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(57) Sang ché @& cap dén ché pham alginic oligosacarit diaxit chira diaxit
mannuronic ¢ cong thic (IV) va mudi duoc dung cua chang, trong d6 n 1a sb
nguyén duoc chon tir 1 dén 9, m duoc chon tir 0, 1 hodc 2, m’ dugc chon tir 0
hoic 1, va trong d6 tong trong lwong cua alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-
5 chiém khong it hon 60% tong trong luong ctia ché pham; téng trong luong cua
axit guluronic chiém khong nhiéu hon 50% tong trong lwong ciia ché pham. Ngoai

ra, sang ché con dé cap dén duoc pham va san pham chiam soc sic khoe chira ché

pham nay.
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Linh vire k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ché phdm t6i wu cua alginic oligosacarit diaxit thu dugc
bang phuong phép sang loc hoat tinh sinh hoc, st dung md hinh dong vat mic bénh
Alzheimer dé danh giad hiéu qua ctia muc d6 polyme héa khic nhau cta alginic
oligosacarit va c4c ty 1& ciia chting v& hoat tinh sinh. Cubi cling, ché pham c6 hoat tinh
sinh hoc t6t nhét thu dugc tir qua trinh sang loc va chét dich mong muén dwgc diéu

ché bang phuong phép phén tach mang siéu loc.

Ngoai ra, sang ché con dé cdp dén dugc pham va san pham chdm soc strc khoe

chira ché phim nay.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Alginic oligosacarit d& dugc chy y rong réi do gié tri duogc phim tiém ning cta
ching. Alginic oligosacarit thudong dwoc diéu ché bang nhidu bude véi axit alginic 1am

nguyén li€u tho.

Phan tir alginic oligosacarit ctia nguyén liéu tho, bao gdbm phan doan M dugc tao
ra tr axit D-mannuronic dugc lién két bai lién két B-1,4-glucosidic, phan doan G duogc
tao ra tur axit L-guluronic dugc lién két boi lién két a-1,4-glucosidic, va phan doan MG
duoc tao ra bang cach lai hai sacorit. Cong thiic cAu tric cla axit D-mannuronic va

axit L-guluronic dugc thé hién trong cong thtrc (T) va cong thirc (IT) nhu sau:

HOOCG v
Ao
HO~ =
HO OH
M; axit B-D-mannuronic G; axit a-L- guluronic

D (IT)

Cong thirc cdu tric cia alginic oligosacarit duge thé hién trong cong thtrc (I11)
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nhu sau :

HOOC

-l (11D

Phin doan M va phén doan G ¢o thé dugc tach tir nguyén liéu thod, axit alginic.
Phuong phap chung cé thé dugc mo ta dugce gian nhu sau: axit alginic dugc thodi bién
so bd dé thu duoc hdn hop polysacarit cta axit polymannuronic va axit polyguluronic;
sau d6 hdn hop polysacarit 1a ddi twong dé két tha axit dé loai bo lugng nhit dinh axit
polyguluronic trong d6. Vi du, xem cac phuong phép duge boc 1§ trong don dang ky

sang ché Trung Qudc s6 98806637.8 va CN02823707.2.

Phuong phap dé didu ché axit oligomeric mannuronic nhu sau: chét trung gian
phan doan M thu duoc & trén ¢o thé 1a dbi twong @& axit phan thém bang céch lam
néng dudi didu kién axit dé thu duge doan nhd polyme cia axit mannuronic ¢6 pham
vi trong lugng phén tir mong mudn. Ngoai ra, hiéu qua thoai bién c6 thé dugc cai thién
bang phuong phap thoai bién oxy hoa; trong khi do, dau khir ¢6 thé dugc oxy héa
thanh diaxit sacarit m& vong, xem don dang ky sang ché Trung Qubc sb
200580009396.5 (tai liéu sang ché 1) dugc ndp bdi Meiyu Geng va cdng su, va sang
ché My sb 8,835,403 B2 (tai liéu sang ché 2) mdt cach chi tiét. Dé thuén tién cho sy
mo ta, tai liéu sang ché 1 va 2 sau day duoc goi chung 1a cac tai liéu trude, dugc dua

vao diy bang cach tham chiéu toan bd.

Phén tng dé thu dugc diaxit mannuronic dugce boc 19 trong céc tai liéu trude cb
thé duge thé hién bang phuong trinh phan tng (V) sau ddy, d6 13, nhom aldehyt ¢ vi tri
C1 cta axit mannuronic & dau khtr ctia polysacarit ciia axit oligomannuronic dugc oxy

héa thanh nhém cacboxyl.

2/65
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Trong qua trinh chuyén d6i oxy hoa & trén, chét oxy héa duoc st dung chung la
dung dich ddng sulfat kidm, tc 1a thudc thir Fehling. Céc tai liéu truée ap dung
phuong phéap oxy héa nay. Dic biét 1a, trong diéu lién kidm, chit nén phan tmg axit
polymannuronic, tic la chét trung gian phan doan M, dugc bd sung vao dung dich
ddng sulfat va dugc phan ung trong bé nude soi trong 15 phit dén 2 gid. Phuong phap
ndy stt dung ion Cu?" lam chit oxy héa dé oxy héa nhom aldehyt, va chét két tia dong
oxit mau dé gach dugc tao ra trong phan tmg nady. Phan tmg nay thuong dugc st dung

dé x4c dinh dudng khir.

Cé4c tai lidu trude bdc 10 ring axit oligomannaric ¢6 hidu qua chéng lai bénh
Alzheimer (Alzheimer’s disease - AD) va bénh dai thao duong (Diabetes Mellitus), va
hoat tinh cta axit oligomannaric c6 mtrc d¢ polyme hoa 6 la t5t nhat. Su phét sinh
bénh Alzheimer va bénh dai thdo dudng typ 2 lién quan chit ché€ véi amyloid
(B-amyloid va amylin). Protein amyloid két tu va sau do tao ra oligome protein, ma két
tu thém dé tao ra soi. Khéi két tu protein ndy c6 tinh doc té bao, cam Ung phan tng
oxy hoa trong té bao dé 1am tdn thwong ty thé, va kich hoat phan (mg theo tAng ching
han nhu phan ing viém, gdy thuong tdn s6 luong 16n noron va té bao B, va cubi cling
din dén khoi phat bénh Alzheimer va dai théo dudng typ 2. Axit oligomannaric nhdm
dich protein amyloid va protein va d6i khang cac phan tng theo tAng dugc cam g
boi protein amyloid, va do d6 c6 hiéu qua phong trir va diéu tri bénh Alzheimer va di
thao duong typ 2.

Pé thu duoc axit oligomannaric ¢ hiéu qua chéng lai bénh Alzheimer va chéng

lai bénh d4i thdo dudng da dugce boc 1o trong céc tai ligu trude, axit guluronic trong

nguyén li¢u tho axit alginic can duoc loai bd. Ham lugng cla axit guluronic trong axit
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alginic thudng hon 30%, t6i da 1én dén khoang 70%. Do d6, dé thu dugc axit
oligomannaric tinh khiét cao, chi phi san xuét thuc té rat cao.
Bén chét k§ thuit ciia sing ché

Khia canh thr nhat cua sang ché dé cap dén ché pham alginic oligosacarit diaxit
bao gdm axit mannuronic ¢6 cong thirc (IV) va/hodc axit guluronic hodc mudi dugce
dung ctia chung:

HOOC OH
H OHp YCOOH
o ' O
HO :
n m.CGOH
HO

trong do n la sb nguyén dugc chon tur 1 dén 9, m dugc chon tr 0, 1 hodc 2, m’

Cong thire (IV)

duoc chon tir 0 hodc 1,
va trong do,

tbng trong lwgng cla alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-5 chiém khong it
hon 60% tong trong lugng cla ché pham; tdng trong luong ctia diaxit guluronic chiém

khong nhiéu hon 50% tdng trong lwong clia ché pham.

Khia canh khéc cia sang ché dé cap dén duoc phém hoac san phém bao vé suc
khée, bao gdm ché pham axit alginic oligosacaric. Cac khia canh khac clia sang ché
ciing d& xuit ing dung ctia ché phim axit alginic oligosacaric trong diéu tri cac bénh
duogc chon tir bénh Alzheimer, bénh Parkinson, viém, dau, ddi thdo dudng hodc sa sat
tri tué ndo mach.

Cu thé 13, ché pham axit alginic oligosacaric theo sing ché 12 hdn hop ctia axit
mannuronic va axit guluronic ¢6 cac mitc dd polyme hoa khac nhau, va thanh phan
chinh 1a oligosacarit c6 mirc 49 polyme hoa tir 2 dén 10 : phéan doan M duogc tao ra tir
axit mannuronic dugc lién két boi lien két B-1,4-glucosidic, phan doan G dugc tao ra
tir axit guluronic dugc lién két boi lien két a-1,4-glucosidic, va phan doan MG dugc
tao ra bé‘mg cach lai hai sacorit. Pugc biét réng diaxit mannuronic c6 cac hoat tinh

dugce 1y nhét dinh chdng lai bénh Alzheimer (AD) va bénh dai thio dudong. Céc sacarit
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hoat ddng manh nhét 13 pentasacarit dén octasacarit, dic biét 1a hexasacarit. Tuy nhién,
cac tac gia tim ra rang hdn hop diaxit oligosacaric cta axit mannuronic va axit
guluronic c6 mirc d§ polyme hoa tir 2 dén 10 ciing c6 cac hoat tinh dugc Iy chéng lai
bénh Alzheimer (AD) va bénh déi thdo duong, nhung tién dé 13 ham luong axit
guluronic dugc kidm soét trong pham vi nhit dinh. N6i cach khac, ché phim alginic
oligosacarit diaxit theo sang ché c6 thé duoc didu ché véi chi phi san xudt giam dang
ké, gitp d& dang thuc hién hon trong san xuét thuc t& va d& dang thuc hién san xut

hang loat cong nghiép hoa.
M ta vén tit cic hinh vé

Fig. 1 thé hién phd NMR ctia chét trung gian.

Fig. 2 thé hién khdi phd clia disacarit, trisacarit va tetrasacarit trong san pham A.

Fig. 3 thé hién khéi phd cta pentasacarit, hexasacarit va heptasacarit trong san
pham A.

Fig. 4 thé hién khdi phd clia octasacarit, nonasacarit va decasacarit trong san
phim A.

Fig. 5 thé hién phd NMR ciia san phdm A.

Fig. 6 thé hién phd NMR ciia san pham B.

Fig. 7 thé hién phd NMR cta san pham C.

Fig. 8 thé hién phd NMR ciia san phdm D.

Fig. 9 thé hién hidu qua clia cac ché pham oligosacarit khdc nhau va hexasacarit
clia diaxit mannuronic 1én s 1an déng vat AD vuot qua buc. Cc miu tuong Gng véi
cac sb trén truc hoanh trong hinh nhu sau: i: nhém dbi chig; ii: nhém mo hinh; iii:
san phém A; 1v: san phém B; v: san phém C; vi: san phém D; vii: hexasacarit cia
diaxit mannuronic.

Fig. 10 thé hién higu qua cta cic ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
cta diaxit mannuronic 1én khoang céch boi cua dong vat AD; trong d6 cac ky hi€u trén

truc hoanh trong hinh 13 gidng véi céc ky hiéu trong Fig. 9.
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Fig. 11 thé hién hiéu qua cta cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
ctia diaxit mannuronic 1én thoi gian leo xudng ctia dong vat PD vao ngay 11; trong do

cac ky hiéu trén truc hoanh trong hinh 1a gidng v6i cac ky hiéu trong Fig. 9.

Fig. 12 thé hién hiéu qua cua cac ché pham oligosacarit khdc nhau va hexasacarit
cua diaxit mannuronic 1én do tiém an cua dong vat PD vao ngay 11; trong do6 céc ky

hiéu trén truc hoanh trong hinh 14 giéng véi cac ky hiéu trong Fig. 9.

Fig. 13a va Fig. 13b thé hién hiéu qua diéu tri ctia cac ché pham oligosacarit khac
nhau va hexasacarit ctia diaxit mannuronic doi véi bénh viém rudt & chudt; cac ky hiéu

trén truc hoanh trong hinh 14 giéng véi c4c ky hiéu trong Fig. 9.

Fig. 14 thé hién hiéu qué ctia cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
cua diaxit mannuronic 1én dudng huyét sau dn ¢ chudt mac bénh dai thdo dudng; cac

ky hiéu trén truc hoanh trong hinh 1a gidng véi cac ky higu trong Fig. 9.

Fig. 15 thé hién hiéu qua clia cac ché phdm oligosacarit khac nhau va hexasacarit
ctia diaxit mannuronic 1én do tiém 4n ctia phan tmg quan quai & chudt dugc cam Gng
boi axit axetic; cdc mau tuong (mg Vi cac sb trén truc hoanh trong hinh nhu sau: i:
nhom mo hinh; ii: sén phém A 1ii: san phém B; iv: san phém C; v: san phém D; vi:
hexasacarit cia diaxit mannuronic.

Fig. 16 thé hién hiéu qua cla cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
ctia diaxit mannuronic 1én sb 14n phan tng quin quai & chudt dugc cam tng boi axit
axetic; trong d6 céac ky hiéu trén truc hoanh trong hinh 1a gidng vé6i cac ky hiéu trong

Fig. 15.

Fig. 17 thé hién hiéu qué ctia cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
cua diaxit mannuronic 1én so 1an gdi dau & chudt dau nira dau duge cam Ung boi
nitroglyxerin; trong d6 cc ky hiéu trén truc hoanh trong hinh la giong véi céc ky hiéu
trong Fig. 9.

Fig. 18 thé hién hiéu qua cta cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit

cia diaxit mannuronic 1én sb lugng té bao dwong tinh c-fos trong phén dudi (nucleus

caudalis) ciia nhan day than kinh sinh ba tiy séng & chudt dau nira du duge cam Gng
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b&i kich thich dién hach day than kinh sinh ba; trong d6 cac ky hiéu trén truc hoanh
trong hinh 1a gidng v6i cac ky hiéu trong Fig. 9.

Fig. 19 thé hién hiéu qua cua cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
cia diaxit mannuronic 1én do tiém 4n trong thir nghiém tranh boéng to6i & chudt mac
chtng sa stt tri tué ndo mach do tdc dong mach canh chung hai bén; trong d6 céc ky

hiéu trén truc hoanh trong hinh 12 giéng véi c4c ky hiéu trong Fig. 9.

Fig. 20 thé hién hiéu quéa cua cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
ctia diaxit mannuronic 1én s 14n mic 18i trong thir nghiém tranh bong tdi & chudt mac
chtmg sa sut tri tué ndo mach do tdc ddng mach canh chung hai bén; trong d6 céac ky

hiéu trén truc hoanh trong hinh 12 giéng véi céc ky hiéu trong Fig. 9.

Fig. 21 thé hién hiéu qua cta cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
cia diaxit mannuronic 1én D9 tiém an thoat ra trong thit nghiém mé cung nude & chudt
mac ching sa sut tri tué ndo mach do tac dong mach canh chung hai bén; trong d6 cac

ky hiéu trén truc hoanh trong hinh la gidng véi cac ky hiéu trong Fig. 9.

Fig. 22 thé hién hiéu qua cua cac ché pham oligosacarit khac nhau va hexasacarit
clia diaxit mannuronic 1én sb 1an vuot qua buc & chudt méc chig sa sut tri tué néo
mach do tic ddng mach canh chung hai bén; trong d6 cac ky hiéu trén truc hoanh trong
hinh 14 giéng v&i cac ky hiéu trong Fig. 9.

