinh 4p trong c6 thé dugc bio ché béng céch cho
chét che gidu dién tich y-crystallin bam dinh 1én mét phin tac nhan giai phéhg kéo dai
duoc nghién min hoic gel nhu polyvinyl pyrolidon, natri hyaluronat va céc chét twong
tu. ‘Ngoéli ra, giai phc')ng kéo dai c6 thd duoc tao thanh bing cach bio ché ché phém
dang vat chira chit che gidu dién tich y-crystallin nhu bing cach san xuét kinh 4p trong
tir thanh phén tao ra bé mit trudc ctia thity tinh thé nay va thanh phin tao ra bé mit sau
~ ctia thay tinh thé nay.

Trong mdt phuwong 4n, chit che gidu dién tich nay c6 thé dugc dua vao nuée
hodc thity tinh dudi dang tiém giai phéng kéo dai. |
Trong mdt phuong 4n, chit che gidu dién tich y-crystallin dugc dung trong nut

chin éng din nuéc mét. Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit nit chin dng din nudc mat
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dﬁng dé chi dung cu co kich thudce va hinh dang thich hgp dé chén vao bén dudi hoic

bén trén Ong 1€ clia mét qua, 1an lugt, bén dudi hodc bén trén diém 1¢.

Trong mdt phuong 4n, chit che gidu dién tich y-crystallin dugc ding bang liéu
phap ion héa. Liéu phép ion héa 12 k¥ thut sir dung dién tich nho d& dan thudc hodc

céc chét hoa hoc khac qua da.

Trong m¢t phuong én, ché phdm dung cho mé‘_c dugc dung sir dung si€u am.
Vi du thye hi¢n sing ché

Sang ché dugc minh hoa hon nita béng cac vi du khéng gidi han dudi day.
Vidu 1: Nhan dong y-crystallin

Céc trinh tw ADN yD- va yS-crystallin trong pQel plasmit dugc cung cip béi |
King Labs & Massachusetts Institute of Technology (Cambridge, MA) Céc trinh tu
protein y-crystallin chira duéi histidin c6 diu tin cling N 6x (his tag) cho inuc dich
tinh ché. Cac plasmit duoc chuyén vao dong t& bao kha bién nhan dong dé tao thanh
~ ADN plasmit b sung. Sau d6 cac plasmit dugc chuyén vao dong té bao kha bién biéu
hién d& téng hop protein (cic té bio TAM 1 E. coli (Active Motif. Carisbad, CA)).

ADN plasmit y-crystallin dugc chuyén vao cac t& bao M15pRep E: coli theo
cach héa hoc dé tdng hop protein. 1L mdi trudng nudi cdy dugc sinh truéng dé tinh ché
protein. Protein y-crystallin dugc tinh ché bing sic ky 4i luc Ni. Pudi His c6 dAu tan
cing N trén protein y-crystallin lién két wu tién v6i cot Ni. Protein lién két c6 thé dugc
rira giai bing gradient imidazol lién két canh tranh véi Ni, giai phéng protein tinh khiét.
D¢ tinh khiét dugc x4c dinh bing sic ky dién di gel SDS PAGE va sic ky long protein
nhanh (FPLC). |
Vi dy 2: Anh hudng coa d6 pH va mudi 1én yD- va yS- crystallin dugc tinh sach

Vi d6 pH va mubi c6 anh hudng dén sy két tu cia B-crystallin, nén anh hudng
ctia 46 pH va mudi 1én y-crystallin ciing dugc nghién ctru. Kich thudc hat dugc do sur
dung phuong phép tan xa anh sang dong luc hoc (DLS). |

Phuong phép t4n xa 4nh sang dong luc hoc thir nghiém (DLS) dugc do sir dung
may do géc ALV c6 bd tuwong quan ALV-5000/E duoc trang bi 288 kénh (ALYV,

Langen Germany) va laze argon 2W (Coherent Inc., Santa Clara, CA), v6i dong dién

1am viéc x4p xi 40 mW. Cudng d6 tan xa dugc do & cac goc ndm trong khoang tlr 30° .
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dén 90° cach nhau 5°, tuong Ung v6i mdt vecto song tan xa (q) ndm trong khoang tir -
8,41x106 dén 2,30x107 m™. Vecto séng tan xa ndy duoc dinh nghia a q = 47 sin (6/2) /-
A, néu 0 12 géc tan xa, va A= 514,5, budc séng cia laze argon trong chan khong, va n 15
1,33, chi s khic xa cia nudce. Nhiét 6 cua mAu dugc gift & nhiét do hing dinh tir 4 dén

37 £ 0,1°C bang bé nudc tudn hoan.

Chirc ning tuong quan duge phén tich st dung phwong phép phén tich CONTIN
dé tinh toan thoi gian trd véi cac chirc ning tuong quan tai cac goc ducjc do. Céc dinh
biéu thi kidu khuéch tan cta cac protein. Thoi gian tr& (t) dugc chuyén thanh T va dugc
v& db thi tinh theo q2 Do déc ciia dwong phit hop 12 hé s6 khuéch tén (D). Céc dudng
ndy dugc 1am cho phi hgp sao cho phén bj chin 14 zero vi gia tri khac zero ciia g=0 1a

phi vat ly. D4 thi T tinh theo q? 14 tuyén tinh véi cac gié tri 212 0,95 hogc 16n hon.

~ Tién hanh do DLS trén ca hai protein yD- va yS-crystallin dugc .céii bién va
khong duoc cai bién bing chit dém 150mM NaCl, 20mM Na;HPOu/NaH;PO4 do pH'
6,8 & ndng dd 0,5mg/mL. TAt ca cac dung dich dugc loc bing mang PVDF ky nudc
0,22um (Fisher Scientific) vao cac dng thity tinh bo silicat dudong kinh 10mm va dugc
han kin. C4c dung dich dugc dé cin bing trong ba muoi phut truée khi do phuong phap
tan xa énh sang. ' : -
Timg dung dich protein a-A, a-B, yD- va y-S crystallin dugc nghién ctiru dé hiéu
mirc kich thudc va cac protein nay hoat dong nhu thé nio trong dung dich loéng. (Béng
1) Nhiét d6 c6 anh hudng mot chit dén kich thuéc protein trong dung dich nhu duoc do
bdi DLS.

Béng 1: Po DLS duogc tién hanh trén ca hai protein yD- va y-S -crystallin ducjc

cai bién va khong dugc cai bien

aA aB yD ¥S

Nhiét Rn Rn Rue Ras Rue Rus
dCO | m) | @m) | @m) | (m) | () | (am)
4° 12 12 3 116 3 100
22° 12 13 2,8 104 2,7 102
37° 13 13 2,7 109 2,6 95
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Xem xét ring trong lugng phén tir cia aA-crystallin 13 19,9kDa va a-B crystallin
14 20,16kDa, kich thuéc dugc nhin thiy trong thir nghiém DLS 14 hing dinh véi t6 hop
o-crystallin da biét trong c4c loai 300-1200kDa trong dung dich ciing nhu trong mét nguoi.

3nm Rn v6i y-crystallin biéu thj c4c loai protein don rit tvong quan véi céc trong
luong phan tir 13 20,6kDa va 20,9kDa 14n luot véi yD- va y-S crystallin monome. Ca
'hai loai ndy ciing thé hién khéi két tu véri cac gid tri Ry 14n luot 14 110 va 100nm voi
yD- va yS- cfystallin. Sy két tu ciia y-crystallin d3 duge cho 1a do cac tuong tc hip din
giita y-crystallin. Thiéu céc twong tac protein-protein dic hi€u trong y-crystallin cho
phép chiing tao thanh céc chit két tu 16n hon trong dung dich.

y-crystallin dugc dwa vao céc didu kién thir nghiém khac nhau, bao gdm céc do
pH (5, 6, 7, 8, 9,10, 11), cic ndng d KCI (100mM, 150mM, 300mM, 500mM,
1000mM) va nhiét d6 (4,5°C, 22°C, 37°C). P6 pH va ndng d6 mudi dugc didu chinh
qua thAm tach qua dém & nhiét d6 4°C va ndng do cudi ciing ciia chiing dugc diéu chinh

dén 1,0g/L.

