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(57) Sang ché dé cap dén che pham my pham khong chira nude chira hat tay té bao chet
tan trong nudc, trong do hat tay té bao chét nay chua polypeptit hodc thanh phan nudi cay
te bao. Cu thé hon, sang ché de cap dén ché pham my pham khong chira nudce chira hat tay
té bao chét tan trong nudc, rin va duogc tao goc. V01 luong nam trong khoang tir 0,01%
trong luong dén 15% trong luong, trong d6 hat tay té bao chét nay chira thanh phan nuoi
cdy té bao hoic cac polypeptit khac nhau bao gém peptit va oligopeptit. Sang ché con dé
cap dén ché phim my pham khong chira nudce chira hat tay té bao chét tan trong nudc chia
polypeptit hoac thanh phan nudi cay té bao, trong d6 ché pham my pham nay con chura
thém hat tay té bao chét ta duogc tan trong nudc khong chira hoat chat dé duy tri hodc cai
thién tdc dung tay té bao chét va diéu chinh d6 nhét hodc thé tich.
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Linh vue k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ché pham m§ pham chira hat tiy té bao chét tan trong
nuéc chira polypeptit va/hodc thanh phan nudi cy té bao, va cu thé hon, sang ché
dé cap dén ché phim m§ phim chira hat tiy té bao chét tan trong nudc, rin va cb
g6c nhon véi lugng nam trong khoang tir 0,01% trong lugng dén 15% trong luong,
so voi tong lwong ché phdm m§ phim, trong d6 hat nay chira cac thanh phan c6 mat
trong moi truong nudi ciy té bao hodc polyme, trong d6 nhiéu axit amin nhu

polypeptit va oligopeptit dugc ngung tu.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Gén day, trong x& hoi, su 130 hoa da phat trién mot cach nhanh chong, nén
m§ phim chéng 140 hoa da thu hut sy quan tAm, va m§ phdm sinh hoc chira yéu t6

sinh truéng hodc méi truong nudi ciy té bao gbc da dugc phat trién.

Bing sang ché Han Qudc s6 10-0433373, bang sang ché Han Quéc s 10-
1289062, bang sang ché Han Québc sé 10-2013-0024316 va cac tai lidu tuong tu da

boc 16 m§ phdm chira yéu t sinh trudng.

Hon nita, bang sang ché Han Qudc sb 10-1063299, biang sang ché Han Québc
s6 10-1047873, bang sang ché Han Qudc s6 10-2010-0098298, va céc tai liéu tuong

tu da boc 10 m§ pham chira moi trudng nudi cay teé bao goc.

Tuy nhién, yéu t6 sinh trudng tai td hop hodc cac yéu td sinh truéng c6 mat
trong mdi trudng nudi cdy té bao gbe 1a protein, va cic protein ndy khéng dn dinh
do céc thay dbi méi truong vét 1y hodc héa hoc, va d& dang bi thily phan cu thé 13 &
trang thai trong d6 nudc c6 mat. Do d6, néu yéu té sinh trudng tai t& hop hodc cac
yéu t6 sinh truong c6 mit trong méi trudng nudi ciy té bao gbe dugc bd sung vao
m§ phim, thi s& khéng d& dang duy tri duoc cac hoat tinh sinh hoc ciia yéu té sinh
trudng tai td hop hodc cac yéu td sinh truong c6 mit trong méi truong nudi ciy té

bao goc.
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Dé duy tri hoat tinh ciia cac peptit khac nhau trong mot khoang thoi gian dai
trong giai doan luu gitt hodc phan phéi hodc trong thoi gian sir dung bang cach bao
vé lién két amit cta cac protein c6 thé d& dang bi thily phan, ngudi ta da cd ging
thuc hién cac phuong phap siy kho nhiét d6 thip protein cung v6i ché phim chira
mot polysacarit nhu manitol va chét tuong tu dé thuc déy su On dinh cta no, hodc
cac phuong phap tinh ché protein dén do tinh khiét cao va bb sung chét phu gia vao
protein da tinh ché c6 trong pha léng dé lam 6n dinh hoat tinh sinh hoc cta protein.
Tuy nhién, cac k§ thuat nay khong dugc 4p dung mot cach d& dang cho m§ phim.

Cu thé 13, yéu t6 sinh trudng biéu bi (duéi day duoc goi 1a ‘EGF’ (epidermal
growth factor)), rh-oligopeptit-1 hodc sh-oligopeptit-1, bi gidm hoat tinh sinh hoc
do céc thay d6i vat 1y va hoa hoc xay ra khi yéu t6 sinh truéng biéu bi khong chi
dugc Iuu giit ¢ nhiét d6 trong phong, ma con dugc dé trong ti lanh khi luu gitt yéu
t sinh truéng biéu bi trong mot khoang thoi gian dai. Do d6, ¢6 nhidu van dé trong
viéc chuyén yéu t6 sinh trudng biéu bi thanh ché phdm dé thwong mai hoéa, trong d6
can dén thoi gian huu giir va phan phi.

Cong bd don yéu ciu cip biang sang ché Chau Au sé 205,051 boc 16 ché
phérn chtra EGF, chét hoat dong bé mit véi luong nam trong khoang tir 1 dén 10%,
lipit v6i lwong nim trong khoang tir 5 dén 45%, va chit bao quan véi luong nim
trong khoang tir 0,3 dén 0,8% dudi dang kem dudng da va kem dudng da ving mit

dé ngin ngira su giam hoat tinh ctia EGF.

Cong bd don yéu cau cip bang sang ché Chau Au s6 267,015 va bang sang
ché My sb 4,717,717 boc 16 ché phidm 6n dinh chita EGF, trong d6 polyme
xenluloza tan trong nuéc dugc bd sung vao EGF. Ngoai ra, cong b don yéu ciu
cip bang sang ché Chau Au sb 398,619 boc 16 ché phim on dinh chira EGF, trong

d6 cac cation kim loai nhu ké€m va céc ion twong tu dugce bo sung vao EGF.

Cong bb don yéu cau cp biang sang ché Han qubc sé 10-1996-0013439 boc
16 ché phém EGF 6n dinh chira mdt hodc nhiu chat dugc chon tir nhém bao g@)m
phenol, polyetylen glycol, mudi cta axit béo, chit hoat dong bé mit, sucroza, este
cua axit béo, natri sulfat, axit amin, taurin, manitol, gelatin, fibronectin, axit

hyaluronic, va dung dich dém axit hiru co.



31310

Céc tai lidu sang ché khac d& cip dén viéc 1am 6n dinh EGF bao gdm bing
sang ché Han Quéc s6 10-0570358 da boc 16 ché phim vecto chita EGF va selen, va
m§ pham sir dung ché phdm nay, va bing sang ché Han Qudc sé 10-0752990 boc 16
ché phdm dé phong ngira hodc diéu tri cac bénh vé da, trong d6 ché phim nay chira

nanoliposom va dich chiét thién nhién.

Mic du cac k§ thuat théng thuong duoc st dung, nhung khong dé dang duy
tri hoat tinh ctia EGF trong m§ phim khi né & diéu kién phan phdi & nhiét do trong
phong, diéu kién khong vo khudn va diéu kién c6 nude. Cu thé 13, khi EGF dugc bd
sung vao m§ phim & mirc ndng d6 rat thap duoc cho phép trong m§ pham, thi hau
nhu khong thé duy tri dugc hoat tinh cia EGF trong khoang thoi gian can thiét dé

luu gifr, phan phdi va sir dung.