MG ta chi tiét sang ché

Céc khia canh khac nhau cia sang ché s& dugc mo ta chi tiét bén dudi, nhung
sang ché khong gii han & cac phuong an cu thé nay. Ngudi ¢ hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay co thé thuc hién mot sb sira ddi va didu chinh d6i v6i sang ché theo
su boc 10 dang ké bén dudi, va nhimg diéu chinh nay ciing nim trong pham vi cta

sang ché.
Ché pham alginic oligosacarit diaxit

Khia canh thir nht ctia sang ché @& cap dén ché pham alginic oligosacarit diaxit
chra axit mannuronic ¢6 cong thitc (IV) va/hodc axit guluronic hodc mudi dugc dung

ctia chung:
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HO Cong thire (IV)

trong do n la sb nguyén tur 1 dén 9, m duge chon tir 0, 1 hodic 2, m* duoc chon tir

0 hodc 1,
va trong do,

tbng trong lugng clia alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-5 chiém khéng it

hon 60% tong trong lrong cla ché pham;

trong d6, tong trong lwong ctia diaxit guluronic chiém khong nhiéu hon 50% tong

trong luong cua ché pham.

Ché pham axit alginic oligosacaric theo sing ché 1a hdn hop cta axit mannuronic
va axit guluronic v6i cac mitc do polyme héa khic nhau, va cac thanh phan chinh cua
nd 1a oligosacarit c6 muc do polyme hoa tur 2 dén 10 : phan doan M duoc tao ra tlr cac
axit mannuronic duogc lién két boi cac lién két B-1,4-glucosidic, phan doan G dugc tao
ra tir cac axit guluronic duoc lién két béi cac lién két 0-1,4-glucosidic, va phan doan
MG duogc tao ra bang cach lai hai sacorit. Theo cac Umg dung trude, duge biét rang
diaxit mannuronic ¢ hoat tinh dugc ly chéng lai bénh Alzheimer (AD) va bénh déi
thao duong, trong d6 cac sacarit hoat dong manh nhét trong céc diaxit mannuronic 1a
pentasacarit dén octasacarit, dic biét 1a hexasacarit. Tuy nhién, khac véi cac ky thudt
da biét trudc day, cic tac gid tim thiy rang hdn hop diaxit oligosacaric cua axit
mannuronic va axit guluronic ¢ mirc 4§ polyme hoa tir 2 dén 10 ciing c6 cac hoat tinh
duogce ly chéng lai bénh Alzheimer (AD) va bénh dai thdo duong, nhung ham lugng cta

axit guluronic can dugc kiém soat trong pham vi nhét dinh.

Trong quy trinh didu ché thuc té, ham luong axit guluronic trong sén phim sau
khi thodi bién so bd cua axit alginic gbc nhur dd mo ta & trén thudng hon 30%, va tbi
da 1én dén khoang 70%. Néu theo céc g dung trudc, dé thu duoc axit oligomannaric

¢6 hoat tinh cao, axit guluronic phai dugc loai bé thong qua phuong phép tach cang



44507 965

nhiéu cang t6t. Tuy nhién, dya trén kham pha trén cua cic tac gia, khong can thiét phai
tach va loai bo axit guluronic khoi san phim thoai bién. Hon nira, cac tac gia nhan thiy
ring bang cach kiém so4t ty 1¢ axit guluronic trong pham vi nhét dinh thong qua viéc
kidm soat cac didu kién ciia phan tmg két tia axit, hoat tinh cta ché phim thu dugc c6
thé dat hodc tham chi t&t hon hoat tinh ctia hexasacarit cua axit oligomannaric da duoc
boc 10 trong céc ung dung trudce. Ngoai ra, vi axit guluronic khong can phai loai bd
nhu 1a tap chét, san luong san phim cao hon dang ké so v6i nang suat san phim duoc
boc 10 trong cac tmg dung trude. Do d6, giup lam gidm ddng ké chi phi san xuét, giam
x4 thai, do d6 dé& dang thuc hién trong thuc té san xuét, va dé dang thuc hién san Xuét

céng nghié€p quy mo l6n.

Theo phuong an dugce uu tién, trong ché phdm alginic oligosacarit diaxit theo
sang ché, tong trong lugng cia cic alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-5 chiém
80-95% tong trong lugng cla ché pham va tbng trong lugng clia céc axit guluronic

chiém khong nhiéu hon 50% tdng trong lwong cia ché pham.

Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phim alginic oligosacarit diaxit theo
sang ché, ty 18 tdng trong luong cla cic alginic oligosacarit diaxit c6 muc d polyme
hoa thép trong d6 n=1-3 so v&i tdng trong lwong cua céc alginic oligosacarit diaxit c6

mic d¢ polyme hoa thap trong d6 n=4-7 1a giita 1,0 va 3,5.

Theo phuong an dugc uu ti€én, trong ché pham oligosacarit ctia alginic
oligosacarit diaxit theo sang ché, tong trong luong clia céc alginic oligosacarit diaxit
trong d6 m+m’=1 hodc 2 la it hon 50% tbng trong lugng clia ché phim, tét hon 1a
60%-90%, t6t hon nita 12 70%-90%. Cu thé 13, trong ché pham alginic oligosacarit
diaxit, tong trong lwgng cia céc alginic oligosacarit diaxit trong d6 m+m’=1 la it hon
10% tdng trong luong cla ché pham, tét hon 1 30-40%. Theo phuong an dugc wu tién
khac, trong ché phim alginic oligosacarit diaxit, tbng trong luong ciia céc alginic
oligosacarit diaxit trong d6 m+m’=2 la it hon 10% tdng trong luong cia ché pham, t6t

hon 1a 30-50%.
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Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phidm alginic oligosacarit diaxit theo
sang ché, téng trong lugng cia cic alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-5 chiém

80-95% tdng trong lugng cia ché pham.

Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phdm alginic oligosacarit diaxit theo
sang ché, téng trong lugng cia cac alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-3 chiém

20-70% tong trong lwong cia ché pham.

Theo phuong an dugc wu tién, trong ché pham alginic oligosacarit diaxit theo
sang ché, ty 18 trong lugng cla cac alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-3 so véi
tdng trong lrong clia cac alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=4-7 la gifta 1,0 va 3,5,

t6t hon 1a gifta 1,0 va 3,0.

Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phdm alginic oligosacarit diaxit theo
sang ché, ham lugng phan trim trong luwgng clia céc alginic oligosacarit diaxit véi timg
muc d0 polyme hoa trong ché phdm trén 1a: disacarit 5-25%, trisacarit 15-30%,
tetrasacarit 15-28%, pentasacarit 10-25%, hexasacarit 5-15%, heptasacarit 3-10%,
octasacarit 2-5%, nonasacarit 1-5%, decasacarit 1-5%. Cu thé 13, trong ché phém, ham
lwong phan trim trong luong cua cic oligosacarit trong ché phim trén 1a: disacarit
10-20%, trisacarit 18-30%, tetrasacarit 15-28%, pentasacarit 15-20%, hexasacarit

5-10%, heptasacarit 3-5%, octasacarit 2-3%, nonasacarit 1-3%, decasacarit 1-3%.

Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phdm alginic oligosacarit diaxit theo
sang ché, tong trong lugng ciia céc axit guluronic chiém 0,1-50% tong trong lugng cla

ché phim, t6t hon 13 1-30%.

Trong ché pham alginic oligosacarit diaxit theo sang ché, mudi dugc dung cta

chiing 12 mubi natri va mudi kali.
Phuong phap diéu ché ché phim alginic oligosacarit diaxit
Quy trinh diéu ché alginic oligosacarit diaxit theo sang ché duoc tom tit nhu sau:

Sau su thoai bién so bd cua axit alginic, thu dwgc hdn hgp polysacarit cla axit
polymannuronic va axit polyguluronic. Sau dé két tia hdn hop polysacarit bang

phuong phép axit dé loai bo lugng nhat dinh axit polyguluronic. Trong quy trinh két
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tha bang phuong phap axit, pH cang cao, thi ham lwgng axit polyguluronic trong hdn
hop polysacarit cang cao. Vi dy, xem cac phuong phép da duoc boc 19 trong don déng
ky sang ché Trung Quéc sb 98806637.8 va CN02823707.2. Khi c6 mat chét oxy hoa,
cac mach dudng ctia hdn hop polysacarit noi trén trai qua qua trinh thoai héa oxy héa
dé thu dugc cac oligosacarit bi oxy hda véi cac mitc dd polyme hoa khac nhau. Cac
oligosacarit bi oxy hoa dugc dic trung boi qua trinh oxy héa axit mannuronic hoéc

axit guluronic & dau khir cia oligosacarit thanh diaxit sacaric c6 3-6 cacbon.

Chét oxy hoa c6 hidu qua dic biét trong phan tng theo sang ché 1a ozon. Trong
qua trinh phan tng, phan Umg thoai bién oxy hoa clia cac mach dudng c6 thé xay ra khi
suc ozon vao dung dich chitra hdn hop polysacarit. Nhiét 6 ma tai d6 budc thodi bién
oxy hoéd dugc thuc hién tét hon 1a 0-70 °C, tot hon nita la 10-45 °C. Gia tri pH ciia

budc thoai bién oxy hoa & trén 14 3-13, t6t hon 13 4-10, ot hon nita 14 6-8.

Phén tmg thoai bién oxy hoa st dung ozon theo sang ché, thuy phan c6 tinh axit
v6i su c6 mit cia ddng sunfat kiém (tai lidu truéc) hodc hydro peroxit va natri
hypoclorit (Pon diang ky sang ché Trung Qudc 01107952.5) dugce st dung trong cac k§
thuat truée day phd bién & chd ba phuong phap c6 thé 1am tho4i bién cac mach duong.
Su khac biét 1a cAu tric dau khir ctia mach dudng cla sén phim thoai bién 13 khac
nhau. Du khir ciia san pham thoai bién oxy héa, axit mannuronic hodc axit guluronic,
thu duge theo sang ché bao gdm cAu tric diaxit voi 3-6 cacbon. Ngoai ra, quy trinh
dugc st dung trong budc thoai bién oxy hoa theo sang ché con c6 cac uu diém khéc: 1.
diéu kién phan tng nhe va khong can diéu kién phan tmg dic biét; 2. ozon dugc st
dung c6 thé duoc didu ché tai noi phan tmg, giam 4ap luc vén chuyén trong san xuét
cdng nghiép; 3. sau phéan tmg, ozon ty dong dugc phan huy thanh oxy ma khong can
céc chét phan tmg ton du giy nguy hiém nén ciing khéng gdy 6 nhiém moi trudng.

Qué trinh phan Gng duoc thé hién trong phuong trinh sau (VI):
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F e
LA, %éi_,*;é»}{m

(VD)

Trong lugce dd cia phwong trinh phan tng (VI) va cong thirc hop chét chung (IV)
O trén,

Céc oligosacarit trong 6 m=2 va m’=1 la c4c axit sacaric c6 6 cacbon ¢ cudi;

Céc oligosacarit trong d6 m=1 va m’=1 hodc m=2 va m’=0 la céc axit sacaric c6
5 cacbon & cuéi;

Céc oligosacarit trong d6 m=1 va m’=0 hodc m=0 va m’=1 la céc axit sacaric c6

4 cacbon & cudi;

Céc oligosacarit trong d6 m=0 va m’=0 1 céc axit sacaric c6 3 cacbon & cudi.

12
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Trong ché phdm, tong trong lwong ciia cic alginic oligosacarit diaxit trong dé
n=1-5 chiém 80-95% tong trong luong clia ché pham, tong trong lugng cia cic alginic
oligosacarit diaxit trong d6 n=1-3 chiém 20-70% tbng trong luong cla ché pham,
trong do ty 1€ tbng trong luong cua céc alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=1-3 so
v6i tong trong lugng ciia céc alginic oligosacarit diaxit trong d6 n=4-7 1 gitta 1,0 va
3,5, tbt hon 1a giita 1,0 va 3,0. Tong trong lugng ctia céc axit guluronic chiém khéng
nhiéu hon 50% tdng trong luong cia ché phim, t6t hon 14 giita 0,1% va 50%, t6t nhat
la gitta 1% va 30%.

Theo phuong 4n dién hinh, phuong phap didu ché theo sang ché bao gdm céc

budc sau:
(1) Diéu ché cac san pham alginic oligosacarit diaxit:

Diéu ché hén hop cac polysacarit clia axit polymannuronic va axit polyguluronic.
Nhu di duge m6 ta ¢ trén, nguyén lidu thd duge sir dung trong sang ché, hdn hop cac
polysacarit ctia axit polymannuronic va axit polyguluronic, ¢ thé dugc diéu ché bang
phwong phép da biét trong cac k¥ thuat trudc, vi dy, cac phuong phéap da dugc boc 16
trong don ding ly sang ché Trung Qudc s6 98806637.8 va CN02823707.2. Phuong
phéap chung c6 thé dugc mo ta don gian nhu sau: thoai bién so bod axit alginic dé thu
duge hdn hop céc polysacarit cua axit polymannuronic va axit polyguluronic. Sau khi
hdn hop céc polysacarit 1a d6i teong dé két tha axit mot 1an nira, ¢6 thé diéu chinh ham
lwong mdt phin cua axit polyguluronic dé thu dugc hdn hop céc polysacarit cua axit

polymannuronic va axit polyguluronic.

Su thoai bién oxy hoéa ozon. Hoa tan hdn hgp cac polysacarit trong lugng nudce
thich hop va khuéy & nhiét do phong hodc dudi diéu kién dun néng. Véi viéc suc ozon
lién tuc, phan tmg bit dAu. Pidu chinh gia tri pH cla phan tng dén 3-13, tét hon 1a
4-10, tdt hon nita 12 6-8 bang cach bd sung timg giot axit clohydric lodng hogc dung
dich NaOH loang. Nhiét d6 t6t hon 1a 0-70 °C, tét hon nita 1a 10-45 °C. Sau khi phan
ung hoan thanh, dung suc khi va diéu chinh pH thanh trung tinh.
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Phan tach mang va tinh sach. Diu ché sin phim phan tmg thu dugc & trén thanh
dung dich oet ndng do khoang 10% va dugc phan tach béi mang ngan phan tir dé loai
bo cac san phdm thoai hoa thdp hon monosacarit. Thu phan dugc gitt lai. MWCO
mang ngdn phén t& dugce sit dung 1a 1000 Da - 3000 Da, td hon 12 2000 Da. Co dic
chét 16ng thu duge trén may co6 quay va lam kho trong chén khong dé thu duoc hon
hop oligomeric alginic oligosacarit. Sau khi phéan tich, nhan thdy ring cc san phdm
nay 1a tit ca cac ché phim ctia oligosacarit tir disacarit dén decasacarit v&i ham lugng
nim trong pham vi ty 18 nhit dinh. Cac vi du 1-3 thé hién dién hinh cac phuong phap
da néu.

(2) So sanh hoat tinh cua cac ché phim oligosacarit

Hoat tinh duoc 1y ciia ché phdm oligosacarit theo sang ché duoc so sanh véi
hexasacarit clia axit oligomannaric trong cic ung dung trudc cung luc. Két qua thé
hién ring hoat tinh dugc Iy cta ché pham oligosacarit theo sdng ché cao hon dang ké
so vOi hexasacarit cia axit oligomannaric trong cac Umg dung truéc. Khdng bi rang
budc béi bat ky 1y thuyét nao, ngudi ta tin rang khi ty 1& disacarit so v6i hexasacarit
trong ché phdm cao hon 60%, va tong tfong luong cda axit guluronic chiém khong
nhiéu hon 50% trong lugng ctia ché pham, thi ché pham hoat dong manh nhét; nhung

khi ty 1€ axit guluronic vugt qua 60% thi hoat tinh cua ché phim cling s& giam di.

Séng ché ciing dé xuat dugc pham hodc san pham chdm séc sttc khée chira ché
pham alginic oligosacarit nhw dd dugc mo ta & trén va chat mang hodc ta duge dugc

dung tuy chon.

Nhu d3 duge mo ta trong Remington’s Pharmaceutical Sciences, Martin, E.W.,
ed., Mack Publishing Company, 19th ed. (1995), cac phuong phap dé diéu ché thubc
ctia ché phdm oligosacarit bao gdm céc ty 18 khac nhau clia cac hoat chét da biét, hozc
hién nhién dbi véi nhimg ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay dua trén su
boc 10 cua sang ché. Cac phuong phap dé didu ché dugc phim bao gom su két hop cac

t4 duge duge pham thich hop, chét mang, chét pha lodng va cac chét twong tur.