Bang 2: Hiéu qua cia d6 pH va mudi trén yD- va y-S crystallin

yD ¥S
Rhe | Rh, | Rhe | Rhg
Bién thé (nm) | (om) | (am) | (nm)
100mM NaCl 28 | 108 | 27 | 104
150mM NaCl 2,8 104 | 27 102
300mM NaCl 2,6 91 2,9 100
400mM NaCl 2,7 - | 26 -
500mM NaCl 2,8 - 2,5 -
1000mM NaCl 2,5 - 2,6 -
pHS 30 | 100 | 48 | 141
PH 6 2,7 118 | 25 110
pH 8 2,9 102 | 3,0 96
pH9 3,5 97 2,9 106
pH 10 32 - 3,4 90
pH 11 3,1 - 3,1 -
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Nhu dugc thé hién trong Bang 2, cic d6 pH 16n hon 10 loai bd cac chit két tu
khoi dung dich yD- va yS-crystallin. Cac ndéng d 'muéi KCl 16n hon 300mM lam giam
cac chét két ty y-crystallin thanh cac hat protein riéng r&. Cac két qua nay chi ra ring
phn 16n cac chét két tu cta y-crystallin c6 thé dwoc pha v& hodic dugc ngin ngira bing

cach tic dong vao cac tuong tac tinh dién gitta cac y-crystallin.

Gia thiét ring céc lién két disulfua c6 thé 13 trung gian cla céc chit két tu y-
crystallin quan st duge. DLS ciia céc Protein y-crystallin ciing dugc do trong SmM
DTT, va véi su c6 mit cia 1,0g/L a-crystallin. Nhu dugc thé hién trong Bang 3, DTT‘
khong anh hudng dén kich thudc cia céc chét két tu y-crystallin. Vi vay, gia thiét nay
khong duang.

Hon nita, cic protein o-crystallin dwoc téng hop dugc tron v6i cc protein y-
crystallin dé xac dinh kha ning chaperon ctia a-crystallin 1am phé v& céc chét két tu y-
crystallin. M3i a-A va a-B crystallin 14n lugt dugc tron riéng véi yD- hodc yS-crystallin
vé6i ty 16 mol 1a 3:1, bit chudc ty 18 duge phat hién trong thiy tinh thé mét ngudi. Tt ca
cac dung dich dugc dé can bing trong mét gir & nhiét 6 4°C. Khi u véi a-A hodc a-B
crystallin, mét luong 16n y-crystallin két tu kich thudc vai trdm nanomet bién méit va

céc phén tir 16n y-crystallin va o-crystallin riéng bi€t dugc quan sat thay. (Bang 3) Cac
dit liéu nay hd trg théng tin da biét ring a-crystallin ngin chin sy két tu protein khong

dic hiéu nhd d6 ngin ngira sy két tu cha cac protein y-crystallin.

Bang 3: Anh hudng ciia DTT va c4c chaperon trén yD- va y-S crystallin

yD ¥S
Rhsr | Rhs | Rhe | Rhg
Chét phu gia | (nm) | (nm) | (nm) | (nm)
28 | 104 | 27 | 102
5SmMDTT | 2,6 | 108 3 102
aA 2,7 16 2,8 18
oB 3,2 17 3 19

Khong tuan theo 1y thuyét, gia thiét ring su gia ting kich thuéc cua a-crystallin
(tr 63-68nm dén 75nm) 1a do o-crystallin tuong tac véi y-crystallin bién tinh hoic bd
gip nép. RS rang 13 viée bd sung a-crystallin 1am ngin nglra hojc pha v phin 16n céc

loai y-crystallin khong tao thanh trong dung dich va bing cach ph4 v& tinh dién dién
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tich gitra cac y-crystallin. a-crystallin c6 kha ning phéa v& phin 16n céac chét két tu cia
y-crystallin xu4t hién & ndng d6 y-crystallin cao. Vi vay, thiéu a-crystallin, y-crystallin
s& tao thanh cac chit két tu hoa tan 16n qua luc tinh dién c6 thé bi pha v& & d6 pH cao

va ndng d6 mudi cao.
Céc nguyén li¢u va phuong phép xéc dinh dic tinh clia cac chit két tu

Cai bién héa hoc ciia yD- va yS- crystallin dugc tién hanh d& ci bién cach két tu -
clia cic protein ndy. Céc phuong phép duoc st dung dé x4c dinh dic tinh ctia yD- va
y¥S- crystallin dugc cai bién 13 sy ion héa theo co ché giai hip sir dung ngudn laser véi
su hd trg cia chét nén - thoi gian bay (Matrix Assisted Laser Desorption Ibnization -

Time of Flight: MALDI-TOF), lutng sic vong trdn, va tin xa 4nh sang dong Iyc hoc.

Su ion héa theo co ché giai hip sir dung ngudn laser véi sy hd tro clia chat nén - Thoi

gian bay

_ Xép xi 2mg protein y-crystallin binh thudng hoic duoc cai bién dugc thdm tach
qua dém vao SmM tris (hydroxymetyl) aminometan hydroclorua (Tris HCI) d6 pH 7.
Dung dich ndy duoc lam dong kho (dong khd) qua dém dé& thu dugc bt protein
crystallin kh. ' '

Dir liéu phd khdi thu dugc trén may do phdé khdi Omniflex MALDI-TOF
(Bruker Daltonics, Inc., Billerica MA) dugc trang bi laze nito 337nm. Céc miu
(2mg/mL) dugc tron (1:1) véi chit nén bao gdm 0,1% axit trifloaxetic (TFA), 50% -
axetonitril va axit 3,5-dimetoxy-4-hydroxyxinamic. 1pL dung dich dugc léng dong
huyén phu trén tAm bia bang thép khong gi. Dung cu dugc sir dung theb céch tuyén tinh

dé thu duoc dir licu.
Ludng sic vong tron

Cic miu crystallin duoc thidm tich qua dém vao  dung dich dém
Na;HPO4/NaH;PO4 10mM d6 pH 6,8 va dugc do & ndng d6 0,5mg/mL. Phé CD duoc
do trén méay quang phd phan cuc Jasco J715 & nhiét 6 22°C sir dung t€ bao thach anh
6 @6 dai 1mm dudng din. Sau khi @& miu c4n bing trong nim phit, phd thu dugc ndm

trong khoang tir 250 d¢én 195nm. |

- Phuong phép tén xa 4nh sang dong lyc hoc
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Phuong phép tin xa 4nh sang dong luc hoc (Experimental dynamic light‘
scattering: DLS) thir nghiém duoc do st dung may do géc ALV c6 bd twong quan
ALV-5000/E duogc trang bi 288 kénh (ALV, Langen Germany) va laze argon 2W.
(Coherent Inc., Santa Clara, CA), v6i cudng d6 1am viéc xap xi 40 mW. Cudng d6 tan
xa dugc do & cac goc tir 30° dén 90° & mbi quing 5°, tuong tmg voi vecto budce song
tan xa (q) ndm trong khoang tir 8,41x106 va 2,30x107 m™'. Vecto budc séng tan xa dugce
dinh nghia 1a q = 47n sin (8/2) / A, trong d6 6 14 goc tan xa, va A= 514,5, budc séng cua
laze argon trong chan khong, va n 1a 1,33, chi s6 khuc xa ctia nude. Nhiét d6 ctia miu

- duogc gilr & nhiét do héng dinh 12 tir 4 &&n 37 £ 0,1°C béng bé nude tudn hoan.

Chirc nang twong quan dugc phan tlch st dung phan tich CONTIN dé tinh toén
thoi gian tré d6i véi cac chirc ning tuong quan tai cac géc dugc do. Cac dinh bidu th1
kiéu khuéch tan ctia cac protein. Thoi gian tré (1) dugce chuyén thanh T va dugc vé )
thi tinh theo q2. P9 dbc ciia dwdng phi hop 14 hé s khuéch tan (D). Cac dudng 1a thich
hop sao cho phin bj chén 1a zero vi gi4 trj khac zero clia =0 1a phi vét Iy. D thi I tinh

theo q? 12 tuyén tinh véi céc gia tri 2 ctia 0,95 hogc 16n hon. |

Ti‘én hanh do DLS trén ca hai protein yD- va yS-crystallin duqc cai bién va
khong dugc cai bién & chit dém 150mM NaCl, 20mM Na;HPO4/NaH,PO4 d6 pH 6,8 &
ndng d6 0,5mg/mL. Tt c4 cac dung dich dugc loc bing mang PVDF ky nuéc 0,22 pm
(Fisher Scientific) vao cac 6ng thily tinh bo silicat dudng kinh 10mm va dudc han kin.
Céc dung dich dugc dé cin bang trong ba muoi phiit trude khi do phudng phap tan xa
“4nh sang. |
Vi du 3- Cai bién hoéa hoc ctia yD- va yS- crystallin bing PEG24