Hon nira, cho du protein dugc bd sung vio m§ pham thi ciing khé dat dugc
tac dung cua protein vi protein kh()ng thAm tét vao da do trong lugng phan tir 16n
ctia ching. Do d6, cac phuong phap st dung k¥ thuat hoi tu peptit c6 sit dung vung
tai nap protein (PTD: protein transduction domain), 4p dung k¥ thuét liposom dé
bao phu yéu t sinh truéng bang lipit dé ting tinh thdm cta da, hodc két hop voi hé
diéu tri vi kim (MTS: microneedle therapy system) chii yéu duoc sir dung trong m§

pham sinh hoc chira yéu t6 sinh truéng.

Sang ché c6 thé duy tri mgt cach 4n dinh hoat tinh cta cac peptit dé bi thuy
phan trong mot khoang thoi gian dai bang cach chira hat tay té bao chét tan trong
nude dugc tao ra & dang hat rin c6 gbc nhon chira polypeptit vi/hoic thanh phan

nudi cady t€ bao trong my pham khong chira nude.

Hon nira, sang ché da dwoc hoan thanh bing cach thoa m§ phdm khong
chira nudc chira hat téy té bao chét tan trong nudc 1én da, va hoa tan hat téy té bao
chét bang cach st dung m§ phim trén co s& nudc bao gdm ca sita dudng da, bang
cach d6 xdc nhén su that 1a cac hoat chit cta cac yéu td sinh trudng peptit khac
nhau hodc thanh phin nudi ciy té bao c6 mat trong hat tdy t& bao chét c6 tac dung

thAm sau vao 16p 16p simg héa clia da.

Thuat ngit peptit trong ban mo ta nay c6 nghia 1a nguyén liéu trong d6 tir hai

dén vai tram nghin axit amin dugc tring ngung, va chira polypeptit tw nhién, tai t6
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hop hodc dugc téng hop hoa hoc bao gbém tit ca cac protein dipeptit, tripeptit, va

oligopeptit va cac chat tuong tur.

Hon nira, tic gia sang ché d& hoan thanh sang ché bang cach tron hat ty té
bao chét tan trong nudc khoéng chira cac hoat chéat nhu polypeptit hodc thanh phan
nudi ciy t& bao cliing véi hat tiy té bao chét tan trong nudc chira cac hoat chat va bd
sung hdn hop nay vao m§ phdm khéng chira nuéc, bang cach d6 diéu ché duge ché
phim m¥ phidm khong chira nudc c6 kha niang kidm soat ham lugng cua hat tiy té
bao chét tan trong nuéc chira polypeptit va/hodc thanh phin nubi ciy té bao ma

khong 1am giam tac dung tdy té bao chét.
Ban chét ky thuit ciia sang ché
Vén dé ky thuat

Muc dich co ban ctia sang ché 13 dé xuét ché pham m§ pham chira hat ty té
bao chét tan trong nudc, ran va cé gbc nhon véi lugng nam trong khoang tir 0,01%

trong lugng dén 15% trong lugng, trong d6 hat tiy té bao chét nay chira polypeptit.

Mot muc dich khéc cua sang ché 14 d& xuét ché pham m§ phdm chira hat tiy
té bao chét tan trong nudc, rin va c6 goc nhon véi lugng nim trong khoang tir
0,01% trong luong dén 15% trong lugng, trong d6 hat tdy té bao chét nay chua
thanh phan nuéi ciy té bao.

Mot muc dich khéc cta sang ché 1a dé xuét ché phdm m§ pham chira hat tdy
té bao chét tan trong nudc, rin va c6 goéc nhon véi lugng nim trong khoang tir
0,01% trong lugng dén 15% trong luong, trong d6 hat tiy té bao chét nay chira ca

polypeptit va thanh phin nudi cdy té bao.

Mot muc dich khac ciia sang ché 14 dé xuét ché phim my phaim khong chira
nudc chira hat tiy té bao chét tan trong nudc vai lugng tong cong nim trong khoang
tir 0,01% trong luong dén 15% trong luong, trong d6 hat tdy té bao chét nay chira
polypeptit va/hodc thanh phin nudi ciy té bao néu trén, va hat tdy té bao chét ta
dugc tan trong nudc dé didu chinh muc do tang thé tich hoic d6 nhét khong chua

polypeptit hodc thanh phan nudi ciy té bao.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 14 so d6 khai niém minh hoa ché phdm m§ pham khéng chtra nudce

theo sang ché chira hat tdy té bao chét tan trong nuéc di tao géc dugc dua 1én da.

Fig.2 14 4nh chup hién vi minh hoa hat tiy t& bao chét tan trong nuéc da tao
goc ¢6 kich thude hat bing 0,5mm chira yéu té sinh truéng peptit dugc diéu ché

trong Vi du 1 theo sang ché.

Fig.3 1a anh chup hién vi ctia hat tiy té bao chét tan trong nuéc da tao goc
¢6 kich thudce hat biang 0,3mm chtra nguyén liéu nudi ciy té bao di lam kho dugc

diéu ché trong Vi du 1 theo sang ché.

Fig.4 12 hinh 4nh cua hat tiy t& bao chét tan trong nuéc dé 1am tang thé tich

dugc diéu ché trong Vi du 6 theo sang ché.

Fig.5 14 anh chup hién vi ctia ché pham my phidm khong chtra nudc chira hat
thy té bao chét dé lam ting thé tich cling véi hat tay té bao chét tan trong nuéc chira

cac hoat chét theo sang ché.

Fig.6 12 hinh anh thu dugc bang cach cha x4t da cia lon bang ché phdm m¥
phim khong chira nu6e chira hat tdy t& bao chét tan trong nuéc chira peptit EGF,
nhudm mau béng khang thé EGF & mtrc d6 ma EGF duogc thdm vao da lon, bing

cach d6 chup anh mat cit ngang ctia da lon da duoc thim EGF.

Fig.7 thé hién cac két qua thu duoc biang cach xir ly théng ké va so sanh cac
tac dung dbi véi cac thay doi vé do day ciia da va mat d¢ da thu dugc bang cach sir
dung ché phdm m§ phim khong chira nude chira hat tay té€ bao chét tan trong nudc
chira peptit EGF 1én co thé ngudi vai céc sb liéu clia nhom ddi chimg khong dugce
tay té bao chét.

Fig.8 thé hién céac két qua thu duoc biang cach xir ly thong ké va so sénh tac
dung cai thién nép nhan thu dugc bing cach sir dung ché phdm m§ phdm khong
chira nuée chira hat tiy t& bao chét tan trong nudc chira peptit EGF 1én co thé ngudi
v6i cac sb lidu ciia nhom dbi chimg khong duoc tdy té bao chét.

Fig.9 1a két qua danh gia mirc dd hai long ctia 20 dbi twong c6 sir dung ché

phdm my phim khong chira nuéc chira hat tdy t& bao chét tan trong nudc chira

-6-
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peptit EGF 1én co thé nguoi.
M3 ta chi tiét sang ché
Giai phap k¥ thuat

Muc dich co ban néu trén cla sang ché c6 thé dat dugc b'fmg cach tao ra ché
phim my§ pham chira hat tiy té bao chét tan trong nuéc, rin va c6 géc nhon véi
lwong nim trong khoang tir 0,01% trong lugng dén 15% trong lugng, trong d6 hat
tay té bao chét nay chira polypeptit.

Hat tiy té bao chét tan trong nudc c6 thé chira polypeptit v6i lwrong nim
trong khoang tir 0,0001% trong lugng dén 0,1% trong lwong. Polypeptit theo sang
ché 12 nguyén liéu trong d6 tir hai dén hang trim nghin axit amin dugc tring ngu’ng;
va sb luong axit amin thudng nim trong khoang tir hai dén hang tram nghin, t5t hon
1a nim trong khoang tir 2 dén 1000, t&t hon nira 14 ndm trong khoang tir 2 dén 100,
va t6t nhat 12 nm trong khoang tir 2 &én 80. Hon nira, hat tiy té bao chét tan trong
nude ndy, tot hon 13, dugce tao ra & dang hat ran va cé géc nhon, va co thé c6 kich

thudc hat nim trong khoang tir 0,0 1lmm dén 2mm.