14
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Céac ché phdm dugc theo sang ché duoc didu ché bing cac phuong phip di biét,

bao gdm ca cac phuong phép trdn, hoa tan hodc dong kho théng thuong.

Duoc phim theo sang ché dugc ding cho bénh nhan bang nhiéu dwong khac nhau
pht hgp véi kidu ding da chon, ching han nhu dudng ubng hoic dudng tiém (dudng

tiém tinh mach, ti€ém bép, tai chd hodc duédi da).

Do d6, thubc ché phdm theo sing ché duogc két hop véi chit mang dugc dung
(nhu chit pha lodng tro hodc chat mang c6 thé an duoc) c6 thé dugc ding mot cach hé
théng, vi du, bing dudong ubng. Ching c6 thé dugc bao trong vién nang gelatin vo
ctng hodc mém va c6 thé duoc nén thanh vién nén. Doi véi viée diéu tri bang dudng
uéng, hop chét hoat tinh theo sang ché c6 thé duoc két hop v6i mot hodc nhiéu t4 duoc
va duoc st dung dudi dang vién nén nubt duge, vién nén thudc miéng, vién ngam,
vién nang, thubc udng, hdn dich, siro, vién nén tron, v.v. Céc ché phim nay nén chta it
nhét 0,1% hop chat hoat tinh. T4t nhién, ty 1é cua cac ché phdm va cong thirc ndy c6
thé thay ddi, va co thé chira tir khoang 1% dén khoang 99% trong lugng clia mdt dang
lidu don vi nhét dinh. Trong c4c ché phdm hitu ich v& mat diéu tri nay, luong hop chét

hoat tinh sao cho c6 thé dat dugc mic lidu lugng hidu qua.

Vién nén dai, vién ngam, thude vién, vién nang, v.v. cling co thé bao gém: chét
két dinh, chéng han nhu nhua tragacan, gdm arabic, tinh bot ngd hodc gelatin; ta dugc,
chéng han nhu dicanxi phosphat; va chét phan tan, ching han nhu tinh bdt ngd, tinh
bdt khoai tay, axit alginic, v.v.; chét bdi tron, chéng han nhu magie stearat; va chét tao
ngot, ching han nhu sucroza, fructoza, lactoza hodc aspartam; hodc chét tao huong vi
chéng nhu bac ha, dau cay 1oc dé, hodc vi anh dao. Khi dang lidu don vi 1a vién nang,
ngoai cac loai nguyén li€u néu trén, nd co thé chta 1a chit mang 10ng chang han nhu
dau thuc vt hodc polyetylen glycol. Nhidu nguyén liéu khac c6 thé c6 mit dudi dang
16p pht hodc theo cach khéc cai bién dang vét ly cua dang liéu don vi rén. Vi du, thude
vién, vién nén tron, hodc vién nang c6 thé duge phit bang gelatin, sap, senlac, hodc
duong, va tuong tu. Sird hodc dich chiét c6 thé chtra hop chét hoat tinh, sucroza hoic
fructoza 1am chét tao ngot, metyl paraben hodc propyl paraben lam chét bao quan, chit

tao mau hodc chat tao huong vi (ching han nhu huong anh dao hogc huong cam). Tt
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nhién, nguyén liéu bit ky duoc sir dung dé didu ché dang lidu don vi bat ky nén la
duoc dung va khong doc véi lugng duoc dung. Ngoai ra, hop chét hoat tinh c6 thé
duge két hop vao céc ché phadm giai phong duy tri va thiét bi giai phong duy tri.

Hop chat ¢6 hoat tinh ¢6 thé ciing duoc ding cho tinh mach hoic mang bung
béng cach truyén hodc tiém. Dung dich nudc ciia hop chét hoat dong hodc mubi ctia n6
c6 thé duge didu ché, tiy chon v6i cht hoat dong bé mat khong doc ¢6 thé tron 1an.
Céc chét phan tan trong glyxerin, polyetylen glycol long, triaxetin, va hdn hop cta
chiing va diu ciing ¢6 thé duge diéu ché. Trong didu kién bao quan va sit dung thong

thuong, chit phim nay chia chit bao quan dé ngin su sinh truéng ctia vi sinh vat.

Céc dang lidu duoc dung thich hop dé tiém hodc truyén c6 thé chira dung dich
nudce vo trung hodc chét phén tan hodc bdt vO trung cua céc hoat chét (dugc boc kin
tuy chon trong liposom) bao gdm ché phim dung ngay tirc thi thich hgp cho dung dich
v trung dé tiém hodc truyén hodc cac chét phan tan. Trong tit ca cac trudng hop, dang
lidu lwong cudi phai v6 tring, 16ng va n dinh trong diéu kién san xuit va bao quan.
Chét mang 1éng ¢c6 thé 12 dung mdi hodc mdi trudng phén tén léng bao gbm, vi du,
nuéec, etanol, polyol (vi dy, glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol 16ng, v.v), dau
thue vat, glyxerit khong ddc, va hdn hop thich hop cua chung. B§ long thich hop cé
thé dugc duy tri, vi du bing cach tao liposom, bang cach duy tri kich thudc hat yéu cau
trong trudng hop chét phan tan, hodc bing cach st dung chét hoat dong bé mat. Céc
chét khang khudn va khang ndm khéac nhau (ching han nhu paraben, clorobutanol,
phenol, axit sorbic, thimerosal, v.v) ¢ thé duogc st dung dé ngdn ngua vi sinh vat.
Trong nhiéu trudng hop, t6t hon 1a bao gdm chét dang truong, vi du, dudng, dém hoic
natri clorua. Su hép thu kéo dai cua ché phém tiém duogc ¢cbd thé duoc tao ra béng cach
sir dung céac chit 1am chim su hép thy, (vi du, nhdm monostearat va gelatin).

Dung dich ¢o thé tiém dugc vo tring duge didu ché bang cach két hop luong can
thiét hop chét hoat tinh trong dung mdi thich hgp véi cac thanh phan khéac nhau duoc
liét ké & trén, khi cén thiét, sau d6 1a loc v tring. Trong trudong hop bot vo trung dung

cho qua trinh diéu ché dung dich c6 thé tiém duge vo triung, phuong phap didu ché
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duoc wu tién 13 1am khd trong chan khong va cac ky thudt dong kho, ma s€ tao ra bot

hoat chit cong vdi thanh phan can thiét bat ky trong dung dich loc vo trung trude do.

Chét mang r&n hitu ich bao gé)m chét rin nghién thanh bot (vi du, dé tan, d4t sét,
xeluloza vi tinh thé, silic, nhdm, v.v). Chét mang 16ng hiru ich bao gém nudc, etanol,
etylen glycol hozc hon hop etanol/etylen glycol-nudge, va thudc két hop theo séng ché
6 thé dugc hoa tan hodc phan tan trong ham lugng hiéu qua tuy chon véi su tro gitip
clia chét hoat dong bé miat khoéng ddc. T4 dugc (nhu chit tao mui) va chit khang khuén

bd sung c6 thé duoc bd sung dé tdi wu héa dic tinh st dung nhét dinh.

Chat lam dic (nhu polyme tong hop, axit béo, mudi va este clia axit béo, ruou béo,
xenluloza cai bién hodc nguyén liéu vo co cai bién) cling c6 thé duogc st dung véi chat
mang 1éng dé tao ra bot nhdo c6 thé phu duogc, gel, thudc md, xa phong, v.v. ma c6 thé

duoc dung truc tiép trén da ngudi dung.

Luong hop chét can thiét dé diéu tri hodc hdn hop ctia ching phu thudc khong chi
vao chinh hop chat, ma con phu thudc vao phuong phap dung, ban chét ctia bénh dugc
diéu tri, va tudi va tinh trang bénh nhan, cudi cliing phu thudc vao quyét dinh ctia bac
s§ hodc bac sy 1am sang.

Ché phim néu trén c6 thé dugc thé hién & dang liéu don vi, 1a don vi phén tan vat
Iy chtra lidu don vi, va thich hop dé dung cho ngudi va co thé dong vat c6 vi khéc.
Dang liéu don vi ¢6 thé 13 vién nang hodc vién nén, hodc nhiéu vién nang hodc vién
nén. Phu thudc vao su diéu tri cu thé lién quan, luong cta liéu don vi ctia hoat chét c¢6

thé khac nhau va duoc didu chinh trong khoang tir 0,1 d&&n 1000 mg hoic hon.

Khia canh khéc cta sang ché dé xuat dugc pham hodc sdn phdm chidm soc stc
khoe, chira ché pham alginic oligosacarit theo sang ché va chat mang thich hgp néu
can thiét.

Khia canh khéc ctia sdng ché mo ta cach sir dung ché pham alginic oligosacarit d€

diéu tri bénh Alzheimer.
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Khia canh khac nita ctia sang ché mo ta phuong phép diéu tri cho bénh nhan méc
bénh Alzheimer, trong d6 bao gdm viéc diing cho nhitng bénh nhan can dén ching mot

luong hitu hiéu cua ché phim alginic oligosacarit theo sang ché.

Khia canh khéc ctia séng ché mo ta cach sir dung ché pham alginic oligosacarit dé

diéu tri bénh Parkinson.

Khia canh khac nita ctia sing ché mo ta phuwong phép didu tri cho bénh nhan méc
bénh Alzheimer, trong d6 bao gdm viéc diing cho nhitng bénh nhan can dén chiing mot

lwong hitu hidu ciia ché pham alginic oligosacarit theo séng ché.

Khia canh khic nfta cia sang ché md ta cach st dung ché pham alginic

oligosacarit d¢ dicu tri viém.

Khia canh khéc cta sang ché md ta phuong phép diéu tri bénh nhan bi viém,
trong d6 bao gdm viéc ding cho nhitng bénh nhan can dén ching mot luong hiru hiéu
ctia ché phim alginic oligosacarit theo sang ché.

Khia canh khac ctia sang ché mé ta cach st dung ché phim alginic oligosacarit dé
diéu tri cac phan Gmg dau.

Khia canh khéc cua sang ché mé ta phuong phéap didu tri bénh nhan bi dau, trong
d6 bao gdm viéc ding cho nhitng bénh nhan can dén chung mot luong hiru hidu cla
ché pham alginic oligosacarit theo séng ché.

Khia canh khéc ctia sang ché mb ta cach sir dung ché pham alginic oligosacarit aé
didu tri bénh dai thdo dudng.

Khia canh khac ctia sang ché md ta phuong phap diéu tri bénh nhan mic bénh dai
thao dudng, trong d6 bao gdm viéc ding cho nhitng bénh nhan can dén chung mot
lwong hitu hidu ctia ché pham alginic oligosacarit theo sédng ché.

Khia canh khac nira ciia sang ché mo ta cach st dung ché phdm alginic

oligosacarit dé diéu tri bénh sa sut tri tué¢ ndo mach.
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Khia canh khac cia sang ché mé ta phuong phap didu tri bénh nhan mic bénh sa
stit trf tué ndo mach, trong d6 bao gdbm viéc ding cho nhitng bénh nhén can dén chiing

mot [wgng hiru hi€u cua ché phim alginic oligosacarit theo séng ché.

Pau duoc d& cap trong sang ché bao gdm cac con dau khic nhau, bao gbm dau
cép tinh, dau man tinh, dau than kinh, dau sau phiu thuat, dau tht lung man tinh, dau
diu cum, dau ddy than kinh herpes, dau chan tay, dau trung tAm, dau ring, dau khang
opioid, dau ngi tang, dau do ph?lu thuét, dau do chin thuong xwong, mét mdi va dau
khi sinh con, dau do bong bao gdm chéy ning, dau sau sinh, dau nira du, dau thit
nguc, va dau lién quan dén duong sinh duc (bao gdm ca viém bang quang), dau mach
mau, dau day than kinh sinh ba, dau dy thin kinh lién suon, dau do vét md, dau do
viém mac mén tinh, dau goét chan, dau co, dau xuong, dau khép, dau do ung thu, dau

khong do ung thu, v.v.

Viém dugc dé cép trong séng ché bao gdm cac chiing viém khéc nhau, bao gdm
nhung khong gidi han ¢ viém cép tinh, viém man tinh, viém mach mau, viém than
kinh, viém hé théng thin kinh trung wong (ching han nhu bénh da xo cting, bao gom
viém ndo tdy, v.v.), viém day than kinh ngoai vi, Viém khép (chéng han nhu viém
xuong khép, viém xuong cung, v.v., viém khép viy nén, viém khép dang thap, viém
khép dang thép, V.v.), viém cot séng dinh khép, bénh viém rudt (chéng han nhu bénh
Crohn va viém loét rudt két), viém loét do tiéu duong, lupus ban do hé théng, bénh

viém da (chang han nhu bénh vay nén, viém da di tng, eczéma ), v.v.

Ché phim alginic oligosacarit theo sang ché dugce didu ché bing phuong phap
khac véi cac k¥ thuét trude day, trong do khong bét budc phai tach phan doan M va
phan doan G. N6 lam giam déang ké sur phtic tap clia qué trinh san xut va giam dang ké
chi phi san xuét, va phuong phép diéu ché bao gdm phan tmg don gian, ham lugng cac
hoat chét cao, va khdng c6 chit phan tmg du. Qua cac thit nghiém da chimg minh rang
ché phim alginic oligosacarit theo sang ché c6 kha ning ngin ngira va diéu tri bénh
Alzheimer, bénh dai thdo dudng, bénh Parkinson, cic phan tmg viém khac nhau, dau

va ching sa sut tri tué ndo mach.
Mo hinh dong vat va cac budc danh gia hoat tinh duoc luc hoc
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1. Mb hinh ddng vat d& danh gia dugc luc hoc chdng AD: Viée tiém AP vao mot
bén ndo that duoc st dung dé cam tmg md hinh AD, va mé cung nudc Morris dugc st

dung d& d4nh gia hanh vi hoc tap va ghi nh¢ cua chudt md hinh AD.

Chu6t Wistar duc (mdi con c6 trong lugng tir 180-220 g) duoc 14y va chia ngau
nhién thanh céc nhom: nhém dbi chiing ph?iu thuit gia, nhom moé hinh, nhom lidu
lwong, véi 14 con mdi nhém. Chudt dugce gy té bang cach tiém mang bung v&i natri
pentobarbital (40 mg/kg) va c¢b dinh trén thiét bi 1ap thé. Da dugc chudn bi va khir
tring thuong xuyén, da dugc cat, 10 ra thop trude, va tién hanh dinh vi khu vuc CAl
ctia hdi hai ma vé6i tham chiéu dén 3,0 mm sau thép trudce, 2,2 mm canh midstitch, va
2.8 mm dudi mang cing” trong “Rat Brain Stereotactic Atlas” (BAO Xinming, SHU
Siyun, Beijing, People’s Medical Press, 1991, 28). Pbi v6i mdi nhém md hinh va
nhom lidu lugng, kim tiém siéu nhé da dugc st dung dé dua kim thang dtmg vao hop
s0 & khu vue CA1 ctia hdi hai ma bén phai. 5 ul AB két tu (AB1-40 dugc pha ché trong
dung dich PBS dén ndng d6 1,4 mg/mL, dugc U trong ti G 37°C trong 5 ngay dé tao
thanh céac khéi két tua) duoc tiém chdm véi luu lugng 1 pL/min. Sau khi hoan thanh
tiém, kim duoc dé lai trong 5 phut, dé khuéch tan hoan toan AP, va sau do6 kim dugc
rit ra ti tir. V&t md dugce khau va chudt gift 4m dé tinh lai. Nhoém dbi ching duoc tiém
véi Tugng PBS vo trung tuong tu. Thudc twong tng duoc dung 7 ngay trude khi thuc

hién, va viéc dung dugc tiep tuc dén cuoi thur nghiém.