Cai bién thtr nhit cta y-crystallin dugc thuc hién véi NHSPEG24. Céc axit amin.
chita c4c amin bac mot, lysin va arginin, c6 thé tién hanh thé 4i nhan trén poly(etylen
- glycol) (PEG) chitc N-hydroxy sucxinimit (NHS). NHS la este hoat hoa thiic d4y co ché |
phén tmg Sn2 vi né 13 nhém rdi chuyén t6t. Quy trinh thé 4i nhan protein dugc cai bién
bing PEG hoic protein y-crystallin PEG héa. PEG hoa dugc chon vi cai bién ciia céc
protein bing PEG duoc thé hién 1a 1am ting d6 hoa tan va khong anh huéng ciu tric ba
chidu hoic cac tinh chat Cu thé, PEG24 dugc chon vi trong lugng phan tir hop ly
(1 100 ,39) duoc bd sung va d6 dai canh tay dém (8,82nm).
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Cai bién cia y-crystallin bing PEG24 thanh c6ng nhu duoc chﬁng minh béi
trong luong phén tir y-crystallin dugc gia ting nhiéu dugc quan s4t trong MALDI-TOF.
Cudng d6 twong dbi t8i da cho yD-crystallin 13 & 24,148 m/z hoic 2 don vi PEG24
trong khi d6i voi yS-crystallin dinh xuit hién & 26,711 m/z wong Umg v6i 4 don vi
PEG24. (Fig.1) Chét phan ung du va céc diéu kién phan tmg 13 phii hop vi khong c6 y-
crystallin khong dugc cai bién c6 mit trong dung dich. Dit liéu MALDI-TOF c6 d
phén giai cao hon cta yD-crystallin thé hién hai dinh phan biét bd sung & 23,056 m/z va
25,206 m/z twong tmg véi cac bién dbi 1 va 3 PEG24.

Quang phd CD chimg minh ring c4 hai protein crystallin thé hién 1a gitt dugc
trang thai nguyén ban cta ching mic di c6 cai bién. yD-crystallin thé hién cac dinh.vé |
do6 sau gia ting co thé dugc cho 14 do su khac biét nhe vé néng do protein. Rét phtt hop
v6i dit liéu thir nghiém dwgc mong doi nhu d@ dugc chimg minh tir trude réng PEG hoa

khong can tré cu trac thir cip ciia protein. (dit liéu khong dwoc thé hién)

DLS dugc tién hanh trén yD- va yS-crystallin dugc cai bién bing PEG24 & nhiét
d5 22°C va 37°C. NICF tao ra chic ning phin bd véi véi mot bd cac dinh duy nhét c6
su phu thuoc vao géc c6 thé thiy trén dd thi ctia T tinh theo q% (Cac Fig.2- 4) Protein y-
crystallin dwoc cai bién biang PEG24 c6 kich thuéc phan bb nho6 khéng c6 kiéu bd sung
trong thoi gian thu gidin dai hon chi ra sy tao thanh két tu. Dbi voi yD-crystallin, Rn
duoc tinh toan tir hé sd khuéch tén 13 3,Inm & nhiét ¢ 22° va 37°C, trong khi yS-
crystallin cé Ry 1a 3,2nm.<’y nhiét d 22° va 37°C. Céc gia tri R twong -qﬁan t6t v6i cac
trong lugng phan tir twong ung 24,1kDa va 26,7kDa cua yD- va YS-crystaliin, dugc do
bdi MALDI-TOF.

PEG hda cua y-crystallin béi NHSPEG24 ngén nglra mdt cach hitu hiéu bét ky
su két tu nao trong cac dung dich pha loing nhu dugc thé hién trong DLS PEG la

polyme wa nudc va duoc thé hién 13 1am ting d6 hoa tan cla protein trong dung dlCh

Khoéng tuan theo ly thuyet, dugc tin rang néu hién tuong két tu 1a két qua cta 46 hoa tan
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két hop véi cac tuong tic ky nudc hodc tinh dién, thi d6 hoa tan két hop véi PEG hoa

dugc gia ting ngin ngira cic protein y-crystallin khoi bj két tu.

Cung chung y tudng, khéng tuan theo ly thuyét, duge tin ring toan bd dién tich
bé mit clia cAc protein di bj thay ddi boi phan tmg v6i PEG. Tai diém ding dién cia
protein, cé sy suy giém do hoa tan tao ra tir sy trung hoa dién tich Kkét hop véi diém
ding dién. Céc axit amin chtra cc amin bic mot 13 céc vi tri dich cho su bién dbi loai
ndy. Amin bic mdt ctia lysin va arginin c6 thé c6 dién tich duong két hop v&i né phu
thudc vao sy tao thanh protein va cac didu kién dung dich. Bing cich cho NHSPEG
phan tmg v&i cac nhém lysin va arginin céc vi tri dién tich tiém ning bi chiém gitt boi
PEG ua nudc, nhd d6 thay dbi dién tich bé mit protein. Néu hién tuong két tu 1a két qua
clia cAc tuong tic tinh dién hodc két qua ciia cac protein gin diém ding dién thi Iy do
ndy s& giai thich tai sao khong c6 két tu trong dung dich. Cai bién cia protein y-
crystallin bang PEG qua cic co ché phan tng khéc s& duoc sir dung dé danh gia kha

nang nay.

Khong tuan theo ly thuyét, 10 giai thich cudi ciing cho viéc khong c6 céc chit
két tu trong dung dich 13 phin dém. Trong linh vuc keo hinh cdu cimg da bibt ring viéc
b sung céac phan tir dém c6 thé giam su két tu. BS sung gbc PEG24 vio y-crystallin tao
ra phan tir ¢m wa nudc trén bé miit cta protein. Khoang céch gifta céc protein duge tao
thanh bdi PEG co thé 13 t4t ca nhimg gi can thiét & ngin ngira su két tu cla protein y-

crystallin.
Vi du 4- Cai bién héa hoc ctia yD- va yS- crystallin bing PEG4

Céc protein y-crystallin dugc cai bién bang PEG4 dé nghién ctru anh hudng cia
d06 dai canh tay dém vdi sy két tu protein y-crystallin. Phan tmg duoc tién hanh lai voi
PEG chitc NHS (NHSPEG4) lam phuong phép cai bién chiing. PEG4 ¢6 trong luong
phén tir duge bd sung 1a 219,33g/mol va canh tay dém la 1,6nm, cé hai phin nay déu
nho hon PEG24.

O
o)
: CHj,
oo
_ (o)

NHSPEG4
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Dit lieu MALDI-TOF thé hién su gia ting tong trong luong phén tir Y—cryétallin
chi ra su bién ddi bing PEG4. (Fig.5) Cuong d6 twong d6i cao nhét quan sat dugc véi
yD-crystallin xuit hién & 22,820 m/z, trong khi v&i yS-crystallin cudng dd nay Xuét
hién & 23,329 m/z 1an luot twong Ung véi 4 va 5 don vi PEG4, dugc bd sung vao
protein bat ky. Can luu y ring c6 phan bd Gaussian xung quanh dinh cuong d6 twong
d6i dé xuét ring c6 cac protein chira cz’i hai muc bién d6i 16n hon va nho hon. Dfr ligu
MALDI-TOF ciing thé hién ring khong c6 mit protein crystallin khéng dugc cai bién.

Quang phé CD lai thé hién ring PEG hoa khong anh hudng dang ké dén céu tric
‘bac hai ciia cdc protein y va a-crystallin. (dir liéu khong duoc thé hién) Quan sat thiy
cin bing tuyét voi gifta cac protein y-crystallin tw nhién va dugc didu chinh bing
PEG4.

NICF ctia protein y-crystallin dugc cai bién biang PEG4 c6 phén 3 lity thira

don xac dinh quy mé kich thuéc don c6 mat trong dung dich. (Fig.6) Tuong tu y-
crystallin dugc cai bién bing PEG24, khong c6 két tu c6 mit trong dung dich. Chic
ning phan bd (Fig.7) lai thé hién véi mét bd cac dinh duy nhét ching ‘mitth su phu
thude goc tﬁyé'n tinh trong dd thi I tinh theo q2 (Fig.8). Rn ctia yD-crystallin dugc do
béng DLS lan luot 12 2,8 va 2,9nm & nhiét d6 22°C va 37°C. Tuong quan kich thuée Rn
tbt véi trong luong protein dugc cai bién gén béng 22,8kDa. Sy gia ting nhe kich thudc
monome protein ciing c¢6 thé duge quan sat trong DLS duéi dang Ru cla protein yD-
- crystallin dugc cai bién hoi 16n hon dang ban d4u khong duoc cai bién ctia né. Protei_h
yS-crystallin dugc cai bién bing PEG4 c6 Ru 1a 2,9 & nhiét d6 22°C va 37°C. Kich
thuéc tdng cong clia protein dugc cai bién gia ting so véi yS-crystallin khong duge cai

bién va Rn thich hop v6i trong luong phén tir tir xAp xi 23,3kDa.