Hiéu 15 ring tac dung tdy té bao chét c6 thé bi giam khi kich thudc hat nhd
hon 0,01mm, va s& khong thich hop néu st dung hat tdy t& bao chét tan trong nudc
trén da vi cam gidc kich Gng bén ngoai tré nén trim trong khi kich thudc hat 16n
hon hodc bang 2mm. Tt hon nira 13, hat tiy t& bao chét c6 c¢6 kich thuéc hat nim

trong khoang tir 0,lmm dén 1mm.

Hat tiy té bao chét tan trong nudce chira polypeptit theo sang ché c6 thé chira
thém nhidu loai nguyén lidu peptit khac nhau. Peptit dugc sir dung theo sang ché ¢

thé 1a cac yéu tb sinh truéng, va c6 thé 1a EGF trong sb cac yéu t6 sinh truéng.

Hon nita, ché phdm m§ phdm chira hat tdy té bao chét tan trong nuéc chira
polypeptit theo sang ché c6 thé con chira thém hat tay t& bao chét tan trong nuéc
chira polypeptit khac biét véi hat tiy té bao chét tan trong nudc chira polypeptit theo
sang ché. Hon nita, ché phAm m§ pham chira hat tdy té bao chét tan trong nuéc chira

polypeptit theo sang ché c6 thé con chira thém hat tdy té bao chét tan trong nudc dé



31310

didu chinh muc d6 ting thé tich hodc d6 nhét ma khong chira cac hoat chat nhu

polypeptit va thanh phin nuéi cdy té bao.

Ché phdm m§ phim khong chira nudc theo sang ché chira hat tay té bao chét
tan trong nudc chira polypeptit va/hodc thanh phan nudi cay té bao c6 thé duoc didu
ché & dang trinh bay tinh chét, kem dudng hoic dung dich dudng. Ché phim my
phim khong chira nuéc theo sang ché chira hat ty té bao chét tan trong nu6c chira
polypeptit c6 tac dung tuyét voi 1én viée cai thién nép nhin va cac tac dung tuong

tu.

Thuét ngir “yéu té sinh truéng” theo sang ché duge dung dé chi cic peptit
lién quan dén sy biét hoa va sinh trudng té bao. Céc yéu td sinh trudong, nhu protein
v6i trong lugng phén tir trong di thip, duoc tiét ra boi cac té bao véi muc dich
thong tin 1an nhau, thuc hién cic chirc ning sinh Iy khac nhau, va mot yéu t6 sinh

trudng cu thé dong vai tro thac déy su biét héa cia mdot té bao cu thé.

Yéu t6 sinh truéng duge st dung theo sang ché c6 thé 14 EGF. EGF, mot yéu
td thuc déy su biét hoa t& bao manh cta nhiéu té bao biéu mé khac nhau dugc tao ra
tir ngoai bi va trung bi, 1a peptit c6 trong luong phéan tir bing 6200Da duoc phan bb

rong rai trong dich co the va c6 53 goc axit amin.

Chtrc ning cua peptit EGF 14 chat thic ¢y manh d6i v6i qua trinh ting sinh
té bao biu mo, té bao ndi mo va nguyén bao soi, va thic ddy su di chuyén va ting
sinh cua t& bao biéu mé trong qua trinh mét té bao biéu md. Do do, peptit EGF dugc
sit dung 1am nguyén liéu thd cho m§ phim nh& c6 tac dung lam lanh vét thuong

tuyét voi va tac dung cdi thién nép nhan.

Theo mdt phuong 4an cia sang ché, EGF c6 thé 1a EGF dugc didu ché tir E.
coli tai td hop hoic thuc vat va dugc tinh ché dén @6 tinh khiét 16n hon hodc bang
90%. EGF c6 hoat tinh 16n hon hodc biang mét triéu don vi quéc té& (IU:
international unit) mdi mg khi hiéu chinh céc gi tri hoat tinh do dugc theo san
phidm EGF chudn cia Vién tiéu chun va kiém soat sinh hoc qudc gia ctia Vuong
qudc Anh (NIBSC: United Kingdom’s National Institute for Biological Standards
and Control) khi do hoat tinh bing céach str dung nguyén bao soi 3T3.
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EGF thuong dugc sit dung véi mot lugng nho ngoai trir dbi voi cac ché
phim m¥ phdm dic biét do gi6i han pha tron ctia EGF trong ché phdm m§ phdm
duoc quy dinh ndi dia tgi 10ppm (0,001% trong luong), va gia cua EGF la tuong
dbi dét. Peptit EGF hdu nhu khong thé hién hoat tinh trong ché phim m§ phim,
trong d6 peptit EGF dugc st dung ¢ luong rat nhé do cac dic tinh dé bi thity phan
cua no.

Néu gia dinh riang hoat tinh cta peptit EGF dugc duy tri sau khi peptit EGF
duge bd sung vao ché phim my pham, 100IU EGF c6 mit trong 1g ché pham m§
pham mic du 0,1mg (0,1ppm) EGF dugc bd sung vao 1kg ché phdm m§ phim. Do
do, peptit EGF c6 thé c6 du hoat tinh ngay ca khi peptit EGF dugc st dung trén da
& co thé nguoi.

Do d6, theo sang ché, hat tiy té bao chét tan trong nudc chira peptit EGF véi
lwong nim trong khoang tir 1 dén 10000ppm (twong tmg véi lugng tir 0,0001 dén
1% trong lugng) dugc st dung va % trong lugng cua ché phdm m¥ phim chira hat
tay té bao chét tan trong nudc chira EGF c6 ndng do néu trén dugc diéu chinh nim
trong khoang tir 0,01% trong luong dén 15% trong lugng, nhu vay ham lugng peptit

EGF cubi cung trong ché phdm m§ phim luén luén nho hon hodc bang 10ppm.

Hon nita, dé ngan khong cho tac dung tay té bao chét bi giam khi hat tay té
bao chét tan trong nudc chira peptit EGF dugce st dung it hon, hat thy té bao chét
tan trong nuéc khong chira cac hoat chit duge thém vao véi muc dich duy tri tac
dung tiy té bao chét, diéu chinh mirc dd ting thé tich va do nhét sao cho % trong
luong cua téng lugng hat tiy té bao chét tan trong nuéc trong ché phdm my phdm

nhé hon hoic bing 15% trong luong.

Tt hon, néu hat tiy té bao chét tan trong nuéc theo ban mo ta ndy dugc tao
ra & dang hat rin va c6 géc nhon. Hat c6 goc nhon theo séng ché co thé & dang da
kim tu thap. Hon nita, hat tdy té bao chét dugc tao géc nay co thé 1a cac vi kim duge

tao ra & dang vi c4u tric 6 hinh dang tir dién hozc kim tur thép.

Hon nita, mdi mit cua vi kim c¢6 thé phang, c6 thé c6 tinh khong déu hodc
c6 thé c6 16 rdng. Hon nita, c6 thé c6 cac khuyét tat ké ca sy dirt gdy mot phan & cac

goc hodc dinh ciia vi kim va cac khuyét tat twong tw. Ngoai ra, phén 16m c6 thé

-0
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duogc tao ra trén mot hodc nhi€u méat cia vi kim, va phéan 16m nay c6 thé c6 do sau

tuong tng v&i khong 16m hon 1/2 chiéu cao ca vi kim.

Muc dich khac néu trén theo sang ché c6 thé dat duoc cling béng cachtaora
ché phdm m§ phim khong chira nude chira hat tdy té bao chét tan trong nuéc véi
lwong ndm trong khoang tir 0,01% trong luong dén 15% trong luong, trong d6 hat
téy té bao chét nay chtra thanh phan nuoéi céy té bao.