Thtr nghiém mé cung nuéc Morris duge thuc hién vao ngay 11 sau khi phiu

thuét.

Tht nghiém diéu huéng dia diém: mdi nhom chudt duoc huén luyén mot 1an mot
ngay trong 5 ngay lién tiép, tic 13, thir nghiém diéu hudng dia diém. Thoi gian dong
vat tim buc (ttc 13, do tiém an thoat) dugc ghi lai. Néu buc khdn dugc tim thay sau 90
gidy, thi ching dugc huéng dan @ boi dén buc theo dudng thang va ding trén buc

trong 30 gidy dé cam tmg qué trinh hoc va ghi nhé.

Thtr nghiém thdm do khong gian: mdt ngay sau khi hoan thanh thir nghiém didu
hudng dia didm, buc duoc loai bé, va chudt duge dat vao nude tir didm vao, va sé lan

ching vuot qua buc va phan trdm ctia khoang cach boi trong goéc mot phan tu noi dit
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buc so véi téng khoang cach dugc ghi lai. Chtrc ndng hoc va ghi nhé cua dong véat

dugc déanh gia.
2. M0 hinh dong vat dé danh gia dugc luc hoc chdng lai bénh Parkinson (PD)

Chudt duoc chia ngAu nhién thanh 8 nhém: nhém déi chimg trong, nhém mé hinh
MPTP, va nhom dung thudc, v6i 14 con trong mdi nhém. Céc con vat duge chia thanh
nhiéu nhém va cho udng thudc ciing ngay. Nhém d6i chimg tréng va nhém mo hinh
MPTP dugc cho dung dung dich mubi bang dudng tiéu hoa, va cac nhom khac dugce
cho dung thubc twong ttng mdi ngdy mot lan trong 17 ngay lién tuc. Thubc lam mAu
dugce cho dung tir ngay tht 6. Cac dong vat trong nhom d6i chung tréng dwgc tiém
dudi da 10 ml/kg nuée mudi, va cac dong vat khac dugc tiém dudi da 25 mg/kg MPTP

moi ngay mot lan trong ndm ngay.

Cé4c bai kiém tra hanh vi duoc thuc hién lan lwot vao céc ngay tha 11, 14 va 17.
Nhe nhang dat ddu chudt huéng 1én trén dinh thd cua thanh (duong kinh 8 mm, cao 55
cm). Thi gian didu chinh ciia chudt tir ngdng dau 18n dén cti dau xudng 1a 49 tiém an
(T-quay), va thoi gian chudt tr chuyén dong di xudng dén tt ca cic chi cham dén day
cua thanh dugc ghi 12 thoi gian leo xubng (T-LA). Hon 30 gidy s& dugc ghi 1a 30 gidy.
MB3i con chudt duoc thir nghiém 5 1an va két qua duoc tinh trung binh.

MPTP c6 tac dung pha huy c6 chon loc d6i v6i té bao than kinh dopaminergic &
chét nén. M6 hinh dng vat PD cam tng béi MPTP 1a m6 hinh dong vat ¢6 dién nhat
gidng v6i nhitng thay d6i bénh 1y va dic diém 1am sang cua bénh Parkinson & ngudi.
Céc triéu ching chinh ctia PD 14 run khi nghi, tdng cing co, gidm van dong, v.v. Thoi
gian quay dau va thoi gian leo Xuéng cta thi nghiém leo thanh c6 thé dai dién cho hoat
dong tong thé va kha ning phéi hop ctia chuot.

3. Mo hinh dong vét dé danh gia dugc luc hoc chéng lai phan ing viém

(1) M6 hinh viém khép dang thAp — mo hinh chudt viém khép cam Ung boi

collagen

Chudt duc DBA/1 nang 19-22 g duoc 14y va chia ngiu nhién thanh céc nhom:

nhém doi ching trong, nhém md hinh va nhém dung thude, véi 8 con chudt trong moi
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nhém. Ngoai trir nhom déi chimg tréng, cac dong vat con lai déu dugc man cam mién
dich bing cach tiém duéi da 10 mg/kg nhil twong ta dugc Freund hoan chinh collagen
loai II cia bd (CII-CFA) & gbc dudi vao ngay 0, va 1,5mg/kg lipopolysacarit (LPS)
duoc tiém trong mang bung vao ngay 23. Viéc dung dugc bat dau vao ngay 28: nhém
chimg tréng va nhém mo hinh dugc cho ubng nudc mubdi, va cac nhom khac duoc
ding thubc twong tmg (mdi ngdy mot l4n trong 14 ngay lién tuc). Sau khi tiém LPS,
chudt dugce quan sét tinh trang bénh hang ngay. Khi chudt bét ddu phat bénh (xuat hién
cac triéu ching l1am sang cta bénh viém khdp), theo cdc mirc do khac nhau cua bénh
(d6, bién dang khép) va dya trén tiéu chudn 0-4 diém, chim diém l4m sang dugc thyc
hién d& phan anh mic do tién trién cia bénh. 0 c6 nghia la khong c6 ban d6 va sung
ty; 1 c6 nghia la xuAt hién ban do hodc sung nhe gan xuong c¢b chan hoidc gan khép
mét c4 chan hoic xuong ban chin, va dé va sung & mot ngon chan; 2 c6 nghia la ban
do6 nhe va sung khp mat ca chan va xwong ban chan, hodc d6 va sung & nhiéu hon hai
ngon chén; 3 ¢6 nghia 1a ban d6 vira phai va sung khép c¢b chan, khop cb tay va xwong
ban chan; 4 ¢ nghia la sung dé nghiém trong & tht ca cac khép cd chan, khép cb tay,
xuwong ban chan va ngén chén; diém cao nhit cho mdi chi 1a 4 diém, va diém cao nhit

cho mdi con 1a 16 diém.
(2) M6 hinh da xo citng — M5 hinh chugt da xo ciing cdm tng boi MOG

Chudt duc C57BL/6 nang 17-20g duoc 14y va 5 trong sb ching duoc chon ngiu
nhién 1am nhém déi chimg tréng. Cac con vét con lai dugc man cam mién dich bang
cach tiém duéi da nhii twong t4 dugc Freund hoan chinh myelin oligodendrocyt
glycoprotein (MOG-CFA) vao lung vao ngay 0 (10 mg/kg MOG, 20 mg/kg CFA), va
10 ug/kg doc té ho ga dugc tiém trong mang bung vao ngay 0 va ngay 2. Viéc ding
thudc duoc bét ddu vao ngay 1. Nhém dbi chimg trbng va nhém md hinh dugc cho
ubng nudc mudi, va cac nhom khic duge dung thudc trong tmg (mot 1an mdt ngay
trong 24 ngady lién tuc). Khoang 12 ngay sau khi chiing ngira, chudt dugc ching ngira
s& xuét hién cac triéu chimg. Bit ddu quan sat k§ hang ngay va ghi chép lai can ning
va diém l4m sang cua ching dé phan 4nh muc do tién trién ctia bénh. 0-4 diém ding

@8 chi cac mirc do khac nhau: 0 nghia 1a ngoai hinh binh thudng khong c¢6 dau hidu
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bénh rd rang; 1 c¢6 nghia 1a dudi ra xudng va yéu, va yéu mot bén chi sau; 2 nghia la
dubi ri xudng va yeu, yeu cé hai chi sau va dang di loang choang; 3 diém c6 nghia Ia

yéu va liét mdt bén chi sau; 4 c6 nghia la yéu va liét ca hai chi sau.
(3) M6 hinh bénh lupus ban dé hé théng — Md hinh chudt MRL/lIpr lupus ban d6

Chudt chuyén gen MRL/Ipr c6 dot bién ddng hop tir ctia gen Faslpr ¢6 thé tu phat
tao ra su ting san mo lympho. Chudt bat dAu xudt hién cac tridu chting ctia bénh lupus
ban d6 hé théng vao khoang 10-14 tuin tudi. Chudt cai chuyén gen MRL/Ipr (9 tudn
tudi) dugc chia ngiu nhién thanh cac nhoém: nhom ddi chung trdng, nhém ding thudc,
véi 8 con chudt trong mdi nhém. Nhom d6i chimg tréng duoc cho ubng nuéc mubdi va
c4c nhom khéc duge ding thude twong tmg (mdt 14n mdt ngay trong 4 tuln lién tiép).
Viée chdm diém hach bach huyét duge thuc hién mdi tuin mot 1an. 0-6 diém cho biét
cac dd khac nhau: 0 ¢6 nghia 13 binh thuong; 1 c¢6 nghia 1a duong kinh nhé hon 1 cm
tai mot vi tri & c& hai bén; 2 c6 nghia 1a duong kinh duéi 1 cm tai hai vi tri diém & ca
hai bén; 3 ¢6 nghia la duong kinh nho hon 1 cm tai ba vi tri diém & ca hai bén; 4 ¢6
nghia 1a dudng kinh 16n hon 1 cm tai mdt vi tri & ca hai bén va duong kinh nho hon 1
cm tai hai vi tri diém khéc & ca hai bén; 5 ¢6 nghia 1a dudng kinh 16n hon 1 cm tai hai
vi tri diém & ca hai bén va duong kinh nho hon 1 cm tai mdt vi tri diém khéc & ca hai
bén; 6 c6 nghia 1a duong kinh 16n hon 1 c¢m tai ba vi tri diém trén ca hai bén.

(4) M6 hinh bénh viém rudt (IBD - Inflammatory bowel disease) — md hinh

chudt viém dai trang cam tng bdi dextran sulfat natri (DSS - dextran sulfate sodium)

Chudt cai C57 (7-8 tun tudi) ning 18-20g duoc 14y va chia ngiu nhién thanh céc
nhém: nhom dbi chimg tréng, nhém mo hinh va nhém dung thudc, m&i nhém 8 con.
Chudt trong nhém mo hinh va nhom dung thubc dugc cho 2,5% polyme dextran sulfat
natri (DSS) cao phan to & dang nuédc ubng vao ngay 1-7 va bét ddu ding vao ngay 1.
Nhém dbi ching va nhém md hinh dugc cho ubng nude mudi, va cac nhém khac dugce
ding thudc twong tmg (mot 14n mot ngay trong 30 ngay lién tuc). Vao ngay 31, chudt
bi chét do trat cd tir cung, cac khoang bung dugc md ra, va mang treo rudt dugc tach
ra. Phin tir bt ddu coa ving hdi trang dén cubi hau mon & mdi con chudt duge 14y.

MBbi nhém duge 14y mAu tudn ti. Chidu dai rudt két duge do.
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4. Mo hinh dong vat dé danh gia dugc luc hoc chéng lai bénh dai thio duong

Chudt duc NIH dugc st dung va chia nhom ngau nhién thanh nhém dbi chung
binh thudng, nhém mé hinh, va nhém dung thude, véi 10 con mdi nhém. Vao ngay
thir nghiém, ngoai trr nhém binh thudng, cdc con vét con lai déu duogc tiém trong
mang bung 150 mg / kg streptozotoxin. Thudc trong tmg duge ding lién tuc trong 10
ngay. Vao ngay thtr 11, nhan cAu dugc loai bo va 14y méau dé do ndng dd glucoza trong

mau.
5. Md hinh dong vat dé danh gia dugce luc hoc chéng dau
(1) M6 hinh dau & chudt duge cdm tng boi axit axetic

Chudt Con Minh, mdt nira trong s6 d6 1a duc va mot nira 13 céi, ning 18-22 g,
duge chia ngau nhién thanh cdc nhém: nhém d6i chimg trong, nhém mo hinh va nhém
dung thudc, trong d6 c6 10 con chudt trong mdi nhém. Ké tir ngdy phan nhém, nhém
chimg tréng dugc cho ding trong da day 20 ml/kg nudce cAt mot 14n mot ngay trong 7
ngay lién tuc, va cac nhom khac dugce cho dung céc loai thudc twong tng trong da day
mot 1An mot ngay trong 7 ngay lién tiép. Mot gio sau lan ding cubi ciing, chudt trong
mdi nhém duge tiém vao mang bung 0,2 ml dung dich axit axetic 0,6%, va do tiém an
clia con quin quai (thdi gian tir khi tiém axit axetic dén khi xuét hién phan tmg quin
quai) va sb 1an chuot quan quai trong vong 20 phut sau khi tiém axit axetic dugce ghi

lai.

Viéc tiém cac hoa chit nhu dung dich axit axetic vao khoang bung cua chudt co
thé kich thich mang bung chudt va giy ra nhitng con dau dai ding timg con, biéu hién
la bung 10m xudng, thanh bung trudc sat day 16ng, veo mong va mé rong chi sau, thé
hién tu thé dic biét duoc goi 1a phan tng quén quai. Do tiém 4n cta con quén quai
(thoi gian tir khi tiém axit axetic dén khi xuét hién phan tmg quin quai) va s6 1an quén
quai trong mot khodng thoi gian nhét dinh c6 thé thé hién mic dd nghiém trong cla
con dau. Do tiém 4n clia con quin quai cang ngin va sd lan quin quai cang nhiéu thi

con dau cang dit doi.

(2) M6 hinh chudt bi dau nira d4u duge cam Gng béi nitroglyxerin
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Chu6t duc SD, ning 180-220g, dugc chia ngiu nhién thanh cac nhém: nhém dbi
chimg trdng, nhém mo hinh va nhém dung thudc, trong d6 c6 8 con chudt trong mdi
nhém. Viée dung thube dugc bat diu vao ngay phan nhém. Nhom d6i ching tréng va
nhém mé hinh duge cho ding nuée cit trong da day mot 14n mdi ngay trong 28 ngdy
lién tuc, va cadc nhém khac duge cho dung céc loai thudc trong Gmg trong da day mdi
ngay mot 14n trong 28 ngay lién tiép. 30 phiit sau 1an ding cudi cing, dong vat ngoai
trir nhom dbi chimg tréng duge cho ding nuéce mudi, va cac nhém khac duge tiém
dudi da 10 mg/kg nitroglyxerin vao vai phai dé thiét 14p mo hinh. Thoi gian xuét hién
va thoi gian do tai ¢ chudt sau khi lam md hinh, va s6 1an gai dau trong vong 30-45
phut sau khi 1am md hinh dugc quan sat. Ham lugng ctia 5-HT trong mo néo duoc xac
dinh bang phép do quang phd huynh quang, va do & bu6e séng Ex356nm/Em 483nm.

Két qua dugc thé hién bang ng/g trong lwgng nio.

Dau ntra ddu 14 tinh trang rdi loan chiic ning cia mach méu va day than kinh do
su tuong tac gifta mach mau va co ché thin kinh. Nitroglyxerin c6 thé gy ra su qui
man ca cac soi than kinh sinh ba va gdy ra chimg dau nira dau do mé rong cac mach
mau ciia mang ndo, gy ra viém thin kinh va kich hoat c4c chirc ning ciia t& bao than
kinh ving dudi ddi, than ndo va tily séng. M hinh nitroglyxerin 12 md hinh dong vét
duogc thanh 1ap vao nam 1995 va hién da tré thanh mo hinh dau nira ddu & dong vat co
dién. Theo co ché gay bénh cua nitroglyxerin, viéc phat hién thoi diém d9 tai do gién
mach, s 14n gai dau do dau va ham luong serotonin (5-HT) (mot yéu tb nhay cam véi
dau trong mo néo) dugc st dung dé danh gia mutc do nghiém trong cua chimg dau ntra
dAu. Tinh trang d6 tai cang kéo dai, s6 14n gai ddu cang nhiéu va ham luong 5-HT cang

cao thi con dau ntra dau cang nghiém trong.