Protein y-crystallin dugc cai bién bing NHSPEG4 va NHSPEG24 thé hién
khéng c6 su két tu & nhidt d6 22° va 37°C. Su bién dbi bing PEG4 thuong tao thanh
bbn dén ndm phin b sung trong lugng phén tir thip trong khi trong trudng hop PEG24
tir hai dén ba nhém duogc bd sung véi mdi protein y-crystallin. S5 lugng céc bién dbi
~ cao hon dugc tao thanh véi mdi protein bang PEG4 khong tao ra loi ich déng ké trong
ngin ngira sy két tu. Tuong tu, bd sung tong trong luong 16n hon véi PEG24 vao y--

crystallin khong tao ra wu diém lam ngan ngira sy két tu.
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Céc protein y-crystallin dugc cai bién bing PEG24 c¢6 Ry hoi 16n hon so véi
bién dbi bing PEG4. Déi vdi ca hai bién di khong tao thanh két tu dugc két luan ring
d6 dai canh tay dém khong déng gép dang k& vao viéc ngin ngira sy két tu. Du doén

rang chudi PEG 16n hon s& tao ra tuong tu két qua.
Vi du 5- Cai bién hoa hoc ctia yD- va yS- crystallin bing CAPEG

Su bién dbi boi CAPEG4 duge tién hanh dé nghién ctru co ché phin img thay
thé véi PEG héa y-crystallin. G d6 pH sinh ly (6,8), amin bac mét ctia CAPEG4 hoi
duong tinh va c6 kha ning phan Umg véi cac axit amin, axit aspartic va axit glutamic
dién tich 4m. Theo cach khac, c4c axit amin dién tich dwong vin c6 kha niing phan ing
v6i axit carboxylic cia CAPEG4 (CA). CAPEG4 dugc chon vdi céc 1y do tuong tu nhu
NHSPEG4, cac chit nay c6 trong lugng phén tir dwoc bd sung voi lugng nhd duge bd

sung v&i mbi don vi (265,3g/mol) va canh tay dém ngén (1,81nm). -

HO/U\E/\O}/\/NHZ
4

CAPEG4

MALDI-TOF thé hién sy gia ting déng k& trong luong phan tir y-crystallin 12 kbt
qué cta sy bién dbi bdi CAPEG4. (Fig.9) khong c6 y-crystallin khong duge céi bién
trong dung dich nao d& xuét ring cac diéu kién phan tmg 1a phit hop dé bién ddi protein.
Dinh cudng d6 tuong dbi & 23,273 m/z cho yD-crystallin biéu thi 5 don vi CAPEG
dugc bd sung vao protein ‘nay. Phé MALDI-TOF d6 phéan giai cao hon cho yS-
 crystallin thé hién vai dinh khéi phén biét bao gdm 22,867 m/z hodic 2 don vi CAPEG4,‘
cudng d6 tuong dbi tdi da & 23,089 m/z hojc 3 don vi CAPEG4, va 23,591 m/z hodc 5
don vi CAPEG4.

Quang phd CD ctia cai bién CAPEG4 ciia y-crystallin thé hién xu huéng tuong
tur v6i cac bién dbi duge thuc hién bing PEG4 va PEG24. (Dit liéu khong duoc thé
hi€n) yS-crystallin + CAPEG4 thé hién tuong quan tuyét V(‘)i véi yS-crystallin protein
khéng duoc cai bién. yD-crystallin dugc cai bién lai thé hién thay dbi nhe & 220nm

nhung toan bd dudng cong cb hinh dang twong ty nhu yD-crystallin ty nhién.

Cai bién y-crystallin bing CAPEG ciing ngin ngira su két tu clia céc protein. .

NICF c6 thd duge mo ta bdi chic ning lity thira don tao thanh chirc ning phan bd c6 sy
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phu thudc T tinh theo g2 (Fig.10-12) Protein y-crystallin duoc cai bién dugc quan sat
‘ théy & dang monome cuia n6 & ca hai nhi¢t 4§ 22° va 37°C trong d6 Ry 1a déé 1ép Vi
nhiét d6. Dbi véi yD-crystallin, hé sb khuéch tan tao ra Ry duogc tinh toan 14 2,8nm,
trong khi d6i voi yS-crystallin gid tri ndy 13 2,9m. Cac gi4 tri Ry tvong quan tét véi
23kDa va 23,5kDa trong lugng phan tir duge cai bién 1an luot cia yD- va yS-crystéllin,

ngoai viéc tuong ty Vé kich thudc véi y-crystallin duoc cai bién bing PEG4. _

PEG héa bing CAPEG & d6 pH sinh ly (6,8) huéng dén cac axit amin c6 tinh
axit. Tuong tw céc phan ing dugc thuc hién véi NHSPEG, su bién d6i CAPEG c6 thé
trén toan b dién tich bé mit cua protein. Bing cich cho phan tmg véi cc axit amin
dién tich 4m, mach PEG ua nudc chiém léy amino axit dién tich tiém nang. C6 kich
thuéc va s6 luong cac bién dbi twong tu (bén dén nim) nhw NHSPEG4, y-crystallin -
duoc 1am phi hop bing CAPEG4 dé xuét sy bién ddi tuong tu. Uu diém 16n khi sir
dung CAPEG4 so v6i NHSPEG 14 khéng ¢6 nhém rdi chuyén NHS trong phéan tmg.

Khong tuén theo 1y thuyét, su bién d6i CAPEG lai @& xuét ring dién tich bé mit
clia protein 12 yéu t§ chinh tao thanh cac chit két tu y-crystallin. Vi géc PEG duoc bd
sung vao protein cﬁng c6 thé thay thé bé mit c6 ban chit ky nudc, ngin ngira su két tu.
Théng tin quan trong thu duoc tir cac thir nghiém nay 13 sy bién dbi qua céc axit amin
¢6 tinh axit hodc bazo c6 thé ngan ngira sy két tu.

Vi du 6- Cai bién hoa hoc ciia yD- va yS- crystallin bingmMPEG

PEG chirc héa maleimit 14 co ché phan tng khdc ma nh¢ d6 céc protein y--
crystallin c6 thé dugc PEG héa. Cac nhém thiol c6 thé bd sung Michael trén lién két
d6i ctia nhém chirc maleimit. Ca hai protein y-crystallin chtra nhidu gbc amino axit
xystein chira nhém cubi thiol. Do d6 y-crystallin duge PEG héa bingmMPEG24 (MM)-
xuét hién béi céc axit amin xystein. Sy bién dbi qua co ché phan img nay giéng céc thir
nghiém PEG hoa trudc diy vi toan by dién tich protein khong bi anh hudng. Cu thé,
mMPEG24 duoc chon vi trong lwong phén tir cao dugc bd sung véi méi don vi
(1239,44g/mol) va canh tay dém dai (9,53nm) c6 thé so sanh bing PEG24. |
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MMPEG24

Phé MALDI-TOF ciia y-crystallin dwoc cai bién bing mMPEG24 thé hién ba
dinh phén biét c6 thé dugc quan sét véi y-crystallin khong dugc cai bién & muc t6i thiéu
hoic khéng dugc cai bién. (dir liéu khong dugc thé hién) Bén dinh yD-crysfallin dugc
quan sat & 23187, 24426, 25666 m/z twong umg véi 1, 2, va 3 bién d6i. Trong truong
hop céc dinh yS-crystallin dugc quan sat & 23565, 24426, va 25666 m/z tuong Gng v4i
1, 2, va 3 bién dbi. Cudng d6 twong dbi cao nhét cho ca hai protein crystallin xuét hién
& 2 bién dbi.

Quan sat thiy can bing tuyét voi gifta cac protein y-crystallin tw nhién va dudc
PEG héa. D3 biét ring trong mot s6 trudng hop cic nhém thiol ciia xystein c6 lién quan
trong lién két disulfua n6i phén tir tao nén d toan ven cho cAu triic ¢6 chu trac bac hai.
Vi ca hai phé MM yD- va yS-crystallin duoc cai bién thé hién céu tric bac hai twong tu
y-crystallin ty nhién c6 thé két luan ring su bién dbi nay khong lam thay ddi cdu trac
protein. (dit liéu khong dugc thé hién) '

y-crystallin dugc PEG hoa qua céc gbc xystein ctia n6 khéng ngin ngira sy két
tu. Cac duong cong NICF (dit li¢u khong dugc thé hién) c6 su phu thudc vao géc tao
nén chirc niing phin b c6 hai bd dinh khéc nhau (Fig.13). D4 thi I tinh theo ¢? thé hién
hai doan déc véi su phu thude goc tuyén tinh chi ra sy c6 mat cua hé s6 khuéch tan -
cham va nhanh. (dit liéu khong dugc thé hién) O nhiét d6 37°C, kiéu chim tao thanh &
Rn 12 80nm cho yD-crystallin va 85nm cho yS-crystallin. Kich thuéc 1é6n chi ra ring
protein két tu trong dung dich. Kiéu nhanh twong tmg véi protein y-crystallin

monome, v&i R 14 2,8nm va 3,0nm cho yD- va yS-crystallin ¢ nhigt 46 37°C.