Hat tdy t& bao chét tan trong nude c6 thé chira nguyén lidu nudi cly té bao
da 1am kho vé6i luong ndm trong khoang tir 0,0001% trong lugng dén 10% trong
lugng. Hon nita, hat téy té bao chét tan trong nudc cod thé duoc tao ra & dang hat c6
gbc nhon, va c¢6 thé ¢6 kich thude hat nim trong khoang tir 0,01mm dén 2mm. Hiéu
13 rang tac dung tdy t& bao chét co thé bi giam khi kich thudc hat nhé hon 0,01mm,
va cam giac kich tmg c6 thé tré nén trAm trong khi kich thuéc hat 16n hon hoic
bing 2mm. Do d6, kich thuéc hat nhé hon 0,01mm va I6n hon hodc bing 2mm 13

khong dugc wu tién.
T6t hon nita 13, kich thuéc hat nim trong khoang tir 0,1mm dén 1mm.

Hat tiy té bao chét tan trong nudc chira nguyén lidu nudi cdy té bao da lam
kho c6 thé chira thém peptit. Peptit nay c6 thé 1a yéu td sinh trudng, va c6 thé 1a

EGF trong sb cac yéu td sinh truéng.

Hon nira, ché phdm m§ phdm khéng chira nudc theo sang ché chira hat tan
trong nudc chira nguyén liéu nudi ciy t& bao da lam kho co thé con chira thém hat
thy té bao chét tan trong nudc theo sang ché chira peptit. Peptit c6 thé 1a yéu t6 sinh

truéng, va c6 thé 1a EGF trong s6 cac yéu t6 sinh truéng.

Ché phdm my phim khéng chira nuéc chira hat tdy t& bao chét tan trong
nudc theo sang ché chira nguyén lidu nudi cdy té bao di lam kho c6 thé dugc didu
ché & dang trinh bay tinh chit, kem dudng hoic dung dich dudng. Ché pham my
phim khong chita nu6e chira hat tiy té bao chét tan trong nudc theo sang ché chira
nguyén liéu nudi cdy té bao da lam khé c6 tac dung trong viéc cai thién nép nhin,

lam trang da, va cac tic dung tuong tu.
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Ché phdm m§ phim khong chira nuée theo sang ché chira hat ty té bao chét
tan trong nudc chira peptit hodc nguyén liéu nudi cy té bao da lam kho co thé chira
thanh phan pha dau chira ruou cao véi lugng nim trong khoang tir 15% trong lugng
dén 25% trong lugng, dau voi luong nim trong khoang tir 40% trong lugng dén
65% trong luong, sip v6i luong nim trong khoang tir 2% trong lugng dén 3% trong
luong, va tocopheryl axetat voi lugng ndm trong khoang tir 5% trong lugng dén
20% trong lugng. Ruou cao cé thé 14 mot hodc nhiéu rugu duge chon tir ruou
xetylic, rugu xetostearylic, rugu isostearylic va ruogu stearylic, hodc hdn hop cua

ching.

DAu c6 thé 1a hdn hop chira mot hodc nhiéu dau dugc chon tir dau thyuc vat
tr nhién nhu dau Jojoba, dau co hydro hoa, dau qué bo, dau oliu, diu hanh nhén,
du hat macca, diu Meadowfoam, diu co, dau dira va dau thau dau.

Ngoai ra, sap co thé 1a sap tong hop, sap vi tinh thé, hodc hdn hop cua

chiing.

D& dang dién ddy ché phAm m§ phim da diéu chinh d6 quanh trong db chtra
bing cach tao ra ché phdm my phdm theo sing ché chtra thanh phan pha dau véi
lwong nim trong khoang tir 85% trong luong dén 90% trong lugng, tot hon 1a tir
87% trong lugng dén 88% trong lugng chira rugu cao, diu, sap, va tocopheryl

axetat, bang cach d6 diéu chinh d6 quanh ciia ché phdm my pham.

Ché phdm m¥ phim khong chira nudc theo sang ché chira hat tiy té bao chét
tan trong nude theo sang ché chira peptit va/hodc thanh phan nudi ciy té bao chira
axit hyaluronic v6i lrong nim trong khoang tir 0,5% trong lugng dén 1,9% trong
lugng, monosacarit v4i lugng nam trong khoang tir 1,5% trong luong dén 10%
trong luwong, va trometamin véi lwong nim trong khoang tir 0,0001% trong luong
dén 0,01% trong lwong. Tuy nhién, ché phim m§ phdm khong chira nuéc theo sang
ché c6 thé con chua thém hat tdy té bao chét tan trong nuéc ma khong chira
polypeptit hodc thanh phin nuéi ciy té bao lam hat dé duy tri va cai thién tac dung
tay té bao chét hoic diéu chinh do nhét hozc thé tich.

Axit hyaluronic ¢6 thé dugc chon tir natri hyaluronat, axit hyaluronic d

thiy phén, va hdn hop ctia ching.
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Monosacarit c6 thé dugce chon tir sorbitol, axit ascorbic, va hdn hop clia

ching.

Hat tdy té bao chét da tao dang dé duy tri hodc cai thién tic dung tay té bao
chét va didu chinh do nhét hodc thé tich cua toan bd m§ phdm, nghia 13, hat tay té
bao chét tan trong nudc khong chira polypeptit hodc thanh phan nudi ciy té bao
déng vai trd ngin chin su tron truot qua mirc ciia my phdm va diéu chinh d§ quanh

ctia m§ phim sao cho m§ phdm duogc dién ddy mot cach thich hop trong do chira.

Mot muc dich khac ctia séng ché co thé dat dugc bﬁng cach tao ra ché phém
m§ phim khong chita nuéc trong d6 hat tiy té bao chét tan trong nudc dé tao dang,
lam dic hodc lam ting thé tich dugc tron thém véi hat téy té bao chét chira cac hoat
chét theo sang ché. Bién phap k¥ thuat dugc tao ra c6 kha ning duy tri tic dung
kich thich t'fly té bao chét & mirc da xac dinh trude trén da mic du hat téy té bao chét
tan trong nudc chira peptit hodic thanh phan nudi cy té bao duge gidm tir khoang %
trong luong cao dén khoang % trong lugng thip bang cach sir dung thém hat tay té

bao chét tan trong nudc dé lam ting thé tich.

Do d6, mdt muc dich khéc cia sang ché co thé dat duge béng cach tao ra
ché phdm m§ phim khong chtra nudc chira hdn hop chira hat tiy t€ bao chét tan
trong nudc chira peptit hodc thanh phan nudi cy té bao va hat tay té bao chét tan
trong nude khong chira cac hoat chét, trong d6 hén hop nay c6 mit véi luong nam

trong khoang tir 0,01% trong hrong dén 15% trong hrgng.

Hat tiy té bao chét tan trong nudc dé lam tang thé tich c6 thé chira axit
hyaluronic hodc monosacarit. Hat tdy té bao chét tan trong nuéc dé 1am ting thé tich
theo sang ché khong chira hat tiy té bao chét tan trong nuréc dé lam ting thé tich c6
¢6 kich thude hat 16n hon hodc bang 2mm. Hat tdy té bao chét tan trong nudc dé
lam tang thé tich ¢6 kich thuéc hat 16n hon hogc bing 2mm 1a khong dugc wu tién
do cam giac kich tng trd nén trAm trong khi hat tiy té bao chét tan trong nuéc dé

lam ting thé tich c6 kich thudc hat 16n hon hodc bang 2mm.