(3) Md hinh chudt bi dau ntra dau duoc cam tmg bdi su kich thich dién hach sinh
ba

Chuét SD, 5 thang tudi, duc, nang 200-240 g, dugc chia ngau nhién thanh cac
nhém: nhém ddi chung tréng, nhém phau thuat gia, nhém md hinh, nhém dung thude,

trong d6 ¢6 10 con chudt trong mdi nhém.
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M&i nhém duge cho udng cac loai thubc twong Gng, va nhém d6i chung trong,
nhém phiu thuat gia, va nhém md hinh duge cho ubng nude cit. Sau khi ding lién tuc
trong 10 ngay, tit ca chudt ngoai trir nhom d6i chimng tréng déu duge gy mé bing
cach tiém vao mang bung 350 mg/kg cloral hydrat. Chudt dugc c¢b dinh trén thiét bi
lap thé, va dudmg rach & giita dugc thuc hién trén dinh ddu. Da va co duge cét timg 16p
dé 16 hop so & gilia vét khau doc gifta. Mot mili khoan nha khoa da dugc st dung dé
tao ra 16 3 mm phia sau va 3 mm bén ngoai thop, sau d6 dua dién cuc vao hach sinh ba
(d0 sau tir mang ctmg 1a 9,5 mm). Gay mé duoc tiép tuc sau khi phiu thuét. Tt ca cac
hoat dong dugc thuc hién trong diéu kién v6 trung. Céc dién cuc kich thich da dugc go
16i. C4c thong sb kich thich dién 1a chu ky 200 ms, bién do 10 v va do rong séng 5 ms
cho kich thich 10 phit. Trong nhém phu thuét gia, chi c¢6 cac dién cuc duge dua vao
nhung khong duoc kich thich. 50 mg/kg Evans Blue dugc tiém vao tinh mach dui phai
7 phit trude khi kich thich, sau d6 1a truyén dich va ¢6 dinh trong vong 20 phut sau
khi kich thich.

Nam pht sau khi két thic kich thich, tim thit trai dugc truén dich trong 2 phut.
Phiu thuat cét xuong so dugc thuc hién, va toan bd ndo dugc léy ra, ¢b dinh dé xé4c
dinh c-fos trong phan bénh Iy bang phuong phap héa md mién dich. Vi tri dién cuc
cling dugce xac dinh, mang ctmg & vi tri dat dién cuc va vi tri twong Gmg cta ban cau
dai ndo khac duoc tach ra, sau do rira b%lng nudce khir ion, trai phéng trén lam kinh, séy
& 37°C trong 15 phtt, va ¢d dinh véi 70% glyxerol. Cuong do huynh quang cua ving
duoc chi dinh & phia kich thich va phia dbi chimg dugc phét hién dudi kinh hién vi
ddng tidu v&i budce séng kich thich 12 647 nm va budce song phat xa 1a 680 nm. Ty 1€
gitta cudng d6 huynh quang ctia bén kich thich/bén ddi chimg dugce tinh todn d chi ra
su thoat mach cua protein huyét twong (PPE - plasma protein extravasation). Cac phan
vong dau dong lanh lién tuc cia toan b ndo véi do day lat cat 10 um da dugc chuén bi,
va céc té bao duong tinh c-fos dugc danh d4u huynh quang héa md mién dich. 5
truomg duoc chon ngiu nhién dudi kinh hién vi ddng tiéu dé xac dinh s lugng té bao
duong tinh & phia thi nghiém va phia d6i chitng & phan dudi ctia nhén sinh ba tiy sdng,

va sau d6 ldy trung binh ctia 5 trudong lam s6 té bao duong tinh trung binh.
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Su kich hoat cta hé thong mach than kinh sinh ba 13 phan quan trong trong viéc
tao ra con dau ¢ bénh nhén dau nua dAu, va qua trinh viém than kinh clia mang ndo
dong vai trd quan trong trong viéc san xuét va duy tri con dau nira dau. Khi day than
kinh sinh ba phan bé trong chit mang cimg bi kich thich, né giai phéng cac chat hoat
huyét, gy gisin mach mang néo, thoat mach cac thanh phan huyét trong, 1am suy giam
té bao mast va kich hoat tidu huyét ciu, din dén chimg dau nira dau. Ngoai ra, chét din
fruyén than kinh dugc giai phong sau khi kich thich dau s& lién két véi cac thu thé
tuong Ung trén mang té bao. Duéi tac dung cua chit truyén tin thtt hai, gen mRNA
c-fos duoc biéu hién, dich ma va téng hop trong nhén thanh protein c-fos, dan dén tac
dung sinh ly lau dai d61 véi co thé. Do do, khi xuét hién chimg dau nira dau, sb lugng
té bao biéu hién mRNA c-fos va protein c-fos trong nhén éng cot sdng va raphe
magnus cua day than kinh sinh ba ting 1én. Do d6, mitc d§ dau nira dau c6 thé duoc
phan 4nh bing cach do lugng protein huyét thanh tiét ra tir mang ctng cla dong vét
dau ntra du va sb luong té bao duong tinh c-fos & phin dudi (nucleus caudalis) cta
nhan sinh ba cot sdng. S6 lugng té bao cang it thi chimg dau nta dau cang it nghiém
trong.

6. M6 hinh dong vat dé danh gia dugc luc hoc chéng lai chig sa sut tri tu¢ ndo
mach

(1) M6 hinh chudt bi sa sut tri tu¢ ndo mach do tac dong mach canh chung hai bén
(BCCAOo - bilateral common carotid artery occlusion)

Mo hinh tic dong mach canh chung hai bén (BCCAo) 12 m6 hinh sa sut tri tué
ndo mach duoc st dung phd bién trong linh vuc nay dugce thiét 1ap boi thiéu mau cuc
b0 ndo toan cu va tai tudi mau.

1.1 Phin nhém va quan ly dong vat

Chudt duc C57BL/6, nang 22 + 2g dugc chon va chia ngiu nhién thanh cic nhom:
nhom phiu thuét gia, nhém md hinh tic dong mach canh chung hai bén (BCCAo) 30
phut (viét tat 1a nthém BCCAo 30 phat) va nhém ding thude, trong d6 ¢6 10 con trong

mdi nhém. Sau khi cac con vat dugce chia thanh c4dc nhém, chudt trong nhom phiu
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thuat gia va nhom BCCAo 30 phut dugce cho dung nudce cit trong da day, mdi ngay
mot 1an, trong 5 ngdy lién tuc, sau do la phau thuat BCCAo. Chudt trong nhém dung
thubc duogc cho dung cac loai thube trong Gng trong da day, mot 1An mot ngay, trong 5
ngay lién tiép, sau d6 1a phiu thust BCCAo. Phiu thuat BCCAo 1a gdy mé timg nhém
chudt bing pentobarbital natri; tach va lam tic dong mach canh chung 2 bén ctia chudt
& nhém mo hinh va nhom ding thube trong 30 phut, sau d6 loai bo tdc va khau vét
thwong & cd. Pbi v6i nhém phiu thuét gia, cac dong mach canh chung hai bén khong
bi tc sau khi tach va vét md & cb duoc khau truc tiép. Hai muoi bdn gid sau BCCAo,
chu6t trong mdi nhém tiép tuc dugc dung cac loai thudc twong tng hodc nuéc cét
trong da day theo lich dung thudc trude khi phiu thuat, trong thém 23 ngay lién tuc
sau khi dung thubc. Thir nghiém tranh béng tdi duoc thuc hién vao ngay tht 7 sau
BCCAo, va thit nghiém mé cung nudc Morris duoc bét ddu vao ngay thir 13 dé danh
gia tdc dong cai thién cla ché phém diaxit mannuronic d6i v&i kha ning hoc tap va ghi
nhé cha chudt. Sau bai kiém tra hanh vi, chudt duoc hién té, va cac md ndo duoc cd
dinh. Tén thuong té bao than kinh trong hdi hai ma cta chudt sau khi BCCAo va tac
dung bao vé cua ché phdm diaxit mannuronic d6i v6i céac té bao than kinh bi thuong

duoc danh gia bang cac phuong phap nhu nhuém HE.
1.2 Thir nghiém tranh bong tbi

Thir nghiém tranh bong t61 dwoc st dung dé kiém tra kha ning hoc tap va ghi nh¢
ctia chudt trong phan biét khong gian. Suy giam tri nhG vé kha ning dinh vi khdng
gian chi ¢6 thé xuét hién khi hdi hai ma hojc ving xung quanh hdi hai ma bj ton
thuong. Hop thi nghiém tranh béng t6i 1a thiét bi dugc thiét ké nham loi dung thoi
quen theo bong tdi va tranh anh sang & chudt. Mot nira hop 1a phong tdi va nira con lai
1a phong sang, c6 16 nho & gifta dé két ndi. Pay cua phong t6i dugce bao phti boi ludi
ddng. C4c con vat bi sbc khi ching vao phong tdi va trdn trd lai phong sang. Sau khi
dong vat dugc huén luyén trong 24 gio, thir nghiém duoc thuc hién lai. Do tiém 4n
trong thtt nghiém trdnh bong tbi d& cap dén thoi gian tir khi con vat dugc dua vao
phong sang dén lan dAu tién vao phong t6i. Do tiém an trong thi nghiém tranh béng

t6i cang dai va so 1an tranh sai 1am cang it thi tri nhé clia dong vét cang tot.

28



44507 29/65

1.3 Thir nghiém hanh vi mé cung nuéc Morris

Thir nghiém mé cung nuéec Morris (MWM - Morris water maze) 1a thr nghiém
trong d6 cac dong vat thi nghiém budc phai boi va hoc céach tim cac buc 4n dudi nude.
N6 chit yéu duogc sir dung dé kiém tra kha nang hoc tip va tri nhé cua dong vat thi
nghiém vé vi tri va huéng khong gian (dinh vi khong gian). Mé cung nudc Morris cua
chuot chu yéu bao gém mot bé boi hinh tru ¢6 duong kinh 80 cm va cao 70 cm va mot
buc c6 thé di dong c6 dudong kinh 8 cm. Méy anh k§y thuét s trén bau troi phia trén bé
boi duogc két ndi véi mady tinh. Trudc khi thé nghiém, nude sach duoc db vao bé boi
trude. PO siu cta nude 1a 15 cm, va mat nude cao hon mit buc la 0,5 cm. Stta dugc
thém vao dé 1am cho nuée bé boi c6 mau duc. Vi tri cua buc khong thay dbi trong qué

trinh thir nghiém. Hanh vi mé cung nude Morris bao gom hai chi s0 ki€m tra sau day.

Bai kidm tra diéu hudng dia diém duoc st dung dé do kha niang hoc va ghi nhé
mé cung nudc cta chudt. Thir nghiém duoc b4t dau vao ngay thir 13 sau BCCAo va
kéo dai 4 ngdy. Chudt duoc hudn luyén mot 1an vao ca bubi sang va budi chiéu, tong
cong 8 lan. Trong qua trinh huin luyén, chudt vao bé boi & 1/2 cung & goc phan tu
phia tay, va di vao nuéc v6i du hudng vé thanh bé boi. Néu buc khong dugc tim thy
trong vong 120 gidy, nhan vién thir nghi€ém s€ din n6 dén buc va dé né trong 30 gidy
dé huéng din cach hoc va ghi nhé ctia n6. Ban dd duong di va thdi gian can thiét dé
chudt tim va leo 1én buc dugc quan sat va ghi lai, tire 1a ghi lai D9 tiém 4n thoat va tbe
dd boi cua ching trong thir nghiém mé cung nudc Morris. D9 tiém 4n thoat trong thir
nghiém mé cung nudc Morris @& cap dén thoi gian ké tir khi chudt xudng nuée dé tim
buc. D6 tiém 4n thoét trong thir nghiém mé cung nudc Morris cang ngén thi tri nhé

clia dong vat cang tot.

Thit nghiém tham do khong gian dugc st dung dé do kha nang chudt gift lai bd
nhé vé vi tr khong gian cua buc sau khi hoc cach tim ra buc. Sau khi két thic thir
nghiém didu huéng dia diém, buc d3 bi loai bo sau khoang thoi gian 1 ngay. Chudt
duoc dua vao nude tr cing mot diém vao, va sb 1an ching vuot qua buc ban dau duoc
do. Viéc thu thap va xtt ly dit liéu dugc hoan thanh boi hé thng giam sat va xit Iy hinh
anh ty dong.
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(2) M6 hinh chudt mic ching sa sut tri tué ndo mach do tic dong mach ndo gifta

(MCAO - middle cerebral artery occlusion)

Mo hinh tic dong mach ndo gitra (MCAO) 12 m6 hinh sa sut tri tué¢ ndo mach
thuong dugce st dung trong linh vue nay dugc thiét lap bai thiéu mau ndo cuc bd khu
tru.

2.1 Phin nhom va quan ly dong vat

Chuot Wistar duc duoc chon va chia ngﬁu nhién thanh cdc nhém: nhém dbi
chimg tréng, nhém phiu thuat gia, nhém md hinh (nh6m MCAO) va nhém ding thudc,
trong d6 ¢6 10 con trong mdi nhém. Dong vét trong nhom tréng, nhém phau thuat gia
va nhém MCAO duoc udng nude cit, va cac dong vat trong nhém algin oligosacarit
algin déu dwoc cho ubng liéu lwong tuong tmg cua algin oligosacarit. Sau 7 ngay ding
lién tuc & mdi nhém, ngoai trir chudt & nhém trbng, chudt & cac nhom khac duge gdy
mé bang cach tiém vao mang bung 350 mg/kg cloral hydrat, va c¢d dinh trén bang
chudt & vi tri bén tréi. Dué6i kinh hin vi phdu thuit, da dugc rach doc theo diém gitra
ctia két nbi gitra 6ng thinh gidc bén ngoai va bau mét dé 16 ra vom zygomatic. Khoang
cach gitta xwong phosphat va xuong ham dugc lan rong bang cach st dung thiét bi
distractor nho. Cira s6 xwong 2 mm x 2 mm da duge md ra & day hop so. Chat mang
cing dugc mé ra dé 16 ra d6ng mach nio giita va mot bén dong mach néo gitra bi dong
lai bang phuong phép d6t dién cao tin gy thiéu mau ndo cuc bd khu tr (chudt trong
nhom phiu thuét gia chi 10 ra dong mach nfo giita ma khong dong lai). Vét md duge
khau tirng 16p. Nhiét do phong trong va sau khi phau thuat dugc kiém soét chit ch& &
mire 24~25°C. Sau md, thude hodc nude cat duge tiép tuc dung cho ting nhéom theo
lich dung thubc trude phau thuat. Thir nghiém mé cung nude Morris duoc thuc higén

cho mdi nhém vao ngay thr 11 sau phiu thuat.

Trong thi nghiém nay, chudt trong mdi nhém duge huén luyén mdi ngay mot lan
trong 5 ngay lién tuc, tirc 1a thir nghiém diéu huong dia diém. Thoi gian c4c con Vit
tim thdy buc (tirc 1a qué trinh chd thoét trong thir nghiém mé cung nuéc Morris) da
duoc ghi lai. Nhiing con khong tim thdy buc trong khoang 120 gidy dugc huéng dan
boi v& phia buc theo dudng thing va ding trén buc trong 30 gidy dé hoc va ghi nhé.
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Sau khi két thtc thir nghiém diu hudng dia diém, buc da bi loai bo trong khoang thoi
gian 1 ngay. Chudt dugc dua xudng nuée tir diém vao, va thoi gian ching dén buc ban
du 1an dAu tién va sb 1an ching vurot qua buc ban dau duogc ghi lai, tirc 1a tht nghiém
tham do khong gian. Chirc nang hoc tip va ghi nhé ciia dong vat da duoc danh gid. Do
tiém 4n thoat trong thir nghiém mé cung nudc Morris @& cap dén thoi gian ké tir khi
chudt xubng nude dé tim buc. D tiém 4n thoét trong thir nghiém mé cung nudc

Morris cang ngén thi tri nh¢ ctia dong vat cang tht.

Uu diém cta sang ché duoc minh hoa thém trong cac vi du khong gidi han sau
day. Tuy nhién, cac vat liéu va lugng cu thé cta chung ciing nhu cac didu kién thi
nghiém khac dugc st dung trong cac vi du khong dugce coi 12 gidi han sang ché. Trir
khi dugc quy dinh khéc, cac bd phan, ty ¢, phan tram, va tuong tu trong séng ché déu
duoc tinh theo khdi luong.