Thuc  1a PEG héa qua chirc maleimit khong ngin ngira su két tu cung c:?'lp
théng tin quan trong lién quan dén sy tao thanh cac chét két tu y-crystallin. Do ca hai
MMPPEG24 va NHSPEG24 tao nén sb lugng twong tu cac bién d6i nén cdc nhém trén
dién tich bé mit va cac nhém dém xung quanh céc protein y-crystallin ciing phai
tuong tu. Quan sat thiy su két tu bang sy bién d6i MMPEG24 chimg minh rang ngan

ngua su két tu c6 thé khong phu thudc hoan toan vao cc phan tit dém wa nude.

Mot quan didm chinh v& co ché két tu dua vao sy nhan ra ring PEG héa protein
qua céac axit amin khong dién tich khéng ngdn ngira sy két tu. Su khéc biét chinh giita
MMPEG va NHSPEG hoic CAPEG la PEG hda qua phan ung maleimit khong huéng
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t6i cac axit amin c6 dién tich cia protein. Khong tuan theo 1y thuyét, diéu nay dé xuit
rﬁng dién tich va tinh dién bé mit dong vai tro chinh trong sy tao thanh cac chat két tu
va cin duoc hudng t6i khi pha v su két tu. |

Vi du 7- Cai bién hoa hoc yD- va yS- crystallin bing biotin

Biotin 12 phén tir thuong dugce st dung dé bién ddi protein do 4i luc lién két cao
ctia né véi avidin. Céc protein c6 thé duoc gin thé bing biotin, trai qua cac phan Ung in
vivo hodc in vitro, chiing dugc tach hodc duoc tinh ché tir khbi bing cach st dung cot
av1d1n Phan tir NHSBiotin dugc chon vi né phan tmg qua cling co ché nhu PEG4 va
PEG24 tuy nhién phan tir duoc bd sung s& khong wa nuéc nita nhung chtra nhém cubi
tich dién cao. Trong lugng phén tir dugc bd sung véi mbi don vi 1a 226,38g/mol véi

canh tay dém 1a 1,38nm.

°
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NHSBiotin

Cac protein y-crystallin duge cai bién thanh cong bing biotin nhu dugc thé
hién trong MALDI-TOF. (dir liéu khong dugc thé hién) Su bién dbi cac dinh yD-
crystallin 14 tdm don vi (23758 m/z) trong khi dinh yS-crystallin xuét hién bén don vi
(23325 m/z). Ca hai hé khong thé hién y-crystallin khéng dugc cai bién chi ra ring cac
diéu kién phéan tmg 1 phit hop véi su bién dbi hoan toan.

Phé CD thé hién mot sy thay dbi ting déng ké so véi cdu tric ty nhién cla’
protein. (dit liéu khong dugc thé hién) L8 ndng hon duge quan sét xung quanh 220nm
di nguoce lai xu hudng tuong quan tét giita sy bién dbi va cAu triic bac hai. Sy thay dbi
cua phé chi ra rﬁng cAu triic bac hai ctia cAc protein bi x40 trdn bdi sy bién dbi. Mic du
* ¢6 sy thay ddi trong quang phd, hinh déng téng thé ciia dudng cong 14 tuong tu va

khéng ¢ dau hiéu cuia cudn r6i loan hodc ngau nhién.

Su két tu cua protein y-crystallin duoc quan sat d6i véi Y—cryStallih duogc cai
bién bing biotin. NICF thé hién kiéu chdm va nhanh tao thanh chirc ning phén b c6
hai bd dinh (Fig.14). Su phu thudc vao géc ciia chirc ning phan bd c6 thé thy trong dd
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thi T tinh theo q?, trong d6 su khac biét vé chét luong dugc quan sat thiy giita kiéu
chim va nhanh. O nhiét ¢ 22°C, Ry clia cic kiéu nhanh va chim 13 2,8nm va 150nm
d6i véi yD-crystallin, trong khi dbi v6i yS-crystallin cdc gid tri nay 13 2,6nm va 180nm.
Kiéu cham va nhanh cling dugc quan sat & nhiét do 37 °C véi céc gié tri Rn tuong tu céc
gia tri & nhigt d6 22°C.

Su két tu ctia y-crystallin dugc cai bién bing NHSBiotin thé hién ring chirc ning
ciia viéc cai bién phan tir (tc 13, phén tir 16ng) 13 rt quan trong. Mdt cach co hoc, y-
crystallin cai bién bang biotin theo cach gibng nhu NHSPEG. Chi c6 su cai bién cic
axit amin c6 dién tich clia y-crystallin 14 khong phit hop dé ngin ngira su két tu Mic do
bién dbi c6 thé so sanh xuit hién véi biotin va PEG4 c6 nghia 12 bién dbi twong tur ciia
didm ding dién cua protein. Do su két tu xuit hién trong trudng hop y-crystallin duge
cai bién bing biotin khong du @& thay dbi hoan toan didm ding dién cta protein y-
crystallin 4 ngin ngira sy két tu. Phuong phap do DLS hé biotinyl héa ciing hd tro
hon nita quan diém ring sy két tu khong thé dwoc ngin ngira chi bing cach bd suhg cac

phan tir #&m vao bé mit cua y-crystallin.

Su twong phan rd rét trong cac tinh chét héa hoc gifta PEG va biotin 14 1y do tai.
sao m6t chét thi ngin ngira su két tu va chét kia thi khéng. PEG 1a phén tir va nudc linh
hoat trong khi biotin c6 kha néng li€n két hydro va 6n dinh dién tich &m. Vi vy c4c tinh
chét ctia PEG gitip hoa tan protein trong khi biotin tham gia vao ban chit ky nuéc va
tinh dién cua céc chét két tu.

Vi du 8- Cai bién héa hoc yD- va yS- crystallin bang Biotin-PEG

Cai bién protein y-crystallin bing biotin tao nén sy Kkét tu do d6 duoc d& xuét la st
dung NHSBiotinPEG két hop véi phin dém wa nudc gifra protein va biotin chirc néng.
Pugc d& xuét ring ban chit va nudc cua PEG la yéu t§ chinh trong viéc ngin ngla sy két
tu y-crystallin. Chitc niing hoa NHS dugc sir dung dé giit cho co ché phan tmg héng dinh.
Trong lugng phin tir dugc bd sung voi mdi don vi 1a 825,64g/mol va canh tay dém la

5,6nm.

o . -
o S
NH
N NH
12 N : _
o) (0] H (@]
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NHSBiotinPEG12

Su thay dbi dang ké vé trong luong phan tir dugc quan st trong MALDI-TOF
chi ra sy bién ddi cua céc protein y-crystallin bing BiotinPEG12. (dit liéu khong dugc
thé hién) yD-crystallin c6 ba dinh phan biét dugc quan sat & nhiét do 22760, 23582, vét
24404 m/z tuong tmg véi mdt, hai, va ba bién d6i. D6 phan giai ciia yS-crystallin tao ra
cac dinh MALDI-TOF & 23001, 23816, 24669, 25470, va 26122 m/z tuong (mg v&i cac
bién dbi mét-nim. Phé MALDI-TOF ciing khéng thé hién y-crystallin khong dugc cai
bién chimg minh c4c diéu kién phan tmg 1 phi hop.

Céc cAu tric bac hai ciia protein y-crystallin dugc cai bién phﬁho'p tbt voi y-
crystallin ty nhién nhu dugce quan sat thiy trong phd CD. (dit liéu khong duge thé hién)
Quan sat thdy 16 v6i phd CD dbi véi y-crystallin duoc cai bién chi bing biotin khéng
con rd rang nita. Phan PEG ciia sy bién d6i nhidu kha ning cho phép gia ting d6 hoa

tan ngoai viéc tao thanh chit dém gifra protein va biotin chitc ning.

