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(21) 1-2019-03798

(57) Sang ché dé xuét ché pham oligosacarit cua diaxit mannuronic, bao gdm
diaxit mannuronic c¢6 cong thirc (111) hozc mubi duoc dung cia no, trong d6 n 1a
sé nguyén tir 1 ¢én 9, m 120, 1 hoic 2, va m' 1a 0 hoic 1, va trong d6 tong trong
luong cua diaxit mannuronic trong d6 n = 1-5 1a 80-95% tong trong luong ché
pham, va ty 18 tong trong luong cua diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3 véi tong
trong luong cua diaxit mannuronic trong d6 n = 4-7 1a trong pham vi tir 1,0 dén
3,5. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén duoc pham va san pham bao vé stc khoe
chtra ché pham nay va phuong phap diéu ché ché pham oligosacarit cia diaxit

mannuronic nay.
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Linh vwce k¥ thuat dwgc dé cap

Sang ché @ cap dén ché phim t6i wu clia diaxit mannuronic thu dugc bang
phuong phép sang loc hoat tinh sinh hoc, ma st dung mAu dong vat mic chimg I 13n
dé danh gia hidu qua ctia @6 polyme héa khic nhau va céc ty 1€ cua diaxit mannuronic
vé hoat tinh sinh hoc ctia né. Ché phém ¢6 hoat tinh sinh hoc tét nhit dugc sang loc

1An cudi va chét dich mong mudn duge didu ché bang su phan tach clia mang sidu loc.
Ngoai ra, sang ché con dé cap dén duoc phém va san phrflm bao vé strc khoe chira

ché phAm nay va phuong phép diéu ché ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic

nay.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc diaxit mannuronic dd dugc chu y rong rdi do gia tri dugc pham ti€m ning
cta ching. Piaxit mannuronic thudng dugc dicu ché bang phuong phap nhiéu bude s

dung axit alginic lam vét li¢u tho.

Phan tir polysacarit ctia vét lidu thong, axit alginic, bao gdm phan doan M duoc
tao ra tir axit D-mannuronic lién két bang cac lién két B-1,4-glycosidic, phan doan G
duoc lam tir axit L-guluronic lién két biang cac lién két o-1,4-glycosidic, va phan doan
MG lai duoc tao ra tlr hai sacarit. Cong thtic cAu tric cla axit mannuronic va axit

guluronic duge thé hién trong cong thie (I) sau:

HOOC OH g

HO
HO __—OH

M: axit B-D-mannuronic G axit o-L-guluronic

@
Céc phan doan M va G c6 thé dugc téch tir vét liéu tho, axit alginic. Phuong phép
chung c6 thé dugec md ta don gian nhu sau: axit alginic dugc thoai bién so bd dé thu

duge hdn hop polysacarit clia axit polymannuronic va axit polyguluronic; hdn hop
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polysacarit 14 d6i twong dé két tha axit d8 loai bo axit polyguluronic & d6; va con tién
hanh tinh ché d thu duoc axit homopolymannuronic ¢6 do tinh khiét 90% hodc hon
(sau diy goi 14 "chat trung gian phan doan M"). Xem, vi du, cac phuong phap dugc
boc 16 trong don sang ché Trung Qudc s6 98806637.8 va CN02823707.2.

Axit oligomannuronic c6 thé dugc diéu ché nhu sau: chét trung gian phan doan
M thu duge & trén 1a dbi tuong dé giam thém tinh axit bing cach 1am néng dudi diéu
kién axit @ thu dugc polyme ctia axit mannuronic doan nhd ¢6 pham vi trong luong
phéan tr mong mudn. Ngoai ra, hiéu qua lam giam c6 thé dugc cai thién bang phuong
phap 1am tho4i bién oxy hoa; trong khi d6, dudi khir c6 thé duge oxy héa thanh axit
sacarit m& vong, xem don sang ché Trung Quéc sb 200580009396.5 (tai lidu sang ché
1) do Meiyu Geng, va ddng su nop va Patent My s6 8,835,403 B2 (tai liéu sang ché 2).
D4 thuan tién, cc tai lidu sang ché 1 va 2 sau ddy duoc d cap chung dén 14 sang ché

trude, ma duoc két hop tdng thé dé tham khao.

Quy trinh phan mg ctia diaxit mannuronic dugc bdc 16 trong cac sang ché trude
6 thé duge thé hién bing phwong trinh phan tmg (II) sau, d6 1a, nhém aldehyt & vi tri
C1 cta axit mannuronic & dudi khir ctia oligoaxit mannuronic polysacarit dugc oxy