Vi du thwe hién sang ché
Vidu I:
Budce 1): Biéu ché hdn hop oligosacarit clia axit alginic

Pidu ché 5 kg natri alginicat thanh dung dich khoang 10%, va diéu chinh pH dén
khoang 3,0 bang cach bd sung axit clohydric lodng. Lam néng dung dich dén 80 °C, va
khudy. Cho phép phan tng trong 10 gid trude khi ngimg lam néng. Sau khi 1am ngudi
dén nhiét d phong, diéu chinh pH dén 9,0 bang cach bd sung NaOH, va tiép tuc didu
chinh dén 3,2 bing cach bd sung axit clohydric loang. Ly tim dung dich & téc do 5000
rpm trong 10 phut. Thu phin dich nbi va diéu chinh dén pH 1,0 bang cach bd sung
HCI. Sau khi ly tam, thu két tia va co dic trén thiét bi cd quay, va lam khd trong chin
khong dé tao ra 1500 g chét trung gian.

Xem Fig. 1 dé biét phd NMR ciia chét trung gian. Phuong phdp do NMR nhu sau:
chuin bi miu: can 30 mg mau dé thir nghiém va hoa tan trong 0,5 ml D20, va dong
kho; thém tiép 0,5 ml nudc nang dugce doteri vao dé hoa tan; thuc hién dong kho lai;
va cudi cung, hoa tan bdt mau dong khod véi lwgng nude nang thich hop, chuyén vao

éng NMR, va didu ché thanh dung dich 100 mg/ml d¢ thir nghiém; thém 0,01% (trong
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luong/thé tich) mubi natri TSP (trimetylsilylpropionic) dugc doteri vao lam chét chuén
noi.

Thu thap va xtt Iy dit liéu tr trudong hat nhan: Dung cu cong hudng tir hat nhan
bién dbi Fourier 400M thu thap phd hydro mét chidu & 60°C. Chudi xung 1a 45° xung,
mdi 1an thu duoc 12 4 gidy, thoi gian thu gidn 1a 1 gidy, va tich Ity 12 20 1an, va o rong
phd tir -2 ppm dén 10 ppm. Sau khi thu thap dit liéu, phép bién dbi Fourier dugc sir
dung d thu duoc phd hydro mét chiéu, va tin hiéu TSP metyl hydro dugc dat thanh
0,00 ppm.

C6 thé thiy tir Fig. 1 ring chét trung gian chira phan doan axit mannuronic (khéi
M, dich chuyén héa hoc 5,1 ppm) va phan doan axit guluronic (khdi G, dich chuyén
héa hoc 5,5 ppm), ciing nhu phan doan kham cla axit mannuronic va axit guluronic
(khdi MG, d9 dich chuyén héa hoc 5,3 ppm). Cén 500 g chét trung gian, va hoa tan
trong nude cht dé didu ché dung dich c6 thé tich 5 L. Diéu chinh dung dich dén pH 6,5
bing NaOH, va lam néng trong bé nude d& kiém sodt nhiét do phan tmg & 75 °C. Diéu
chinh Ivu luong khi tai ctra ra cia xi lanh oxy va cong sudt clia may tao ozon sao cho
ozon dugc suc vao dung dich phan tng v6i luu luong cia ndng do khdi luong 1a 8
g/gid. Sau 4 gid phan Uimg, nglimg suc ozon, va bd sung lugng nuée thich hop dé diéu
chinh ndng do dung dich dén khoang 10%. Loc dung dich qua mang siéu loc c6 trong
luvong phéan tr loai bd 1a 2.000 Da dé thu 14y phan luu lai trén mang. Co dic chét long

thu dugc trén may ¢d quay va lam kho trong chan khong thu dugce 350 g san pham A.

Budc 2): Phan tich ty 1& va cau tric cla oligosacarit v6i cac mitc do polyme hoa

khac nhau trong san pham A alginic oligosacarit diaxit

Can chinh x4c 100 mg san pham A alginic oligosacarit diaxit da dugc lam kho &
trén, hoa tan trong nude dén ndng d6 10 mg/mL, cho qua mang loc 0,22 um dé thu
duge dung dich miu thir. Ty 1€ céc oligosacarit voi cac mirc d6 polyme héa khac nhau
trong ché phdm duge x4c dinh bang sic ky loc phan tir dung peptit Superdex (GE Co.)
két hop v6i tan xa anh sang laze da goc (MALS, Wyatt Co.). C4c diéu kién thtr nghiém

nhu sau:
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Cot sic ky: peptit Superdex 10/300G1
Pha dong: 0,1 mol/L NaCl

Thé tich bom: 10 pL

Luu lugng: 0,3 mL/min

Két qua thir nghiém: tr disacarit dén decasacarit duoc thé hién 1an lugt bang
dp2-dp10, dp2 1a 18%, dp3 1a 24%, dp4 1a 23%, dp5 1a 14%, dp6 1a 8%, dp7 1a 7%,
dp8 1a 2%, dp9 1a 2% va dp10 1a 2%.

Budc 3): Phan tich LC-MS cAu truc oligosacarit c¢6 cac mitc d6 polyme hoa khac

nhau trong san pham A alginic oligosacarit diaxit
Céc diéu kién thir nghiém:
Cot sdc ky: peptit Superdex 10/300G1
Pha dong: 20% metanol + 80% NH4Ac 80 mmol/L
Luu lugng: 0,1 mL/ min
Nhiét do cot: 25 °C + 0,8 °C.

Céc didu kién khéi phéd: Agilent 6540 QTOF; ngudn ion: dién ap va cham ESI
120 V; ché d6 ion 4m. Do rong clia tin hiéu thu dugce (m/z) 1a 100-1000.

Khéi phd oligosacarit véi cac mirc dd polyme hoa khac nhau duge thé hién trong
Fig. 1-3. Cac dinh tin hiéu khéc nhau trong khéi phd duoc gan, xac nhan chu tric phan
tlr clia tit ca cac oligosacarit trong san phdm A, tic 13, cdu triic duge thé hién trong
cobng thirc chung (III). Sy gén tin hi¢u va ciu tric tuong tmg cho céc tin hidu duoc thé

hién trong bang 1 dudi day.
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T phén tich chu trac khdi phd trén da phét hién rang axit mannuronic & dau khir
cuia mach duong trong san phém A duoc oxy hoéa thanh cAu tric axit sacaric (xem
cébng thtrc chung IV cua cAu tric nay), ma co thé 1a cAu tric mannaric hodc axit
gulunoric bao gdm 6 nguyén tir cacbon (m+m'=3) ¢6 ham lugng khoang 10-30%,
hodc san phém khtr cacboxyl hoa clia axit mannaric hodc axit gulunoric, tirc 1a, diaxit
sacaric bao gébm 5 cacbon (m+m'=2) (30-50%) va diaxit sacaric bao gbm 4 cacbon

(m+m'=1) (30-40%).

Budc 4) Phan tich NMR cta ham luong axit guluronic trong san pham A alginic

oligosacarit diaxit

Chuén bi mau: can 50 mg mau dé the nghiém, hoa tan trong 0,5 ml D20, va
dong kho; bd sung 0,5 ml nudc ndng dugce detori vao dé hoa tan; thuc hién dong khd
mot 14n nita; cubdi cung, hoa tan bot mau dong khd véi luong nude nang thich hop, tat
¢ duoc chuyén vao éng NMR va didu ché lai thanh dung dich 100 mg/ml dé thir
nghiém; va bd sung 0,01% (trong lwong/thé  tivhs) mudi natri TSP

(trimetylsilylpropionic) dugc detori vao lam chét chuén noi.

Thu thap va xtt Iy dit lidu tir trudng hat nhén: Dung cu cong hudng tir hat nhan
bién dbi Fourier 400M thu thap phd hydro mét chiéu & nhiét d6 phong. Chudi xung 1a
45° xung, m3i lan thu duoc 1a 4 gidy, thoi gian thu gian 1a 1 gidy, va tich liy 1a 20 lan,
va d0 rong phd tir -2 ppm dén 10 ppm. Sau khi thu thap dit liéu, phép bién ddi Fourier
dugc sir dung dé thu dugce phd hydro mot chiéu, va tin hiéu TSP metyl hydro dugc
dat thanh 0,00 ppm. Phd cong hudéng tir hat nhan proton cua san phém A duoc thé
hién trong Fig. 5. Trong Fig. 5, bdi s6 ¢6 do dich chuyén hoa hoc 4,6 ppm I tin hiéu
hydro & vi tri C-1 clia axit mannuronic (M), 5,0 ppm la tin hi¢u hydro ¢ vi tri C-1 cta
axit guluronic (G), 4,9 ppm la tin hiéu hydro C-1 cua phén doan kham cua axit

mannuronic va axit guluronic (MG). Cong thirc tinh ham lwgng cla axit guluronic la:

Is, + 0.5
G% = —2 22 % 100%
ES.Q + 14.6 + E4.9
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Trong codng thuc trén, 14.6, 15.0 va 14.9 1an lugt 13 cac gia tri tich phan tin hiéu
hydro tai c4c vi tri C-1 cla axit mannuronic (M), axit guluronic (G), phan doan kham
cla axit mannuronic va axit guluronic (MG). Theo tinh todn, ham luong axit

guluronic trong A 1a 30%.
Vidu 2:

Cén 100 g natri alginat c6 ban trén thi truong (mua tir trang web cia Cong ty
thubc thtr Sinopharm, CAS s6 9005-38-3, théng s k§ thuat CP, da thtr nghiém tai
Thuong Hai), tron déu khi bd sung nude cit, va duge diéu ché thanh dung dich véi
thé tich 1 L sau khi truong nd. Diéu chinh dung dich dén pH 4,0 bing NaOH, va thuc
hién phan Gmg & nhiét do phong (25 °C). Diéu chinh luu lugng khi & ctra ra cta xi
lanh oxy va cong suit ctia may tao ozon sao cho ozon dugc suc vao dung dich phan
ung vai luu lugng cla ndng d6 khdi luong 12 1 g/gid. Sau 10 gid phan Gng, ngimg
suc ozon, va bd sung luong nudce thich hop dé diéu chinh ndng d6 dung dich dén
khoang 15%. Loc dung dich qua mang siéu loc c6 khéi Iugng phan tir loai bd 1a 1000
Da d& thu dugc phan luu lai trén mang. C6 dic chét 16ng thu duge trén thiét bi cd

quay va lam kho trong chén khong thu dugc 80 g san pham B.

Ty 1€ céc thanh phan oligosacarit v6i cdc mic dd polyme hoa khac nhau trong B
duoc xé4c dinh bang sic ky loc phan tir ding peptit Superdex (GE Co.) két hop véi tan
xa 4nh sang laze da goc (MALS, Wyatt Co.). Phuong phéap do gidng nhu phéan lién
quan trong vi du 1. Két qua thir nghiém: tir disacarit dén decasacarit duoc thé hién 1an
lwot bang dp2-dp10, dp2 1a 25%, dp3 1a 24%, dp4 1a 18%, dp5 1a 13%, dp6 la 10%,
dp7 1a 5%, dp8 1a 2%, dp9 1a 2% va dp10 la 1%.

Ham luong axit guluronic trong san pham B dugc xéc dinh 1a 50% & 60 °C bang
thiét bi cong hudng tir hat nhan bién dbi Fourier 400M. Phuong phap do gidng nhu
trong phan lién quan cta vi du 1. Phé cong hudng tlr hat nhan proton dugc thé hién
trong Fig. 6. Tu hinh v€ nay co thé thiy ring ving tich hop cia axit mannuronic (M,
gid tri dich chuyén héa hoc 4,6ppm) va axit guluronic (G, gié tri dich chuyén héa hoc

5,0ppm) tuong dbi gan nhau, trong khi viing tich hgp cia phin doan kham cta axit
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mannuronic va axit guluronic (MG, gié tri dich chuyén hoa hoc 4,9 ppm) 12 nhé. Theo

cong thirc tinh ham lugng ctia san pham axit guluronic (G), ham lugng cta G 12 50%.
Vidu3

Can 100 g chit trung gian ctia vi du 1. Sau khi bd sung nudc dé tao huyén phu,
bd sung NaOH vao dé diéu chinh gi4 tri pH vé bazo dé cho phép bt tan hoan toan.
Cubi cing diéu ché dung dich thanh dung dich 1 L, va b sung tiép HCI vao dé didu
chinh gi4 tri pH dén 2,95. Xuét hién mot phan két tua tring, dugc loai bd thong qua ly
tAm. Thu thap phan dich ndi phia trén. B sung nuéc cét vao dé pha lodng thém cho
dén khi didu ché dugc dung dich ¢6 thé tich 1,5 L. Didu chinh dung dich dén pH 9,0
bang NaOH, va thuc hién phén tmg trong bé nude & 45 °C. Didu chinh luu lwgng khi
& clra ra cda xi lanh oxy va cong suét cta may tao ozon sao cho ozon dugc suc vao
dung dich phan tng v6i luu luong cua ndng d6 khdi lugng 1 3 g/gid. Sau 2 gid phan
ng, ngung suc ozon, va bd sung lugng nudce thich hop dé diéu chinh ndng d6 cua
dung dich dén khoang 5%. Loc dung dich qua mang siéu loc ¢6 trong luong phan tir
loai bo 12 3.000 Da d& thu dugc phan luu lai trén mang. C6 dic chét 1ong thu dugce

trén thiét bi c6 quay va lam kho trong chan khong thu dugce 60 g san pham C.

Ty 1€ céc oligosacarit vdi cac muc dd polyme héa khic nhau trong C dugc xac
dinh bang sic ky loc phan tir ding peptit Superdex (GE Co.) két hop Vi tan xa dnh
sang laze da goc (MALS, Wyatt Co.). Phuong phip do gidng nhu phan lién quan
trong vi du 1. Két qua thir nghiém: tlr disacarit dén decasacarit dugc thé hién 1an luot
bang dp2-dp10, dp2 12 9%, dp3 1a 21%, dp4 1a 27%, dp5 1a 18%, dp6 1a 13%, dp7 l1a
6%, dp8 1a 3%, dp9 1a 2%, va dp10 1a 1%.

Ham lugng axit guluronic trong san pham C dugc x4c dinh 12 10% st dung thiét
bi cdng hudng tir hat nhan bién d6i Fourier 400M & 60 °C, va phuong phap x4c dinh
gibng nhu trong phan lién quan cta vi du 1. Két qua thir nghiém duge hién thi trong
Fig. 7. Bang céch tich hgp c4c tin hiéu tuong tng mot cach riéng biét, ving tich hop
clia axit mannuronic (M, gid tri dich chuyén héa hoc 4,6ppm) glp 13 lan ving tich

hop cua axit guluronic (G, gié tri dich chuyén héa hoc 5,0ppm), va ving tich hgp cta
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phéan doan kham cua axit mannuronic va axit guluronic (MG, gia tri dich chuyén hoa
hoc 4,9ppm) gan véi ving tich hop cla axit guluronic. Theo cdng thirc tinh ham

lwong cta san phim axit guluronic (G) trong vi du 1, ham lugng cia G 1a 10%.
Vidu4:

Danh gid hoat tinh duogc ly giita ché phdm alginic oligosacarit diaxit va

hexasacarit cua diaxit mannuronic.
Chuén bi mau:
1. Biéu ché hexasacarit cua diaxit mannuronic

Vé6i tham chiéu dén cac phuong phép duge boc 16 trong vi du 1 va 2 cla sang

ché trude 200580009396.5, diéu ché 20 g hexasacarit ctia diaxit mannuronic.

Ty 1€ oligosacarit va ham luong axit guluronic cua cac san phidm A, B va C duoc
didu ché trong cac vi du 1, 2 va 3 & trén cla sang ché duoc thé hién trong Bang 2
dudi day.