Mic du c6 su két hop ctia PEG trén biotin chirc ning, két tu van c6 mét'trohg
dung dich nhur dugc thé hién trong kiéu chim va nhanh ctia NICF. (dit liéu khdéng dugc
- thé hién) Chirc niing phén bd (Fig.15) chira hai bd dinh ching minh sy phu thudc vao
goc. Do thi T tinh theo q? thé hién 3 hai doan tuyét tinh khéc biét, d6 déc cf_la chung tao
ra kidu khuéch t4n chim va nhanh. (dir lidu khong duoc thé hién) Hé sb khuéch tan
nhanh tuong tmg véi y-crystallin monome trong 36 yD-crystallin c6 Rx 12 2,7hm & nhiét
d6 22°C, trong khi yS-crystallin c6 gid trj 1a 2,6nm. Hé s6 khuéch tan chim biéu thi két
tu 16n ¢6 mit trong dung dich véi Rn 1a 105nm cho yD-crystallin va 115nm cho yS-
crystallin & nhiét 4§ 22°C. Két tu ctia Ry twong tur cling dugce quan sat & nhiét d6 37°C.

Viéc str dung PEG lam phin dém giita protein va biotin chirc ning khéng hd tfg |
ngin ngira su két tu. Khong tuan theo ly thuyét va c6 tham khao cdc nghién ctru trudce
day lién quan dn biotin thay dbi diém ding dién cta y-crystallin, cac két qua thir
nghiém nay ciing d& xuit cac thé ky nuéc chiém wu thé hon céc thé tinh dién trong su
tao thanh céc chét két tu. Cénh tay dém dai cta BiotinPEG ciing khong ngin nglra sy
két ty hd tro thém cho khuynh huéng ring d6 dai phan tir @ém khong phai 1a yéli 6
quan trong trong viéc két tu. Cin luu ¥ ring y-crystallin dugc diéu chinh béng
BiotinPEG c6 kidu cham hogc két tu Ru nho hon sy bién dbi bing biotin d& xuét ring
" PEG hd trg han ché su két tu. '
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Vi du 9- Cai bién hoa hoc yD- va yS- crystallin bing sulfo-N-hydroxysucxinimit axetat
(8A)

Do c4c bién ddi trudc day voi trong luong phan tir va canh tay dém 16n vin din
dén su két tu, su bién dbi véi can thiép nhé nhét duoc nghién o, Sy bién di cubi
cung dugc thyc hién béng sulfo-N-hydroxysucxinimit axetat, chit nay dugc két hop véi
trong lugng phan tir (43g/mol) va canh tay dém (phén tir axetat) ti thiu véi mdi don vi
dugc bd sung. Co ché phan tmg 14 twong tw véi PEG4 bing cach cho phan tng qua céc
nhém amino axit c6 dién tich, diém déng dién cua y-crystallin cin b énh:hué'ng. :

Mot thay d8i nhe vé& trong lugng cua céc protein y-crystallin duoc quan sat
trong MALDI-TOF. (dit liéu khong duoc thé hién) Pinh cudng d6 twong dbi cho yD-
crystallin xudt hién & 22209 m/z va cho yS-crystallin & nhiét d6 22562 m/z 14n luot
tuong tmg v6i sdu va bay nhom axetat. Cac dinh khéng thé hién protein khong dugc cai
bién, chira réng c4c diéu kién phan tmg 14 phi hgp. Phan bd Gaussian xung ’quanh‘ dinh
cu'&ng d6 tuong dbi chi ra ring mot sb protéin crystallin c6 murc bién d6i cao hon va

thip hon.

Phd CD véi ca hai protein y-crystallin dugc cai bién thé hién 16 nhé hon xung
quanh 220nm nhu dugc so sanh véi y-crystallin tu nhién. (dit liéu khong duge thé hién)
Su thay di trong phd CD éﬁng dwogc quan sat v6i sy bién dbi bﬁng biotin. C6 ly do dé
tin ring cAu tric béc hai ¢ thé bi anh hudng nhe bdi sy bién dbi mic dit khéng c6 diu

hiéu ctia tinh trang ngAu nhién hoc réi loan.

Nhin vao NICF 13 rang 14 cai bién cia y-crystallin bing cdc nhém axetat khong
ngin ngira sy két ty. (dit liu khong duoc thé hién) Chitc néing phén bd- dugc thé hién
trong Fig.16. Su phu thudc vao goéc cua kidu khuéch tan chidm va nhanh 06 thé the"ly-
trong dd thi I tinh theo g2 (dit liéu khong dugc thé hién) D8i véi yD-crystallin & nhiét
d6 37°C, cac hé sé khuéch tan nhanh va chim tuong tmg v&i Ry bang 2,6nm va 85nm.
Cac gia tri Rn cho yS-crystallin & nhiét d6 37°C 1a 2,5nm va 90nm. Kiéu nhanh Ry 13
kich thuéc thich hop véi céc protein y-crystallin dugc cai bién c6 trong lugng phan tir
xAp xi 22kDa. Céc gi4 tri Rn thu dugc tir cc phép do dugc tién hanh & nhiét do trong
phong thé hién cac két qua tuong tu.

Su bién d6i SA dugc tién hanh trong nd luc nhim thay ddi diém ding dién cia

protein v&i canh tay dém nhd nhit. Miic du c6 két tu trong dung dich, nhung kich thuéc
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két tu nho hon so v&i y-crystallin khéng duoc cai bién. Qua rat nhidu bién déi v6i mbi
protein, c6 thé su thay di dang ké trong diém déng dién 1am giam kichrthuc’vc clia chit
két tu. Khéng tuén theo 1y thuyét, vi su két tu vin c6 mit trong dung dich két luan réng
céc protein y-crystallin gin diém déng dién khong chiu trach nhiém mgt minh véi hién
tuong két tu.

Céc két qua ctia cac Vi du 3-9 dugc tom tit trong bang dudi day:

Béng 4: Tom tét cac kbt qua voi chit che gidu dién tich hai chirc

vS yD

Rn(nm) | Ra(nm) | Rn (nm) | Ry (nm)
PEG4 22°C 2,9 2,8
PEG4 37°C 2,9 | 2,9
PEG24 22°C 32 3,1
PEG24 37°C 32 3,1
CAPEG4 22°C 2,8 2,9
CAPEG4 37°C 3 2,8
MMPEG2422°C | 3,1 100 2,9 85
MMPEG24 37°C 3 85 28] 80
Biotin 22°C 2,6 180 2,8 150
Biotin 37°C 28] 210 2,7 170
BiotinPEG 22°C 2,6 115 2,7 105
BiotinPEG 37°C | 2.8 110 2,6 100
SA 22°C 25| 925 25| 82,5
SA 37°C 2,5 90 2,6 85

Céc két qua thé hién & day thé hién ring cac chét tinh dién 14 thanh phan quan
trong trong sy két tu y-crystallin. Sy két tu tinh dién c6 thé bi pha v& mdt cach hitu hi¢u
bing cach st dung ndng d6 mubi hojc chét che gidu dién tich hai chirc cao. Sy gia ting
hidu biét v& co ché ciia su két ty y-crystallin d3 tao ra mot nhém chét dic biét hitu ich

trong diéu trj bénh dyc thiy tinh thé va bénh vién thi.

Cac phuong phap: LAy va xé4c dinh dic tinh cta thiy tinh thé 14y tir tir thi ngudi
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Trong khoang 24 gi® sau khi chét, nhin cdu dugc ldy, cét 14t va thay tinh thé
dugc loai bd. Thuy tinh thé ndy dugc cit va dit trong méi trudmg U duoc goi la
Optisol®. Optisol® 1a mdi trudng bao quan gidc mac chira chondroitin sulfat, dextran
40, bot nén optisol, natri bicacbonat, gentamycin, c4c axit amin, natri pyruvat, L-

glutamin, 2-mercaptoethanol va nuée tinh khiét. OD 13 mét phai va OS 1a mét trai.

o]
“4
CAPEG4

Do m& dyc cia thiy tinh thé dugc phan loai theo hé LOCS III. Phuong phép do
LOCS TII duogc tién hanh véi kinh hién vi dén khe. LOCS III chita b tiéu chuin mé
rong dugc chon tir thur vién Longitudinal Study of Cataract slide & Center for Clinical
Cataract Research, Boston, Mass. N6 bao gdm sau anh den khe dé phan cép mau cﬁé
nhan (NC) va d6 md nhan (NO), nim anh chiéu sang ngugc dé phan cip bénh duc thuy
tinh thé v6 (C), va nim anh chiéu sang nguoc dé phan cép bénh dyc thity tinh thé sau
mang boc (P). PO nghiém trong ctia bénh duc thiy tinh thé dwoc phan loai theo thang

thap phan véi céc tiéu chudn duoc dit cach déu trén thang.
Vidu 10: Thir nghlem CAPEG#4 & thity tinh thé tir thi ngudi - van chuyén qua biéu mo

Van chuyén CAPEG4 qua ciu trac biéu mé duoc nghién ctru. Biéu mé 13 16p
ngoai clia gidc mac va van chuyén qua biéu mé dugc chimg minh 13 mét thach thirc khé
khén. Muyc dich 1a chung minh cu traic CAPEG4 c6 thé duoc sir dung trong ché phim

thubc nho mét d& van chuyén xuyén qua mit trudc ciia mét.