Lé6p simg héa caa da duoc loai bé bing cach st dung ché phdm my phim
khong chtra nuée chira hat tiy té bao chét tan trong nude chira peptit hoic nguyén

liéu nudi cdy té bao di lam kho theo sang ché trén da, va vd nhe ho#ic cha x4t che

-12-



31310

phdm m§ phdm khong chtra nuée nay bang tay, bang cach d6 cho phép cac dinh,
goc hodc cac phin twong tr cla hat tiy té bao chét tan trong nudc da duogc tao ra &
dang ran va dugc tao goc dé dat mot luc vat 1y 1én da (xem Fig.1 va Fig.6). Sau do,
hat tdy t& bao chét tan trong nudc da tao goc duge sir dung nay duoc hoa tan bang
cach sir dung ché phim my phdm trén co s& nude nhu sita dudng da sao cho cac
hoat chét chira polypeptit hodc thanh phin nuéi cdy té bao c6 mit trong hat ty té
bao chét tan trong nudc theo sang ché duoc hip thu vao trong da tir d6 chét simg

duoc loai bé mot phﬁn.
Téac dung cé loi

Ché phim m§ phidm theo sang ché trong d6 hat ty té bao chét tan trong
nude chita polypeptit va/hodc cac thanh phan nudi ciy té bao va dugc tao ra & trang
thai hat rin va & dang hat dugc tao géc c6 mit trong ché phim m§ phidm khong
chira nuée co thé duy tri mdt cach dn dinh céc hoat tinh ciia hoat chét peptit dé bi
thay phan hodc cac hoat chit c6 mat trong thanh phan nudi cdy té bao & nhiét do
trong phong trong thoi gian luu gitr va phan phdi, hodc cho dén khi ché phdm my

phim duoc sir dung.

Hon nita, hat tiy té bao chét tan trong nudc theo sang ché dugc cha xat trén
da, ¢6 tac dung loai bé mét phan 16p rao chin trén da nhu chét simg (xem Fig.6).
Do d6, khi hat tdy té bao chét tan trong nudc dugc hoa tan bing cach st dung m§
phédm trén co s& nudc bao gdm sira dudng da sau khi sir dung my phdm khong chira
nudce chira hat tiy té bao chét tan trong nuéc chira cac hoat chit trén da, my pham
khéng chira nudc nay thé hién tac dung cai thién da tuyét voi bang cach thAm nhap
va phan phdi cac hoat chét bao chira yéu t6 sinh truéng peptit hodc thianh phan nudi
cly té bao c6 mat trong hat tiy t& bao chét theo sang ché vao trong da tir d6 16p

stmg hoa dugc loai bé mdt phan (xem Fig.7, Fig.8, va Fig.9).
Vi du thwe hién sang ché
Phuong thirc ddi véi sang ché

Cac Vi du hoac cac hinh v€ kém theo sang ché s& dugc mo ta chi ti€t hon

dué6i day. Tuy nhién, sang ché c6 thé duogc trinh bay dudi nhiéu hinh thirc khac
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nhau va khong dugc hiéu la bi gidi han & cac vi du hodc cac hinh v& dugc néu &
day. Thay vao dd, cic vi du hodc hinh v& nay dugc cung cap dé viéc boc 10 nay trd
nén k¥ ludng va day du, va s€ chuyén tai toan by pham vi cua sang ché cho nguoi

¢6 hiéu biét trung binh trong trong linh vuc nay.
Vidul

Didu ché hat tiy té bao chét tan trong nu6c chira EGF hogc thanh phan nudi chy té
bao

Hat ty té bao chét tan trong nuéc c6 goc nhon chira EGF hogc thanh phéan
nudi cdy té bao duge diéu ché bang cach cho dung dich di tron thu dugc bing cach
trén 2g axit hyaluronic, 4g nudc va 200ug EGF hodc dung dich da tron thu duoc
bing céach trén 2g axit hyaluronic va 4g thanh phan nuoéi cdy té bao 1én dia, trong d6
hat tiy t& bao chét nay c6 goc duge tao ra & hinh dang kim tu thép c¢6 géc nhon, va
trong d6 cac 16 nho duoc tao ra, béng cach do lam kho dung dich da tron dugc dua
1én dia (xem Fig.2 hodc Fig.3). Thanh phan nuéi cdy té bao dugc sir dung trong vi
du nay 1a thanh phan nudi ciy té bao dugc md ta trong cong bb don sang ché Han
Qudc s6 10-2010-0098298, chira nhiéu yéu t6 sinh truéng, va duge sir dung lam
nguyén liéu thd cho m§ phim nhd vio tac dung tii tao da tuyét voi.
CacVidutr2déns

Sau khi can 1an luot cac thanh phan pha dau, hat tdy t& bao chét tan trong
nude chira cac hoat chit nhu polypeptit va/hodic thanh phan nubi cdy té bao, hat tay
té bao chét ta dugc hodc cic thanh phan dé 1am dic va lam ting thé tich, cac nguyén
liu d3 can duogc tron tir tir va dong nhét trong khoang 5 gid trong may khudy &
trang thai ma cdc nguyén liéu da can nay dugc gia nhiét dén 60°C dé diéu ché hon
hop. M§ phdm khéng chira nuéc chira hat tiy té bao chét tan trong nuéc duoc tao
gbc theo sang ché dugc didu ché bing cach 1am ngudi hdn hop nay dén 30°C. Ché
phim m§ phdm khong chira nuéc chira hat tiy té bao chét tan trong nuéc dugce tao
gbc duogc diéu ché tir ché phém cia Vi du 4 néu trong Bang 1 dugc tao ra & dang

kem ddu ma tir d6 hat di tao goc véi dau nhon duoc nhin théy khi quan sat ché

phdm m§ phdm khéng chira nudc nay bai kinh hién vi.
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Bang 1
Ché pham (% trong luong) Vi du
2 3 4 5
Cac thanh | Ruou cao Ruou stearylic 12 13 14 13
phin pha Ruou xetylic 13 |3 1 3
dau Diu Dau Jojoba 20 |0 55 130
Dau oliu 20 |55 |0 35
Sap Sép vi tinh thé 2 1 1 1
Sap tong hop 1 1 1 1
Tocopheryl axetat 20 15 15 15
Hat tay t& bao chét chtra hoat chat (chura peptit hoic | 0,1 1 5 10
thanh phan nuéi ciy té bao)
Hat tdy té | Axit Natri hyaluronat 1 1 1 0,5
bao chét ta | hyaluronic | Axit hyaluronic da thuy | 0,89 |0 0 0
dugc khong phén
chira hoat | Monosacarit | Sorbitol 9,5 10,5 4,499 | 1
chét Axit ascorbic 0,5 |9499[05 0,49
trometamin 0,01 |0,001 {0,001 |0,01

Vi du thuc nghiém 1

Panh gi4 kha nang st dung trén da/murc d6 kich (mg da/d6 dan hoi ciia da

Sau khi str dung thir nghiém trén cic ché phdm m§ pham ctia cac Vi du tir 2

dén 5, két qua thir nghiém duoc thé hién trong Bang 2. Sau khi thuc hién qué trinh

rira mit & 10 phu nit, miu ché phdm my§ pham cua cic Vi du dugc mat-xa déu trén

mat clia cac phu nit nay, sita dudng da trén co s¢ nudc dugce thoa 1én da mat da

dugc mat-xa cuia ho, va sau d6 kha nang sir dung trén da, mirc dg kich tmg da va do

dan hoi cta da c6 thé dugc danh gia trén da mit da dugce thoa sita dudng da trén co

s& nu6e cua nhitng ngudi phu nir ndy bing cach sir dung thang 5 diém dé thu dugc

cac gi4 tri trung binh.
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Thang 5 diém 13 nhu sau:

1 diém: rit khong hai long
2 diém: khong hai long

3 diém: binh thuong

4  diém: hai long

5 diém: rat hai long

Béang 2

Muc danh gia Vidu?2 Vidu3 Vidu4 Vidu5
Kha néng str dung trén da 3,5 4,1 4,0 3,8
Murc d6 kich umng da 4,0 3.9 3,7 3,5
D6 dan hoi cua da 3,7 3,9 4,2 3,8

Theo Bang 2, tit ca cac ché phdm m§ phidm duoc didu ché trong cac Vi du
tir 2 dén 5 theo sang ché déu thé hién muc do hai 10ng binh thuong hodc cao hon &
cac muc tuong tng. Phan Gng vai kich tmg trén da clia cac hat tdy té bao chét dugc
tao goc thé hién cac khuynh huéng khac nhau theo ham lugng ctia hat tiy té bao
chét.