2. biéu ché san phdm D

Piéu ché san pham c6 ham lugng G cao v6i tham chiéu dén phuong phap diéu
ché ctia vi du 2 & trén. Nguyén liéu tho natri alginat 1a mau ¢6 ham lugng G cao dugc
cung cip boi Cong ty TNHH Phat trién Cong nghé Sinh hoc Haizhilin Thanh Dao, va
phuong phép diéu ché giéng nhu phan tuwong tmg ctia vi du 2. Cu thé, trén déu 500g
bot natri alginat c6 ham luong G cao v6i nu6ce cét, va didu ché thanh dung dich thé
tich 5L sau khi truong né, va sau do diéu chinh dén pH 4,0 bang NaOH, va phan tmg
& nhiét do phong 25°C. Diéu chinh luu luong khi tai ctra ra cia xi lanh oxy va cdng
suét cua may tao ozon sao cho ozon dugc suc vao dung dich phan g véi luu luong
cta ndng d6 khdi lwong 1a 1 g/gid. Sau 12 gid phan Gng, ngling suc ozon, va bd sung
lwong nuée thich hop dé diéu chinh ndng dd dung dich dén khoang 15%. Loc dung
dich qua mang siéu loc ¢ trong lugng phan tir loai b 1a 1000 Da dé thu 14y phan luu
lai trén mang. C6 dic chét 1ong thu duge trén may cd quay va lam kho trong chén

khong dé thu dugc 350 g san phdm D.
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Ty 1€ cac thanh phan oligosacarit v6i cac mic do polyme hoa khac nhau trong D
duoc xac dinh bang sic ky loc phén tir ding peptit Superdex (GE Co.) két hop v6i tan
xa anh sang laze da goc (MALS, Wyatt Co.). Phuong phéap do gibng nhu phan lién
quan trong vi du 1. Két qua thir nghiém: tir disacarit dén decasacarit duoc thé hién l1an
luot bang dp2-dp10, dp2 1a 18%, dp3 1a 26%, dp4 1a 20%, dp5 1a 15%, dp6 1a 8%,
dp7 1a 7%, dp8 1a 3%, dp9 1a 2% va dp10 la 1%.

Ham lugng axit guluronic trong san phim D duoc x4c dinh 12 60% & 60 °C bang
thiét bi cong hudng tir hat nhan bién dbi Fourier 400M. Phwong phap do gidng nhu
trong phﬁn lién quan cta vi du 1. Phd cong hudng tir hat nhan hydro dugc thé hién
trong Fig. 8. Ttur hinh v& nay ¢o thé thiy rang viing tich hop cla axit guluronic (G, gia
tri dich chuyén héa hoc 5,0ppm) 16n hon so v6i vung tich hgp ctia axit mannuronic
(M, gié tri dich chuyén hoa hoc 4,6ppm), trong khi ving tich hop ctia phan doan
kham cua axit mannuronic va axit guluronic (MG, gié tri dich chuyén hoa hoc 13 4,9
ppm) nho hon. Theo cong thire tinh ham lugng san phim axit guluronic (G) trong vi

du 1, ham luong G 1a 60%.

Bang 2: Ty 1€ phin trim céc oligosacarit va ham luong cua axit guluronic trong

cc san pham cta ché pham oligosacarit ciia diaxit alginic
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Ham

Tetra | Pent | Hexa | Hept | Octa | Non | Deca | luong

Disa | Trisa _
sacar | asac | sacar | asac | sacar | asac | sacar axit

en ueyd 97 AT,

carit | carit | . . _ . _ _ _
it arit it arit it arit it guluroni

C

weyd 9ud

A 18% | 24% | 23% | 14% | 8% | 7% | 2% | 2% | 2% 30%

B 25% | 24% | 18% | 13% | 10% | 5% | 2% | 2% | 1% 50%

C 9% | 21% | 27% | 18% | 13% | 6% | 3% | 2% | 1% 10%

D 18% | 26% | 20% | 15% | 8% | 7% | 3% | 2% | 1% 60%

40



44507

Léy 10 g cta mdi loai trong s6 bdn mau A, B, C va D & trén va mau hexasacarit
cta diaxit mannuronic. Theo cac phuong phap dugc mo ta trong “mo hinh dong vat
dé danh gia dugce luc hoc chéng AD”, “mo0 hinh dong vat dé danh gia dugc luc hoc

99 &6

chéng PD”, “mé hinh dong vat d& danh gia dugc lyc hoc chéng viém”, “md hinh
dong vat dé danh gia duoc luc hoc chéng lai bénh déi théo duong”, “md hinh dong
vat dé danh gid duge luc hoc chéng dau”, va “md hinh dong vat dé danh gia duoc luc
hoc chéng lai bénh sa sut tri tué ndo mach”, cic hoat tinh duoc ly cua ché phém

alginic oligosacarit diaxit nay so v6i hoat tinh ctia hexasacarit cua diaxit mannuronic.
1. Panh gia dugce luc hoc chong AD

Trong thir nghiém nay, so vé1 nhom dbi ching phau thuét gid, nhém mo hinh ¢
d5 tiém 4n 1au hon dang k& dé tim ra buc, cho thiy ring mo hinh dénh gia da duoc
thiét 1ap thanh cong. So véi nhém mo hinh, do tiém 4n dé tim ra buc trong mdi nhém

ding thubc ngin hon dang Kké.

MOt ngay nghi ngoi sau khi hoan thanh thir nghiém didu huéng dia diém, buc da
duoc loai bd, va bat dau thir nghiém tham do khong gian. S6 1an cac con vat vugt qua
buc va phéan trim khodng cach boi trong goc phin tu noi dit buc trén tong khoang
cach duoc quan sat va xac dinh. Chic nang hoc tap va ghi nhé clia dong vat da duge
danh gia. Két qua cho thiy rang so v6i nhom dbi chimg phiu thuat gia, sé 1an vuot
qua buc di giam dang ké trong nhém md hinh, va s6 14n vuot qua buc di ting lén
dang ké trong nhom dung thudc, nhu thé hién trong Fig. 9. Ty 1é phan tram khoang
céch boi trong goc phan tu noi dit buc ban d4u trén tong khoang cach c¢6 xu huéng
tuong tu voi s6 1an vuot qua buc. So v6i nhém d6i chung phau thuat gia, ty 1& ph?m
tram khoang cach boi trong goc phan tu noi dit buc gbc trén téng khoang cich da
giam dang ké trong nhém mo hinh, va ty 1& phan trim khoang cach boi trong goc
phan tu noi dit buc ban d4u trén tong khoang cach trong nhém dung thudc ting 1én

dang k&, nhu thé hién trong Fig. 10.
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Két qua thir nghiém cho thdy rang hoat tinh dugc lyc hoc cua cac san pham A, B,
va C manh hon so véi hoat tinh dugc luc hoc ciia hexasacarit clia diaxit mannuronic,
cho thdy rang ché phim oligosacarit chira mot lugng axit guluronic nhit dinh va c6 ty
1é disacarit so v&i hexasacarit cao hon 60 % c6 tac dung hiép ddng. Tuy nhién, hoat

tinh ctia thanh phan oligosacarit D véi ham lugng axit guluronic cao hon da bi giam.
2. Panh gia dugc luc hoc chéng PD

Trong thir nghiém nay, so véi nhém ddi ching tréng, do tiém 4n va thoi gian leo
xubng ctia nhém md hinh dai hon déng ké. So v6i nhém mé hinh, d9 tiém 4n va thoi
gian leo xubng cia mdi nhém dung thudc duge rat ngan & cac mirc dd khac nhau.
Trong s @6, hoat tinh duoc luc hoc ctia cac san phém A, B,vaC tdt hon so véi hoat
tinh dugc luc hoc ctia hexasacarit cua diaxit mannuronic véi mot mirc do polyme hoa
duy nhét, ma trude ddy duoc mong doi 13 hoat dong manh nhét. Nhung hoat tinh cua
san phdm D yéu hon hoat tinh clia hexasacarit cua diaxit mannuronic. Khong bi rang
budc boi bat ky 1y thuyét nao, ham lugng axit guluronic trong ché phdm va ty 1& clia
dissacarit so v6i hexasaccarit dugc suy doan ring c6 anh hudng dang ké dén hoat tinh
cua san phém, tuy nhién, khi ty 1¢ axit guluronic qué cao, thi hoat tinh cta ché phém

s€ giam. Xem Fig. 11 va 12.
3. Panh gia dugc luc hoc chéng phan tmg viém
(1) Mo hinh chu6t viém khép cam ng boi collagen

Trong thir nghiém nay, so véi nhom dbi chimg binh thudng, nhém mo hinh cho
thiy c4c triéu chimg rd rang ctia bénh viém khdp, va ban do6 vira phéi va sung mit cé
chan, khép cb tay va xuong ban chén. DPiém lam sang dat 6 diém, cho thdy md hinh
viém khép da dugce thiét lap thanh coéng. So v4i nhém mo hinh, ty 1€ méc bénh cta
mdi nhom dung thube da giam & cac mirc dd khac nhau. Cac san pham A, B, va C
lam cham dang ké thoi gian khéi phéat cua chudt so véi hexasacarit cla diaxit
mannuronic ¢6 mot mic do trung hop duy nhét, va diém 1am sang ciing thip hon so
v&i hexasaccharide diacid mannuronic, cho théy réng cac hoat dong dugce luc hoc cua

san phém A, B, va C tdt hon hoat tinh duoc luc hoc cta hexasacarit ciia diaxit
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mannuronic. Nhung su khéi phét cua san pham D sém hon va diém 1am sang cao hon,
phan anh rang hoat tinh ciia san phim D yéu hon hexasacarit cta diaxit mannuronic.
N6 chimg té rang ham luong axit guluronic va ty 1€ disacarit so v6i hexasacarit trong
thanh phan c6 anh huéng dang ké dén hoat tinh ctia san pham. Tuy nhién, khi ham

lugng axit guluronic qué cao, thi hoat tinh cua ché pham sé& giam.
(2) M6 hinh chudt da xo cing duge cdm tng béi MOG

Trong thtr nghiém nay, so v6i nhom ddi chung binh thudong, hiu hét chudt trong
nhém md hinh déu c6 biéu hién yéu va té liét & ca hai chi sau. Diém 14m sang trung
binh clia nhém mb hinh dat 3 diém, cho thAy md hinh da xo ctmg da duge thiét 1ap
thanh céng. So véi nhdm mo hinh, sy tién trién viém cta mdi nhom dung thudc da
giam ¢ cac muc do khic nhau. Diém 1am sang cla c4c san pham A, B va C trong toan
b6 thir nghiém va & didm cudi thip hon diém 1am sang cua hexasacarit cla diaxit
mannuronic, cho théy hoat dong dugc luc hoc clia cac san phém A, B, va C tét hon so
v6i hoat dong dugce luc hoc cla hexasacarit cua diaxit mannuronic; trong khi diém
1am sang ctia san pham D trong toan bd thir nghiém va & diém cudi cao hon mét chut,
cho thiy hoat tinh chéng viém ctia san phim D 1a yéu nhit. N6 chimg t6 rang ham
lugng axit guluronic va ty 1€ disacarit so v&i hexasacarit trong ché pham c6 anh
hudng dang ké dén hoat tinh ctia san pham. Tuy nhién, khi ham luong axit guluronic

qua cao, hoat tinh cta ché pham s& giam.
(3) M6 hinh chudt lupus ban d6 MRL/Ipr

Bt du tr tudn 10, chudt chuyén gen bt dAu phét bénh va xuét hién sung hach
bach huyét, diém hach bach huyét tiép tuc ting theo thdi gian, cho thy nhom mo
hinh d3 phat bénh thanh cong va bénh tién trién nhanh chéng. So v6i nhém md hinh,
tién trién bénh cta mdi nhém ding thude gidm & cac mirc d6 khac nhau. San phim A,
B, va C 1am chim dang ké thoi gian khai phat ctia chudt so v6i hexasacarit cia diaxit
mannuronic va diém hach bach huyét ciing thip hon so véi diém hach bach huyét cta
hexasacarit cia diaxit mannuronic, cho théy hoat dong dugc luc hoc cua san phém A,

B va C 1a t8t hon so vo&i hoat ddng dugc luc hoc cua hexasacarit cua diaxit
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mannuronic. Tuy nhién, thoi gian khéi phat ctia san pham D sém hon va diém hach
bach huyét ctia san phim D cao hon, phan anh rang hoat tinh ctia san phim D yéu
hon hoat tinh ctia hexasacarit cia diaxit mannuronic. N6 chimg t6 rang ham luong
axit guluronic va ty 1¢ disacarit so v6i hexasacarit trong ché phdm c6 anh hudng dang
ké @n hoat tinh ctia san phdm. Tuy nhién, khi ham lugng axit guluronic qué cao, thi

hoat tinh ctia ché phim s& giam.

(4) M6 hinh chudt viém dai trang cam ung bdi dextran sulfat natri (DSS -

Dextran sulfate sodium)

Sau khi hoan thanh thtt nghiém, so v6i nhom dbi chimg binh thuong, rudt két &

nhoém mo hinh d3 ngan lai dang ké do bi viém, va hau hét cac con chudt déu giam cén.

Gan mdt nira s6 dong vat trong nhém md hinh chét sau d6, chimg t6 tinh trang viém
rudt rat nghiém trong. So v6i nhdm md hinh, tinh trang viém rudt ctia mdi nhém ding
thubc da giam & cac mirc dd khac nhau, diéu nay dugc phan 4nh trong viéc phuc hdi
chidu dai rudt két va cai thién ty 1& séng sét. Tir Fig. 13a va 13b, c6 thé thiy rang céc
san phém A, B, va C lam cho chiéu dai rudt két ctia chudt va ty 1é séng sot cuia dong
vat 16n hon so v&i hexasacarit cua diaxit mannuronic, cho théy réng hoat tinh dugc ly
cua cac san phém A,B,vaC tAt ca déu t6t hon hoat tinh dugc ly ciia hexasacarit cua
diaxit mannuronic. Tuy nhién, sin phdm D c6 chidu dai rudt két ngan hon va ty 1¢

séng sot thap hon mot chit so véi hexasacarit ctia diaxit mannuronic, phan anh rang
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hoat tinh ctia san pham D yéu hon so véi hoat tinh clia hexasacarit cua diaxit-

mannuronic. Twong tu, két qua thir nghiém nhét quéan véi cac thit nghiém trude do,
cho thdy rang ham lugng axit guluronic va ty 1¢ disacarit so v6i hexasacarit trong ché
phim c6 anh hudéng déng ké dén hoat tinh cta san pham. Tuy nhién, khi ham lugng

axit guluronic qua cao, thi hoat tinh cua ché pham s& giam.
4. Panh gid dugce luc hoc chéng lai bénh dai thdo duong

Trong thir nghiém nay, nhém mo hinh dugc so sanh v6i nhém d6i chimg binh
thuong, va dudng huyét sau n ctia nhém mo hinh cao hon déng ké, cho thdy ring md

hinh dénh gia da dugc thiét 1ap thanh cong. So v6i nhom mo hinh, duong huyét sau
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4n cia mdi nhom dung thude thap hon déng ké. Trong sb d6, hoat tinh dugc Iuc hoc
cua cac san phém A,B,vaC déu tot hon hoat tinh dugc luc hoc clia hexasacarit cia
diaxit mannuronic, nhung hoat tinh cta san pham D yéu hon hoat tinh ctia hexasacarit
cta diaxit mannuronic. Két qua thir nghiém nhit quéan véi cic thir nghiém trude, chi
ra rang ham luong axit guluronic va ty 1& disaccharide so v6i hexasacarit trong ché
phim c6 anh huong dang k& dén hoat tinh cla san pham. Tuy nhién, khi ham lugng

axit guluronic qué cao, thi hoat tinh ctia ché phim sé& giam. Xem Fig. 14.
5. Danh gia dugc luc hoc chéng dau
(1) M6 hinh dau cua chudt dugc cdm tmg bai axit axetic