Cu thé, cu tric CAPEG4 trong dung dich dugc bd sung vao dAu trén ctia dung
cu chira méi truong nudi cdy va mot ciu tric biu mo.(Fig.19). Ciu tric biéu mé nay
bao gbm (cac) 16p té bao biéu mo gidc mac cia ngudi. Cac phin nhéd dich nudi cy
duoc 14y ra & dinh va day ctia méi truong nudi ciy tir 15 d&én 120 phut. Fig.20 thé hién
CAPEG4 dugc chuyén dén day cua té bao.

Fig.21 thé hién 46 pH ctia Opisol® tinh theo mg/ml cia CAPEG4 duoc bd sung.
Dir liéu cling dwoc thé hién trong céc bang 5 va 6. N6i chung, d4 chimg minh ring bénh
duc thuy tinh thé vO va sau mang boc duoc giam di 1a do CAPEG4 va khong phai anh
hudng clia 6 pH clia mdi trudng. Vi bénh dyc thity tinh thé v khong gidm di chi bing
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cach thay ddi (giam) @ pH clia mdi trudng Optisol® bing axit xitric dén cling d6 pH
cua Optisol® chira CaPEG amin. Viéc lam giam 46 mo duc can sy c6 mit cia hoat ‘

chét.

Bang 5: 1 mg/ml CAPEG4

Thoi gian Dinh bay
T T %
mc run run
Phut ~g | s mcg e ~ (luu
/15 binh . binh '
N3 trit)
s 427 449 4 13 2,4
472 22 |
448 446 26 31 58
30 L
445 37
454 421 8 9 1,7
60
388 11
459 443 9 8 1,5
45
428 8 |
467 463 17 31 5,7
90
459 45
453 481 21 25 4,7
120
510 30
1000 mcg/mL 543 543 |
Thoi gian 0 thu 446 | 450 4 3 0,6
hoach: 453 3
Bing 5: 16 mg/mLCAPEG4
Thoi gian Pinh . Pay
Phut mcg/16 |Trung binh| mcg/Id |Trung binh| % (luu triY)
s 5842 6375 58 60 0,7
6908 62
30 6099 6312 93 99 1,2
6526 105
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60 6450 6972 160 149 1,8
7494 139 .

45 6313 6335 677 548 6,7
6356 418

90 6122 6457 525 525 6,4
6792 na

16000 mcg/mL - | 8186 8186
Blank insret & 15 phﬁt 7857 7857 1837 1837 | 23

Vidu 11: Thir nghi¢m CAPEG4 véi thiy tinh thé cua tir thi nguodi - gidam bénh duc thuy
tinh thé trong thiy tinh thé ciia tr thi nguoi

Trong t4t ca cac truong hop, miu dbi chimg 13 méi truong Optisol®. Cac diém
dit lidu con lai 12 cho thay tinh thé cta tir thi ngudi dugc tach va duge xir Iy bing cac
dung dich CAPEG4 v6i Optisol®. o

Bang 6 thé hién cac két qua cho cic thily tinh thé dugc 0 bing méi truong dbi
chimg hodc 10 mg/mL CAPEG#4 tinh theo thdi gian. Trong bang 6, duéi tiéu dé vé, co
cac mirc LOCS III béng 1,0, 1,0 va 0,9 cho céc thuy tinh thé dugc béng 10 mg/ml
CAPEG#4. Cic mirc LOCS véi dbi chimg 14 1,0, 1,2 va 0,9. O nong do 10 mg/mL khong -
c6 thay dbi dang ké trong thir nghiém tinh theo cdc miu dbi chu'ng

Bang 6- Mtc LOCS III ctia bénh duc thiy tinh thé dwgc @ bang Optisol® hosic 10
mg/ml CAPEGH4 tinh theo thoi gian

[CaPEG] Thoi gian Vo NO NC - PS
(mgml) | (HR) |
10 (OD) 0 1,0 5,0 5,0 0,9
Péi chimg (OS) ‘
1,2 5,0 5,0 0,9
Chi c6 Optisol 0
10 24 1,0 5,0 5,0 0,9
Péi ching
24 1,2 5,0 530 039
Chi c6 Optisol :
| 10 72 0,9 5,0 5,0 0,9
Dbi chimg 72 0,9 5,0 5,0 1,0

Béng 7 thé hién cac két qua véi cac thuy tinh thé duge & bing méi truong dbi
chiimg hodc 50 mg/mL CAPEG4 tinh theo thoi gian. Trong bang 7, duéi tiéu dé vé, c6

mitc LOCS TII 14 1,0 cho tt cé cac mAu va d6 m nhan (NO) 14 2,0 cho tat c& cac mau.
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Khong c6 khac biét dang ké gita cac miu déi chimg va 50 mg/mL miu 1 dén 72 gio
trong bénh duyc thuy tinh thé vo hodc dbi voi NO. Mau ciia nhan (NC) ting nhe qua thoi
gian & ca hai mAu d6i chimg va mau i trong 50 mg/mL dung dich CAPEG4. C6 su cai

thién nhe trong bénh duc thuay tinh thé sau mang boc tir 1,1 dén 0,9 14n lugt & cac thoi

diém 0 va 24 gio.

282176

Bang 7- Mirc LOCS III ciia bénh duc thuy tinh thé dugc 1 bing Optisol® hoic
50 mg/ml CAPEG#4 tinh theo thoi gian -

[CaPEG] Thoi gian Vo NO NC PS
(mg/mL) (HR) :
50 (OD) 0 1,0 2,0 1,7 1,1
Déi chimg (OS) 2,0 » .
- 0
Chi c6 Optisol 0 1o 18 9
50 24 1,0 2,0 1,7 0,9
Péi chimg 2,0 0,9
1,8
Chi c6 Optisol 24 1o
50 72 1,0 2,0 1,9 0,9
Pbi chimg 72 1,0 2,0 2,0 0,9

Bang 8 thé hién c4c két qua déi véi cc thity tinh thé dugc 1 bing mdi trudng dbi

chimg hoic 100 mg/mL. CAPEG4 tinh theo thoi gian. C6 sy giam nhe vé d6 md duc

(NO tir 1,8 dén 1,2) 1an luot & cdc thoi diém 0 va 24 gid, dbi véi miu t« CAPEG4 va cai

thién nhe trong v6é va mau cta nhan dén 72 gio.

Bang 8- Mitc LOCS III ciia bénh dyc thiy tinh thé dugce @ béng Optisol® hodc
100 mg/ml CAPEG#4 tinh theo thoi gian '
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[CaPEG] Thoi gian Vo NO NC | PS
(mg/mL) (HR)
100 (OD) 0 3,0 1,8 1,3 0,9
Péi chimg (0S)
Chi ¢6 Optisol 0 0.9 L9 L5 0.9
100 24 2,9 12 L1 | 09
Péi chimg 0,9
2 - '
Chi c6 Optisol 4 0.9 1.8 2,0
100 72 2,7 1,2 1,1 0,9
Dbi chimg 72 0,9 1,9 2,0 0,9

Bang 9 lip lai c4c thir nghiém trong Bang 8 vé&i cic mét khac nhau. Theo PS
(bénh duc thiy tinh thé sau mang boc) mu duoc 0 & 100 mg/ml CAPEG4 ¢6 céc gia fri
13 1,8, 1,5, va 1,0 14n luot & cac thoi diém 0, 24 va 72 gio. Bénh duc thiy tinh thé vo
cling giam tir 3,0 dén 2,6 dn 2,0 14n luot & cac thoi diém 0, 24, va 72 gio.