Vi du thyc nghiém 2
Daénh gia d6 6n dinh theo thoi gian

Pé danh gia do 6n dinh theo thoi gian cta ché phim dugc diéu ché trong cac
Vi du tir 2 d@n 5, mdi ché phidm trong sé cac ché phdm nay dugc dung trong dng
tiém bang nhua duc, cic ché phdm trong dng tiém bang nhyua duc nay dugc dé mot
minh & nhiét do thip (4°C), nhiét d6 trong phong (25°C) va nhiét do cao (55°C)
trong 3 thang, cac ché phdm dugc ép ra khéi dng tiém nhwa duc dé danh gia do on
dinh theo thoi gian cia chung, va két qua do én dinh theo thoi gian cta cac ché

phim nay dugc thé hién trong Bang 3.

Bang 3
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Dicu kién Vidu?2 Vidy3 Vi dy 4 Vidy 5

nhiét do

Nhiét do thip | Khong  tach | Khong  tich | Khong  tach | Khong  tach

(4°C) pha, xac nhén | pha, duy tri |pha, duy tri|pha, duy tri
c6 cam gidc | cac hat tdy té | cac hat tdy té | cac hat tdy té
cua hat téy té | bao chét, | bao chét, | bao chét,

bao chét,

khong c6 su

khong c6 su

thay dbi vé

khong c6 su

thay dbi vé

khong c6 su

thay db6i vé

thay ddi vé | mau sic mau sac mau sic
mau sic
Nhiét do trong | Khong  tach | Khong  tich | Khong  tich | Khéong  tach
phong (25°C) | pha, xac nhén | pha, duy tri|pha, duy tri|pha, duy tri
c6 cam gidc | cac hat tdy té | cac hat tiy té | cac hat ty té
cua hat téy té | bao chét, | bao chét, | bao chét,

bao chét,

khong co6 su

khong c6 su

thay ddi vé

khong c6 su

thay ddi vé

khong c6 su

thay dbi vé

thay ddi vé | mau sic mau sac mau sic
mau sic
Nhiét d6 cao | Khong  tich | Khong  tich | Khong  tach | X4y ra su tach
(55°C) pha, gidm cam | pha, duy tri | pha, duy tri |pha nhe, duy
giac vé hat tiy | cac hat tdy té | cac hat thy té | tri cac hat tdy
t bao chét, | bao chét, | bao chét, | t& bao chét,

chuyén thanh

mau vang

chuyén thanh

mau vang

chuyén thanh

mau vang nhat

chuyén thanh

mau vang nhat

Nhu thé hién trong bang 3, mic di cac ché phAm m§ phdm theo sang ché

¢6 d6 dn dinh tuyét voi theo thoi gian, cac ché pham my phim theo sang ché c6 su

thay d6i mau sic do axit ascorbic gdy ra & nhiét 9 cao va su phan tach pha nhe xay

ra & nhiét do cao & ché phdm cta Vi du 5 chira mot lugng 16n cac chét tay té bao

chét tan trong nuéc.
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Vi du thuc nghiém 3
Danh gia d6 6n dinh hoat tinh

Quy trinh d4nh gia d6 6n dinh hoat tinh ctia EGF bing cach st dung ché
phém dugc didu ché cua Vi du 4 dugc thuc hién. Dé danh gia do 6n dinh, ché phém

nay dugc dung trong bom ti€m nhua duc, ché phém c6 mit trong bom ti€m nhua
duc nay dugc dé mot minh & nhiét d§ trong phong (25°C) va nhiét do cao (55°C)

trong 3 thang, va hoat tinh cia EGF dugc xac dinh tir ham lugng theo phuong phéap
sau. Mot hdn hop thu dugc bang cach dua hat tiy té bao chét tan trong nudc da tao
gbc cung voi cing mot luong nhur ché pham cia Vi du 4 vao trong sita dudng da 1a
ché phim my phdm trén co s& nudc duge st dung 1am nhém dbi chimg cta thir

nghiém dé do hoat tinh.
Nguyén li¢u thir nghiém

Pé do hoat tinh ting sinh té bao ctia EGF, dong té bao nguyén bao soi
Balb/c 3T3 (ATCC #CCL-163) duoc sir dung, méi truong DMEM chita 10% huyét
thanh bo dugc st dung 1am mdi truong nudi ciy dé cdy chuyén dong té bao, va moi
treong UltraMEM khong chira huyét thanh duge st dung 1am méi truong dé phan
tich. hEGF (Yéu t6 sinh trudng biéu bi & nguoi (Epidermal Growth Factor Human),
thu duogc tir ADN tai td hop, 91/530, 4000 1U/4ug/ml) dugc mua to NIBSC cua
Vuong qubc Anh 13 san phdm chuidn dé do hoat tinh EGF dé st dung hEGF trong
phép do hoat tinh EGF. Chat phan tmg MTS dugc st dung dé do mirc tang sinh té
bao nho EGF.

Phuong phép do hoat tinh

Sau khoang thoi gian 3 thang ké tir khi dugc san xudt, trong luong ciia ché
phim m§ phim theo sang ché dugc xac dinh, ché phAm m§ phdm d duoc xac dinh
trong lugng dugc cho vao mdi truong UltraMEM khong chura huyét thanh 13 mai
truong nudi cdy dé do hoat tinh ctia EGF (ché phdm my pham di dugc x4c dinh
trong luong dugce kiém soat sao cho néng d6 cudi cing ctia EGF duogc tinh tir ham
luong cua hat tiy té bao chét bang lug/ml), my phim da xéc dinh trong lugng trong

mdi truong UltraMEM khéng chira huyét thanh dugc khudy rit manh dé thu dugc
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dung dich nuc bang cach ly tim, va dung dich nuéc nay dugce st dung trong phép
phén tich hoat tinh. Sau khi lam loéng lién tuc hai 1an, dich chiét dé do hoat tinh va
san phim chudn hoat tinh EGF trong dia 96 15 sao cho dich chiét loang dé do hoat
tinh va san phdm chudn hoat tinh EGF dugc bom vao mdi trong sb céac 18 véi luong
100ul, 3x103 nguyén bao sgi Balb/c 3T3 dugc bom vao mdi trong s6 cac 16 dé thu
duoc hdn hop, va hén hop nay nudi cdy trong mdi truong nudi cdy 5% CO2 & 37°C
trong 72 gi®. Sau d6, 40ul chit phan ttng MTS dugc bom vao médi trong s6 cac 16 dé
thu dugc hdn hop, hdn hop niy duge U trong moi trudong nudi cdy 5% CO, & 37°C
trong 4 gio, 46 hip thu ciia nguyén liéu di 4 duge do & 490nm bing thiét bi doc vi
phim, va c4c gia tri cua san phém chuin EGF va dich chiét dugc so sanh béng tha
nghiém dong song song bang cach sir dung chuong trinh PLA 2.0 dé tinh hoat tinh
EGF cta dich chiét va tinh hoat tinh EGF mdi 1g m§ phdm chira hat tay té bao chét

tan trong nude, coi ty 16 thu hoi dich chiét bang 60%.