Trong thir nghiém nay, so véi nhém déi ching tréng, do tiém 4n quan quai cta
nhém md hinh ngén hon dang ké va sb 14n quin quai ting 1én dang ké, cho thiy ring
mé hinh d4nh gid da duoc thiét 14p thanh cong. So v&i nhém md hinh, d9 tiém 4n
quin quai ctia mdi nhém dung thudc dugc kéo dai hon dang ké, va sb 14n quan quai
giam dang ké. Trong sb d6, céc san pham A, B va C cho phép do tiém 4n quan quai &
chuot 1au hon so v6i hexasacarit ctia diaxit mannuronic va cho phép s6 1an quan quai
it hon so v&i hexasacarit cia diaxit mannuronic, cho théy hoat tinh dugc luc hoc ctia
cac san phém A,BvaC déu tdt hon so véi hoat tinh duoc luc hoc ctia ctia hexasacarit
cua diaxit mannuronic. Tuy nhién, san pham D ¢6 dd tiém 4n quan quai ngin hon va
sb lan quén quai nhiéu hon mét chit so v&i hexasacarit ciia diaxit mannuronic, phan
4nh rang hoat tinh cua san phim D yéu hon hoat tinh cta hexasacarit cta diaxit
mannuronic. Tuong tu, két qua thtr nghiém nay nhit quéan véi cac thir nghiém trude,
cho thiy ring ham lugng axit guluronic va ty 1€ disacarit so v6i hexasacarit trong ché
phim c6 anh hudéng déng ké dén hoat tinh cta san pham. Tuy nhién, khi ham lugng

axit guluronic qué cao, thi hoat tinh cua ché phim s& giam. Xem Fig. 15 va 16.
(2) Mb hinh chudt bi dau ntra d4u duge cam Gng boi nitroglyxerin

Chu6t bi do tai khoang 3 phut sau khi tiém nitroglyxerin duéi da, kéo dai
khoang 2,5 gio. S6 lan gai dau trong vong 30-45 phut sau khi 1am md hinh ¢ nhém

md hinh nhiéu hon ding ké so v6i nhém ddi chimg trong. So v6éi nhém mo hinh,
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nhém ding thude cho thiy su cham tré ding ké trong viéc xuat hién méan d6 tai, thoi
gian do tai rut ngin, va giam s6 1an gai dau trong khoang thoi gian 30-45 phit. Trong
s& d6, cac san phdm A, B va C cho phép sb lan gii diu & chudt it hon so véi
hexasacarit ctia diaxit mannuronic, cho thdy rang cic hoat tinh dugc ly cua cac san
phém A, B va C déu tdt hon so v&i hoat tinh duoc 1y cua hexasacarit clia diaxit
mannuronic. Tuy nhién, san phim D c6 s6 14n gai dau & chudt nhidu hon mdt chit so
v6i hexasacarit ciia diaxit mannuronic, phan anh ring hoat tinh cta san phdm D yéu
hon hoat tinh clia hexasacarit ctia diaxit mannuronic. Tuong tu, két qua thtr nghiém
nay nhét quéan véi cac thir nghiém trudce, cho thiy rang ham lugng axit guluronic va
ty 1€ disacarit so v&i hexasacarit trong ché phdm c6 anh hudng déng ké dén hoat tinh
ctia san phdm. Tuy nhién, khi ham luong axit guluronic qua cao, thi hoat tinh cta ché

pham sé& giam. Xem Fig. 17.
(3) M6 hinh dau ntra dau dugc cam tmg bai su kich thich dién hach sinh ba

Kich thich dién vao hach sinh ba cta chudt 13 rang da giy ra tiét protein huyét
thanh mang ctmg. So véi nhém dbi chimg tréng va nhém phau thuat gia, ty 1¢ PPE da
tang 1én déng k&, va sé lugng € bao duong tinh biéu hién c-fos da ting lén dang ké
trong nhém mo hinh. So véi nhém mo hinh, ty 1¢ PPE da giam dang ké va sb luong té
bao dwong tinh biéu hién c-fos giam déng ké trong nhém diing thudc. Trong sb d6, sb
lwong té bao duong tinh bidu hién c-fos trong nhém cac san pham A, B va C it hon
trong hexasacarit cuia diaxit mannuronic, cho thiy rang cac hoat tinh dugc Iy cla cac
san phém A, BvacC déu tot hon so véi hoat tinh duge 1y cla hexasacarit cua diaxit
mannuronic. Tuy nhién, nhém san phim D ¢6 s6 luong té bao duong tinh biéu hién
c-fos nhiéu hon mdt chit so véi hexasacarit cua diaxit mannuronic, phdn dnh r%mg
hoat tinh ctia san phdm D yéu hon so véi hexasacarit cua diaxit mannuronic. Tuong
tu, két qua thir nghiém ngay nhit quan véi cac thir nghiém trude, cho thiy rang ham
luong axit guluronic va ty 1§ disacarit so véi hexasacarit trong ché phdm c6 anh
huéng dang ké dén hoat tinh ctia san phdm. Tuy nhién, khi ham luong axit guluronic

qua cao, thi hoat tinh cta ché phim s& giam. Xem Fig. 18.

6. Banh gia dugc luc hoc chéng lai chirng sa stt tri tué nfo mach
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(1) Md hinh chudt méc ching sa st tri tué ndo mach do tac dong mach canh

chung hai bén (BCCAo0)
1.1 Két qua thir nghiém ctia thi nghiém tranh béng i

Trong thit nghiém nay, nhém md hinh dwgc so sanh v6i nhom d6i chimg phau
thudt gia. D5i v6i nhom mé hinh, do tiém &n trong thir nghiém trénh boéng t6i ngdn
hon déng k&, va sb lan méc 131 tang 1én dang ké, cho thiy kha ning ghi nhé cta chudt
trong nhém mé hinh da gidm dang k&, va md hinh dénh gid da dugc thiét 1ap thanh
cong. So v4i nhom md hinh, do tiém 4n trong thir nghiém tranh bong t61 & mdi nhom
ding thube di dugc ting 1én dang ké, va sb luong sai 1am da gidm dang ké. Trong sb
d6, do tiém 4n cta chudt & cdc nhom cla san phém A, B va C dai hon so v6i d6 tiém
4n cta chudt & cac nhom clia hexasacarit cua diaxit mannuronic, va $b lugng 16i cia
cac nhom ciing it hon sb lugng 151 trong hexasacarit cua diaxit mannuronic, cho thiy
r?mg cac hoat tinh dugc 1y cta cac san phém A, BvaC déu tot hon so véi hoat tinh
dugc Iy ctia hexasacarit cua diaxit mannuronic. Tuy nhién, nhém san pham D c6 d
tiém 4n cua chudt nga"ln hon mot chut so voi hexasacarit cia diaxit mannuronic, va sb
lwong céc 16i ciing cao hon mdt chut, phan anh rang hoat tinh cla san phim D yéu
hon hoat tinh ctia hexasacarit cia diaxit mannuronic. Tuong tu, két qua thtr nghiém
nay nhat quén véi céc thir nghiém trude, cho thiy rang ham luong axit guluronic va
ty 1€ disacarit so v6i hexasacarit trong ché phim c6 anh huéng déng ké dén hoat tinh
clia san phdm. Tuy nhién, khi ham lugng axit guluronic qua cao, thi hoat tinh cta ché

pham s& giam. Xem Fig. 19 va 20.
1.2 Két qua thtr nghiém mé cung nuGe Morris

Trong thir nghi€ém nay, so v6i nhém phﬁu thuat gia, Bo tiém 4n thoat khoi thir
nghiém mé cung nudc Morris cta chudt trong nhém mo hinh lau hon dang ké, cho
thdy rang md hinh chudt sa sut tri tué ndo mach mau cam tng béi BCCAo da dugc
thiét 1ap thanh céng. So véi nhém mé hinh, D9 tiém 4n thoét cia mdi nhém dung
thudc ngan hon dang ké. Trong sb d6, Po tiém 4n thoat ctia chudt trong cac nhom cla

san pham A, B, va C ngén hon so v6i D9 tiém éan thoat cia chudt trong cac nhdm cua
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hexasacarit ciia diaxit mannuronic, cho thdy ring cic hoat tinh dugc Iy cua céc san
phém A, BvacC déu tbét hon so vé&i hoat tinh dugce ly ctia hexasacarit cla diaxit
mannuronic. Tuy nhién, nhom san phim D ¢6 Do tiém 4n thoat lau hon mot chut so
v6i hexasacarit ciia diaxit mannuronic, phan 4nh ring hoat tinh clia san phim D yéu

hon hoat tinh cta hexasacarit cia diaxit mannuronic. Xem Fig. 21.

Bén ngay sau thir nghiém didu hudng dia diém mé cung nudc, buc da duge loai
bo. Thir nghiém thim do khong gian dugce tién hanh dé quan sat sb 1an cac con vat
vugt qua buc. So véi nhoém phﬁu thuat gia, sb 14n chudt vuot qua buc ban dau trong
nhém mé hinh giam dang ké, cho thiy kha nang ghi nh¢ cia chugt BCCAo da giam
dang ké; trong khi sb 1an chudt vuot qua buc ban dau trong mdi nhém dung thude
duoc tang lén. Trong sb d6, s6 1an chudt vuot qua buc & cidc nhom cla san phim A, B
va C nhiéu hon sb 1an chudt vuot qua buc & cdc nhom cua hexasacarit cla diaxit
mannuronic, cho théy cac hoat tinh dugc ly cla céac san phém A, B va C déu tbt hon
hon hoat tinh dugce 1y cta hexasacarit ctia diaxit mannuronic. Tuy nhién, nhém san
phém D ¢6 sb 14n chudt vuot qua buc it hon mot chit so v6i hexasacarit ciia diaxit
mannuronic, phan 4nh ring hoat tinh cla san phim D yéu hon hoat tinh cta

hexasacarit cua diaxit mannuronic. Xem Fig. 22.

(2) Tac dung trén chudt bi sa sut tri tué ndo mach do tic dong mach nio gitta

(MCAO)

Trong thir nghiém nay, so véi nhém phau thuét gia, do tiém 4an thoat khoi thir
nghiém mé cung nudc Morris cua chudt trong nhém md hinh 14u hon dang ké, cho
théy rang md hinh sa st tri tué ndo mach cam tng béi MCAO di duoc thiét 1ap
thanh cong. So v6i nhdm mo hinh, do tidm 4n thodt ctia mdi nhom ding thubc ngin
hon dang ké. Trong sb d6, do tidm 4n thoét ctia chudt trong cac nhom san pham A, B
va C ngén hon so v&i do tiém 4n thoat ctia chudt trong cdc nhom cua hexasacarit cua
diaxit mannuronic, cho théy réng hoat tinh dugc ly cta céc san phém A, B va C déu
tdt hon hoat tinh dugc 1y cia hexasacarit cta diaxit mannuronic. Tuy nhién, nhém san

phdm D c6 d) tiem an thoat lau hon mdt chit so véi hexasacarit cia diaxit
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mannuronic, phan 4anh ring hoat tinh cta sin phim D yéu hon hoat tinh cta

hexasacarit cua diaxit mannuronic.

Mot ngdy sau khi két thac thir nghiém didu huéng dia diém, thir nghiém tham do
khong gian di dugc thuc hién dé quan sat va xac dinh sb 1an con vat vuot qua buc
trong vong 2 phit. So v6i nhém phau thuét gia, s6 1an chudt vuot qua buc ban dau
giam dang ké trong nhém mo hinh, cho thiy kha ning ghi nhé cua chudt trong nhém
MCAO da giam dang ké; trong khi sé 1an chudt vuot qua buc ban diu trong mdi
nhom dung thude duoc ting 1én. Trong s6 d6, sb 1an chudt vuot qua buc trong cac
nhom cac san phém A, B va C cao hon trong hexasacarit cia diaxit mannuronic, cho
thiy rang céc hoat tinh dugc Iy cla céc san phim A, B va C tit ci déu t6t hon so v&i
hoat tinh dugc ly ctia hexasacarit ciia diaxit mannuronic. Tuy nhién, nhém san phim
D ¢6 sb lan chudt vuot qua buc thép hon mdt chat so vGi hexasacarit cua diaxit
mannuronic, phan 4nh ring hoat tinh cla san phim D yéu hon hoat tinh cta

hexasacarit ciia diaxit mannuronic.
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Yéu ciu bao ho
1. Ché phim alginic sacarit diaxit chira hdn hop axit mannuronic va axit guluronic ¢
cong thie (IV) hodc mudi duoc dung cia chiing:

HOOC OH
’ — COOH

-COOH
HO Cong thirc (IV)
trong d6 n 1a 36 nguyén dugc chon tur 1 dén 9, m dugc chon tir 0, 1 hodc 2, m’
dugce chon tir 0 hodc 1,

va trong do,

tbng trong lwong cua alginic sacarit diaxit trong d6 n=1-5 chiém nhiéu hon 60%
tdng trong lugng cla ché phim;

trong d6, tong trong luwong cla axit guluronic chiém 1%-30% tong trong lwong
ctia ché phdm, va trong d6 tdng trong lwong alginic sacarit diaxit ma m+m’=1 va 2
khong it hon 50% tdng trong luong cua ché pham.
2. Ché phim alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong d6 tong trong lugng cla alginic
sacarit diaxit trong d6 m+m’=1 khong it hon 10% tdng trong lwong ciia ché pham.
3. Ché phim alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong d6 tdng trong lugng cua alginic
sacarit diaxit trong d6 m+m’= 2 khong it hon 10% tong trong lrong cla ché pham.
4. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong d6 tong trong lugng cla alginic
sacarit diaxit trong d6 n=1-5 chiém 80%-95% tdng trong lugng clia ché pham.
5. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong d6 tong trong lugng cia alginic
sacarit diaxit trong d6 n=1-3 chiém 20%-70% tdng trong lwong clia ché pham.
6. Ché phim alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong do ty 1& tong trong lugng cua
alginic sacarit diaxit trong d6 n=1-3 so voi tdng trong luong cua alginic oligosacarit

diaxit trong d6 n=4-7 1a gitra 1,0 va 3,5.
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7. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 6, trong do ty 1é tong trong luong cla
alginic sacarit diaxit trong d6 n=1-3 so v6i téng trong luong clia alginic sacarit diaxit

trong d6 n=4-7 1a gitra 1,0 va 3,0.

8. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong d6 ham lugng phan tram trong
luong cua alginic sacarit diaxit voi mdi muc dd polyme hoa trong ché pham la: n=1:
5-25%, n=2" 15-30%, n=3: 15-28%, n=4: 10-25%, n=5: 5-15%, n=6: 3-10%, n=7:
2-5%, n=8: 1-5%, n=9: 1-5%.

9. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 8, trong d6 ham lugng phan tram trong
luong cua alginic sacarit diaxit véi mdi mue do polyme hoa trong ché pham la: n=1:
10-20%, n=2: 18-30%, n=3: 15-28%, n=4: 15-20%, n=5: 5-10%, n=6: 3-5%, n=7:
2-3%, n=8: 1-3%, n=9: 1-3%.

10. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong d6 mudi duoc dung la mudi

natri hodc mudi kali.

11. Dugc pham chira lugng hitu hiéu ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1 va

chét mang phu hop khi can thiét.

12. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong do tong trong lugng cta alginic

sacarit diaxit trong d6 m+m’=1 va 2 chiém 60%-90% tong trong lugng cia ché pham.

13. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong do tong trong lugng cta alginic

sacarit diaxit trong d6 m+m’=1 chiém 30%-40% tong trong luong clia ché pham.

14. Ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 1, trong d6 tong trong lugng cta alginic

sacarit diaxit trong d6 m+m’=2 chiém 30%-50% téng trong luong cia ché pham.

15. Ché phdm alginic sacarit diaxit theo diém 9, trong do mudi duoc dung 1a mubi

natri hodc muoi kali.

16. Duoc phdm chua luong hiru hidu ché pham alginic sacarit diaxit theo diém 9 va

chat mang pht hop khi can thiét.
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