Bang 9- Mirc LOCS III ctia bénh duc thay tinh thé dwgc & bang Optisol® hoic
100 mg/ml CAPEG#4 tinh theo thoi gian

[CaPEG] Thoigian | V9 “NO NC - PS
(mg/mL) (HR) |
100 (OD) 0 3,0 3,0 3,0 1,8
D01’chu‘ng (QS) 0 1.0 3,0 3,0 15
Chi c6 Optisol
100 24 2,6 3,0 30 | 15
Dbi chimg 30 3,0 -
24 1,5
Chi c6 Optisol Lo ‘ ‘ _ .
100 72 2,0 3,0 3,2 1,0
Dbi chimg 72 1,0 3,0 3,1 1,5

Béng 10 thé hién céc két qua dbi v6i cac thiy tinh thé duge G bing méi trudng
d6i chung hoic 200 mg/mL. CAPEG4 tinh theo thdi gian. Bénh duc thuy tinh thé vo
giam tir 2,5 dén 2,2 dén 2,0 1An lugt & c4c thoi diém 0, 24, va 72 gid. MAu déi chimg
ciing thé hién hoi giam nhe bénh duc thiy tinh thé vé tir 3,3 dén 3,0 1an luot & céc thoi
diém 24 va 72 gio. |
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Bang 10- Mirc LOCS III cita bénh duc thity tinh thé dugc U bing Optisol® hogic
200 mg/ml CAPEG#4 tinh theo thoi gian

[CaPEG] Thoigian | Vo NO NC PS

(mg/mL) (HR)

200 (OD) 0 2.5 24 24 5
Déi chimg (0S) ' | | N
Chi ¢6 Optisol 0 3,3 2,5 2,5 0 -

200 24 22 24 24 5

Déi chimg

24
Chi c6 Optisol 3.3 2,5 2,5 0
200 72 2,0 2.4 24 | 0
Péi chimg 72 3,0 2,5 2,5 0

Béang 11 thé hién cac két qua dbi véi cac thuy tinh thé dugc 4 bling moi truemg
d6i chimg hoic 200 mg/mL CAPEG4 tinh theo thdi gian. Chi quan sat dugc bénh duc
thuy tinh thé giam nhe trong bénh duc thiy tinh thé vo véi dung dich CAPEG4 tir 1,3
dén 1,0 dén 0,9 14n luot & céc thoi diém 0, 24, va 72 gid.

Béng 11- Mre LOCS I ciia bénh duyc thiy tinh thé dugc @ bing Optisol® hozc
200 mg/ml CAPEG4 (trong Optisol®) tinh theo thoi gian

[CaPEG] Thoi gian Vo NO NC PS
(mg/mL) (HR)

‘ 200 (OD) 0 1,3 3,2 2,8 0,9
Péi chig (OS) I
1,4 : : 3,0 0,9

Chi c6 Optisol 0 s 32 . '
200 24 1,0 3,2 2,8 0,9

Péi chimg

24 1,4 2 3,0 0,9

Chi c6 Optisol 3 '
200 72 0,9 3,2 - 2,8 0,9
Dbi chimg 72 1,4 32 3,0 0,9

Béng 12 thé hién cac két qua cia viéc thay dbi d6 pH cua Optlsol® khong du:orc
bd sung CAPEG4. D6 pH nay giam di nhd bd sung axit xitric. Khong thiy anh huong
cta viéc thay ddi d6 pH cua Optisol® trén bénh duc thity tinh thé.
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Béang 12: Anh hu&ng clia 46 pH ctia Optisol® trén bénh duyc thiy tinh thé |

pH Thoi gian Vo NO NC PS
(HR)

6,470 (OD) 0 2,0 5,0 52 0,9

6,085 (OD) 0 2,7 2,3 2,0 09
6,470 24 2,0 5,0 52 0,9
6,075 24 2,7 2,3 2,0 0,9
6,470 72 2,0 5,0 52 0,9
6,075 72 2,7 2,3 2,0 0,9

Péi voi cac nghién ciru thiy tinh thé tir thi ngudi, cac diém bét diu khac nhau
ctia mirc LOCSIII 12 do nhitng diéu kién bét déu khic nhau & bénh nhan. Khi nong do
clia cac dung dich CAPEG4 trong Optisol gia ting, quan sat thiy sy nhin nhim vé céc
thity tinh thé nay va thé hién 13 1am giam thé tich thiy tinh thé.

Céc mao tir sb it khong dung dé han ché s luong, ma dung dé chi su c6 mit cua |
it nhat mot thuét ngitt c6 lién quan. Thult nglt “hodc” c6 nghia 1a “va/hodc”. Cac thuft
ngit “bao gdm”, “c6”, “bao gdm”, va “chira” duoc ding v6i nghia m¢ (tic 13, c6 nghia
13 “bao gdm, nhung khong gi6i han &”). Tt ca cac khoang dugc boc 16 & day 1a bao -

gdm va két hop.

Céc phuong 4n dugc mo ta & ddy, bao gdm phuong phap tét nhit da dugc biét
boi céc tac gia sang ché. Céc bién thé cua cac phuong 4n ndy s& trd nén 16 rang hon véi
~ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay khi doc phdn mé ta & trén. Ho
dugc mong doi 1 sir dung céc bién thd ndy mot cach thich hop, va céc phuong phe’ip
duoc boc 16 duge mong 1a duge ap dung md rong hon cac phuong phap cu thé dugc md
ta & day. Do d6, tht ca cac bién dbi va tuong duong véi cac ddu hidu duge néu trong yéu
cAu bio hd bao gdm trong pham vi cho phép béi luat 4p dung. Hon nita, két hop bat ky
ctia cac ddu hiéu dutyc md t& & trén trong tAt ca cac bién thé clia ching dugc két hop trir

khi ¢6 chi din cu thé & day hodc mau thuln rd rang véi ndi dung.
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YEU CAU BAO HQ
L. Ché phim ding cho mét chrra:
0

4-24

va ta duoc thich hop dé st dung cho mit.

2. Ché phdm dung cho mét chira:

(0]
(0]
N, /U\é/\ )’CHa
(0]
0 4-24
o
va ta duoc thich hop dé su dung cho mt.

3. Ché_phém diing cho mit theo diém 1, trong d6 ché phdm ding cho mét 14 thudc
nhé mit.

4. Ché phém ding cho mét theo diém 2, trong d6 ché phim ding cho mét 13 thube -
nho mét.

5. Ché phdm ding cho mét theo diém 3, trong d6 ché phim dung cho mét 13 & dang
dung dich diing cho mét, huyén phi ding cho mét, thubc m& ding cho mét, dang phun,

ho¥c dang gel ding cho mit.
6. Ché phim diing cho mét theo diém 4, trong d6 ché phim ding cho mét 13 & dang

dung dich diing cho mét, huyén phii ding cho mét, thuc m& ding cho mét, dang phun,

hoic dang gel ding cho mit.
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7. Ché phim ding cho mét theo diém 3, trong d6 ché phim ding cho mét chira chit
dém, chét dﬁng truong hoa, chit hoa tan, chét bao quan, chét 1am ting d6 nhot, chét tao
chelat, chit chéng oxy hoa, chit khéng sinh, dudng, chét didu chinh d6 pH, hoic hdn
hop cuia ching.

8.  Ché phim ding cho mét theo diém 4, trong d6 ché phim diing cho mét chira chét
dém, chét déng truong hoéa, chit hoa tan, chét bio quan, chit 1am ting d6 nhét, chét tao
chelat, chét chéng oxy héa, chit khang sinh, duong, chét diéu chinh d6 pH, hodc hén
hop cua ching.

9. Ché phim ding cho mit theo diém 1, trong d6 ché phim ding cho mét dugc bao

ché & dang dugc chira trong dung cu diing cho mit.

10.  Ché phAm ding cho mét theo diém 2, trong d6 ché phim ding cho mét duge bao

ché & dang duoc chira trong dung cu diing cho mét.

11.  Ché phim ding cho mét theo diém 9, trong d6 dung cu ding cho mét 14 & dang

kinh 4p trong hodc nut chin 6ng din nudc mit.

12.  Ché phdm ding cho mit theo diém 10, trong d6 dung cu ding cho mét la & dang

kinh 4p trong hodc nit chin 6ng din nudc mét.

13.  Ché phim ding cho mét theo diém 1, trong d6 ché phim dung cho mét niy la

ché phim giai phéng kéo dai.

14,  Ché phim ding cho mét theo didm 2, trong d6 ché phdm diing cho mét nay Ia

ché phim giai phéng kéo dai.

15.  Ché phim dung cho mét theo diém 1, trong d6 hop chit:
o

. NH
H O/U\E/\O]/\/ 2
4-24
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¢6 mit v6i lugng khoang 0,001 g d¢én khoang 0,1 g, hodc khoang 0,01 g dén
khoéng 0,05 g.

Ché pham ding cho mét theo diém 2, trong d6 hop chit:

/U\é/\ )»CHs
4-24
c6 mat voi lugng khoang 0,001 g dén khoang 0,1 g, hoic khoang 0,01 g dén
khoang 0,05 g. |
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Fig.12
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Fig.15
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Fig.17
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Fig.20
800 -
700 - B 1mg/mL M 16 mg/mL
600
500
400
300
200
100
0 N
Fig.21
P pH tinh theo ndng d9 amin CaPEG (mg/mL)
; .
7,5
4
7
6,5 &
4pH
®
6
55
5 1 1 ¥ T )
0 50 100 150 200 250

-49-