Bang 4

Nhiét do Vi du 4 Nhom dbi chimg
Nhiét do trong phong (25°C) 3,60 x 10°IU/g 0IU/g
Nhiét d6 cao (55°C) 2,05 x 10°IU/g 0IU/g

Nhu duge thé hién trong Béang 4, hoat tinh ctia EGF 6n dinh hon rit nhiéu
khi hat tiy té bao chét tan trong nudc duge b sung vao ché phdm m§ phim khong
chira nuéc cia Vi du 4 so voi khi véi khi hat tdy té bao chét tan trong nuéc dugce b
sung vao ché phim my phdm trén co s& nuéc (nhém d6i chung). O nhiét do trong
phong, hat tiy té bao chét tan trong nuéc duge thém vao ché phim my phdm khong
chtra nude duy tri duge hoat tinh bang khoang 72% cta 5,0 x 103TU/g ma 1a gia tri
hoat tinh trung binh ctia EGF ban dau ciia ché phdm m§ pham ctia Vi du 4. Ngay c4
& nhiét do cao, hat téy té bao chét tan trong nudc duge thém vao ché phém m¥
phidm khong chira nuéc duy tri duogc hoat tinh bing khoang 41%. Do d6, c6 thé
nhan thiy ring ché phim m§ phdm theo séng ché c6 do 6n dinh hoat tinh ctia EGF

rat tuyét voi.
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Vidu6
Didu ché hat tiy té bao chét tan trong nu6c dé 1am ting thé tich

Sau khi dua mot 16p mong dung dich da trdn trong d6 axit hyaluronic va
nudc dugc tron & ty 1€ 1:2 1€n dia hodc khay phing va 1am kho dung dich da tron
duoc dua 1én dia hodc khay nay, dung dich da tron dd dugc lam kho trén dia hodc
khay duoc nghién thanh hat c6 kich thudc twong tu nhu kich thudc cta hat tay té
bao chét tan trong nudc dugc tao goc bang cach st dung mdy nghién. Sau do,
nguyén liéu d3 nghién nay duoc rdy biang sang hoic riy dé thu duoc hat tiy té bao
chét t4 dugc tan trong nuéc dé 1am ting thé tich c6 kich thudc hat nhé hon hoic
bing 2mm khong chira yéu t6 sinh truéng peptit hodc nguyén liéu nuodi ciy té bao
da lam kho.

Dung dich di tron dd dugc lam khoé chira axit ascorbic dugc nghién thanh
hat ¢6 kich thude tuong tu véi kich thudce clia hat tay té bao chét dugc tao goc bing
cach sir dung may nghién. Nguyén liéu da nghién dugc ray bing sang hoic riy dé
thu dugc hat tiy té bao chét tan trong nuéc dé 1am ting thé tich c6 kich thudc hat
nhé hon hodc bing 2mm khong chtra polypeptit, yéu t6 sinh truéng, hogc thanh
phin nudi ciy té bao.

Vidu7
Diéu ché ché phdm m§ pham khong chira nuéc

Nhu duge thé hién trong Bang 5 dudi déy, cac thanh phan cua tit ca cac ché

phim ngoai trir hat tiy té bao chét tan trong nudc dugc tao goc va hat tay té bao

chét ta dugc tan trong nude dé lam ting thé tich theo sang ché chira céc hoat chét

duge didu ché theo Vi du 4.

Bang 5
Ché pham (% trong lugng) Vi du

7 8 9 10 11
Hat tdy té bao chét chira cac hoat chét 5 375 | 25 | 225 0
Hat tay té bao chét dé lam ting thé tich 0 225 | 2,5 | 3,75 5
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Vi du thuc nghiém 1

Thir nghiém so sanh mic d¢ kich tng da theo ty 1€ tron hat tay té bao chét
tan trong nudc chira cac hoat chat nhur polypeptit, EGF, hogc thanh phén nuodi ciy té
bao va hat tiy t& bao chét ta dugc tan trong nudc khong chira cac hoat chét dugc
thuc hién trén ché phidm m§ phim ciia cac Vi du tir 7 dén 11, va cac két qua thir
nghiém dugc thé hién trong Bang 6. Thir nghiém so sanh muc d6 kich tng da duoc
du dinh dé danh gia su khac biét giita mirc d6 kich Gng da cua ché phdm m§ phdm
dugc bd sung hat tdy té bao chét tan trong nuéc chira cac hoat chit va hat tdy té bao
chét ta dugc tan trong nudc khong chira cac hoat chét, dua trén phan doan. Sau khi
thuc hién quy trinh rira mat trén 10 phu nir, mau cta cac Vi du dugc mat-xa déu trén
mit cua ho, sita dudng da trén co s& nudc duge thoa 1én da mét sau khi da mat-xa
bing mau, va sau d6 mitc do kich tmg da c6 thé dugc danh gia trén da mit cla
nguoi phu nit sau khi da dugce thoa stra dudng da trén co s& nude bang cach sir dung

thang 5 diém dé thu dugc cac gia tri trung binh.
Thang 5 diém 1a nhu sau.
1 diém: C6 su khac biét rat l6n
2 diém: C6 sy khac biét
3 diém: Khong thé cho biét y kién
4  diém: Khong co su khac biét
5 diém: C6 su khac biét rit nhd

Qua trinh ddnh gia dugce thuc hién béi thir nghi€ém mu, méce d6 kich tng da
giita ché phdm m¥ phidm khong chira nuéc chira hat tiy té bao chét tan trong nudc
chtta cac hoat chit 1am nhom d6i ching va ché phim m§ pham khong chira nuéce
chtra hat tdy t& bao chét ta duoc tan trong nuéc khong chira cac hoat chét 1am nhém

thir nghiém dugc so sanh.

Bang 6

Muc ddnh gia | Vidu7vag Vidu7va9 | Vidu7val0 | Vidu7vall

Mirc 6 kich 4,2 4,2 4,2 4,1
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ung da

Nhu dugc thé hién trong bang 6, két qué 1a c6 thé khong phan biét duge su
khac biét xac dinh gitta muc d) kich img da ciia nhom dbi chimg va nhém thir
nghiém. Két quéa nay cho thay ring sang ché c6 thé tao ra ché phdm my phim khong
chira nuéc chua hat tan trong nude chira yéu td sinh truéng peptit hodc nguyén liu
nudi cdy té bao da lam kho véi cac ndng d khac nhau ma khong lam gidm téc dung
cta hat tiy té bao chét tan trong nudc dugc tao goc chira cac hoat chét biang cach
kiém soat % trong lwong ciia hat tdy té bao chét ta dugc tan trong nuéc khong chira

cac hoat chét.
Viduy 12
Thir nghiém mitc thim sau trén da lgn

Tht nghiém murc thdm sdu trén da lon duoc thuc hién trén nhom thir nghiém
va nhém ddi ching bing cach st dung ché pham my§ phim khong chira nuéc chira
hat tiy t& bao chét tan trong nudc theo séng ché chira EGF 1am nhém thir nghiém va
bing céach sir dung ché phdm my phadm EGF c¢6 cling ham lugng va lugng lam m§
phim khong chira nwrée nhung khong sir dung hat tiy té bao chét tan trong nudc lam
nhém dé6i chung, trong d6 thir nghiém muc thdm su trén da lon duoc thuc hién trén
nhém ddi chimg va nhém thir nghiém véi cac ché phdm va diéu kién nhu nhau,
ngoai trir 60% nudc cat duoc st dung trong nhém dbi chtng dugc thém vao nhém

thir nghiém dé hat téy té bao chét dugc hoa tan bdi nude cét.

0,1g m§ phim nhém thir nghiém dugc 14y ra va thoa 1én bé mit cia da lon,
m§ phdm nhom thir nghiém dugc thoa 1én bé mit da lon duge cha xét, va 0,06g
nuéc cit duge thém vao dé 1am tan chay hat tiy té bao chét sao cho hat tay té bao
chét da chay duoc thoa thém nira 1én bé mit cua da lon. 0,16g m§ phidm nhom dbi
chimg (EGF dugc 1am tan chay bang cach bd sung nuéc cit) duogc 14y ra va thoa Ién

bé mat cua da lon.

Sau khi thoa 1én da lon, da lon da dugc thoa m§ phdm dugc nudi cdy & 4°C

trong 12 gi®, da lon da nudi cdy duoc cb dinh bang cach sir dung dung dich c¢b dinh
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10% sao cho khéi parafin dugc sinh ra dé tao ra mot miéng c6 d6 day 4mm. Sau khi
gén mo 1én lam kinh, loai bé parafin ra khoi mo va chuyén mé da loai parafin sang
qué trinh hydrat hoa, qué trinh phong bé dugc thuc hién trén manh md trong 30
phut. M6 trai qua qua trinh phong bé duoc xir Iy bang khang thé khang EGF dé 1am
cho md phén tmg v6i khang thé khang EGF & 4°C trong 18 gio. Ngay tiép theo, md
da phan tng voi khang thé khang EGF duoc rira bing PBS, mo di rira bing PBS
duge xir Iy bing khang thé thir hai d& 1am cho mé phan ting véi khang thé thir hai
bang chét phan tmg DAB d thu dugc san phdm phan tmg, va san phim phan tng

duogc quan st bing kinh hién vi.

Nhu dugc thé hién trén Fig.6, tac dung loai bo chét simg bang cach cha xat
bang m§ phdm cua nhém thir nghiém (Fig.6C) so véi m§ phim thudc nhém d6i
chung (Fig.6B) c6 thé dugc xac nhan. Hon nita, tc dung ctia sang ché cho phép cha
x4t @& thdm yéu t6 sinh trudng peptit EGF sau hon vao trong phan da so v6i nhém

dbi chimg c6 thé dugc x4ac nhan.
Vidu 13
Thir nghiém 1am sang

Thir nghi€ém 1dm sang vé su cai thién nép nhan trén da dugc thuc hién trén
20 nam va nit trudng thanh khée manh khong méc cac bénh vé da, va cu thé hon 13,
cac thir nghiém 1am sang nay dugc thuc hién & ving da co nép nhin xung quanh
mét & 20 nam va nit treéng thanh. Viing da xung quanh mét trai dugc thoa m§ pham
cia nhom dbi chimg, va ving da xung quanh miét phai dugc thoa m§ pham cia
nhém thtr nghiém. M§ phim nhém d6i chimg nhan dugc bang cach bd sung 60%
nuée cit vao m§ phidm nhom thir nghiém dé 1am tan chay hat tdy té bao chét tan
trong nudc cia m§ phim nhom thir nghiém bing cach sir dung nuéce cit trude khi
str dung m§ phidm nhém dbi chimg. Thir nghiém 14m sang duoc thuc hién bang cach
thoa mau tuong tmg 1én ving da xung quanh mit mot 14n mbi ngdy, va quan sit va
do mau dugc thoa 1én da xung quanh mét trong 8 tuan. Trong trudng hop ciia nhém
dbi chumg, 0,16g chat d6i chimg dugc thoa 1én viing thir nghiém da dwge 1am sach
trong khoang 40 gidy sau khi 1am sach vung thir nghiém. Trong truong hop cua

nhom thir nghi€ém, 0,1g chét thu nghiém dugc thoa 1én vung thtr nghiém da lam
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sach sau khi 1am sach ving thtr nghiém. Sau khi thoa chit d6i chimg va chit thir
nghiém 1én ving thtr nghiém, chit di chimg va chét thir nghiém da thoa trén ving
thir nghiém dugc cha xét trong khodng 20 gidy, khoang 60ul nuéc cat dugc thém
vao chit dbi chimg va chat thir nghiém da cha x4t trén ving thir nghiém, va chét ddi
chtng va chét thir nghiém da cha x4t trén viing thir nghiém dugc cha x4t thém trong
khoang 20 gidy bang cach sir dung nudc cit. Qua trinh do duge thuc hién bang cach
quan sat va do cht ddi ching va chit thir nghiém trén ving thir nghiém trong 1

tudn, 2 tuin, 3 tuin, 4 tuin, va 8 tuin sau khi thoa chét thu nghiém.

Thiét bi chin doan da mit A-One Pro, thiét bi siéu am da Ultrascan UC22,
hé danh gia toan bo bdi nha nghién ctru (IGA: investigator global assessment), va
hé danh gia toan bd bdi bénh nhan (PGA: patient global assessment) dugc s dung
lam chi tiéu danh gia 1am sang. IGA dugc sé hoa bang cach cho diém mirc nhin nho
viéc danh gia bang mit thudng boi hai bac s§ da lifu dua trén thang dénh gia mirc
d6 nghiém trong ctia vét nhan (WSRS: wrinkle severity rating scale) 1a thang 5
diém. PGA dugc thé hién béng cach sd hoa sy hai long ctua déi tuong theo cic gia

tri trén thang 4 diém.

Nho két qua cua thir nghiém 1am sang, x4c nhan ring d¢ day va mat do cia
16p ha bi dugc tang 1€n trong nhém thr nghi€ém so v6i nhém db6i chirng (xem Fig.7),
va tac dung cai thién nép nhin ciia da bing cach cha x4t hat chira peptit EGF dugc
xac nhan (xem Fig.8). Hon nita, dugc x4c nhén tur két qua khéo sat mirc 46 hai long
clia cac dbi trong rang cac ddi twong nay to ra it 4c cam hon vai viée tay té bao chét
bang cach cho thdy mirc d6 hai long cao 1a 70% d6i v6i nhom thir nghiém so véi

mirc do hai 1ong 50% ctia nhém ddi chimg (xem Fig.9).
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YEU CAUBAO HQ

1. Ché phdm m¥ pham chira:

pha du véi lugng nim trong khoang tir 85% trong lugng dén 90% trong
lwong so voi tdng trong luong ché pham my phim; va

cac hat téy té bao chét tan trong nudc dugce tao goc cd kich thude hat nam
trong khoang tur 0,01lmm dén 2mm v6i luong ndm trong khoang tir 0,01% trong
luong dén 15 % trong luong so véi tong trong luong ché phim m§ pham,

trong d6 cac hat tiy té bao chét tan trong nrdc duge tao goc bao gdm céc hat
thtt nhét va céac hat tht hai,

trong d6 cac hat thir nhat chira nguyén liéu tan trong nudc va it nhit mot
polypeptit sao cho, khi tiép xtic v6i nuéc, nguyén liéu tan trong nuéc nay s& hoa tan
va it nhit mot polypeptit ndy dugc giai phong, trong khi cdc hat thit hai chira

nguyén liéu tan trong nudc nhung khdng chira polypeptit.

2. Ché phidm m¥ phim theo diém 1, trong d6 cac hat thir nhét cua hat tiy té bao chét
tan trong nuéc duge tao goc chua it nhdt mot polypeptit v6i lugng nim trong
khoang tir 0,001% trong lugng dén 1% trong lugng so véi tdng trong lugng ché

phim m§ phim.

3. Ché phdm my phim theo diém 1, trong d6 nguyén liéu tan trong nuéc chia it

nhit mot chat dugce chon tir nhom gom axit hyaluronic va monosacarit.
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Fig.1
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Fig. 3

Fig. 4

Fig. 5
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Fig. 6

Fig. 7
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Fig.8

Nhom thu nghiém Nhoém déi chimg
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Fig. 9

Nhém thir nghiém Nhom d6i chimg
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