héa thanh nhém cacboxyl.
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Trong quy trinh chuyén d6i oxy héa trén, chét oxy héa duge st dung chung 1a
dung dich ddng sulfat kidm, tirc 13 chét phém tng Fehling. Cac sang ché trudc chi cin
ap dung phuong phap oxy héa nay. Dic bi€t, trong didu kién kiém, chét nén phan tmg
axit polymannuronic, tic 1a, chét trung gian phan doan M, dwoc b sung vao dung dich
ddng sulfat va phan tmg dugc trong bé nuéc néng trong 15 phit dén 2 gid. Phuong
phap nay st dung ion Cu?* lam chit oxy hoéa dé oxy héa nhém aldehyt, va chét két tia
ctia ddng mau d6 gach dugc tao ra trong phan Ung nay. Phan tmg nay thuong dugce st
dung dé xac dinh dudng bi khir.
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Céac sang ché trudc bdc 16 axit oligomannaric c¢6 hiu qua chéng lai bénh
Alzheimer (Alzheimer's disease - AD) va bénh déi thdo duong. Su phat sinh bénh
Alzheimer va bénh déi thdo dudng tuyp 2 lién hé chat ch& véi cac amyloit (B-amyloid
va amylin). Cac amyloid c6 thé tip hop lai dé tao ra oligome protein, va con c6 thé tap
hop lai d8 tao ra soi. Khéi két hop protein nay c6 tinh ddc bao, c6 thé cam Gmg phan
g oxy héa trong té bao lam tén thuong ty thé, va c6 thé kich hoat phan tmg theo dot
nhu 13 phan tmg viém, gdy ton thuong sé lugng 16n noron va t& bao beta, va cudi cling

dAn dén khoi phat bénh Alzheimer va bénh dai thdo dudmg tuyp 2. Axit oligomannaric

3/35

huéng dich amyloit va gdy phan tac dung phan ung theo dot dugc cdm Ung boi -

amyloit, va do d6 c6 hiéu qua phong trur va diéu tri bénh Alzheimer va bénh d4i thao
duong tuyp 2.
Ban chét ky thuat cia sing ché

Khia canh tht nhit cta sang ché d& xuit ché phim oligosacarit clia diaxit
mannuronic, bao gc‘Sm diaxit mannuronic ¢6 cong thic (III) hodc mubi duoc dung cua

no:

“m
(g cooH
OH Cong thirc (IIT)

trong do n la s6 nguyén tur 1 dn9,m12 0, 1 hoic 2, vam'1a 0 ho#ic 1,
va trong do,

tdng trong luong cla diaxit mannuronic trong d6 n = 1-5 1a 80-95% téng trong
lwong ché phim, va

ty 18 tong trong luong cua diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3 véi tdng trong
luong cua diaxit mannuronic trong d6 n = 4-7 1a trong pham vi tr 1,0 dén 3,5.

Khia canh khéc cua sang ché dé xuit duoc phﬁm hoac san phém bao vé stc khoe
bao gdm ché pham oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo sang ché va, néu can, bao
gbm ca chat mang thich hop.

Ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo sang ché duoc didu ché bang

phuong phép khéc v6i phuong phéap dang 6 trong linh vure nay. Phuong phép diéu ché
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nay c¢6 uu diém ctia phan Gmg don gidn, ham lugng thanh phan hoat tinh cao, va khong
c6 chat phan tmg du. P3 dugc chimg minh bing thir nghiém 1a ché pham oligosacarit
cua diaxit mannuronic theo sang ché c6 thé trc ché su tn thuong té bao, bao vé té bao
thin kinh, va ting ty 1& séng sét cla té bao. Trong miu dong vat, ché phim
oligosacarit cuia diaxit mannuronic theo sang ché c6 thé cai thién dang ké chtic ning
hoc va nhén thitc cua chudt mét tri nhd. Ché phém oligosacarit cuia diaxit mannuronic

theo sang ché c6 hiéu qua tiém ning trong phong trir va diéu tri bénh Alzheimer.
M5 ta viin tit cdc hinh vé

Fig. 1 thé hién khéi phd ctia disacarit, trisacarit va tetrasacarit trong san pham A.

Fig. 2 thé hién khéi phd ctia pentasacarit, hexasacarit va heptasacarit trong san
phim A.

Fig. 3 thé hién khdi phd clia octasacarit, nonasacarit va decasacarit trong sin
phim A.

Fig. 4 thé hién hiéu qua bao v& ctia san phim A & cdc ndng d6 khac nhau 1én sur
tdn hai t& bao than kinh cam tng AB.

Fig. 5 thé hién hidu qua bao vé cua axit oligomannaric ¢6 d6 polyme hoéa duy
nhat dbi v4i su tdn hai t& bao than kinh cim tmg AB.

Fig. 6 thé hién danh gid hiu qua tr disacarit dén decasacarit 1én mau dong vat
cua AD.

Fig. 7 thé hién hiéu qua ctia ché phim oligosacarit va hexasacarit lén s6 1an dong
vat AD di qua bac.

Fig. 8 thé hién hiéu qua ctia ché phim oligosacarit va hexasacarit 1én khoang
cach boi cua dong vat AD.

Fig. 9 thé hién hoat tinh tir disacarit &n decasacarit va ché phim A 1én miu dong
nudi ciy té bao.
MO té chi tiét sing ché

Nhiéu khia canh khéc nhau theo sing ché s& duge md ta chi tiét dudi day. Tuy
nhién, sing ché khong bi gi6i han & cic phuong an cu thé nay. Ngudi c6 hiéu biét

trung binh trong linh vuc nay c6 thé tao ra mot vai cai biét va didu chinh cho sang ché
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theo quan diém boc 10 co ban dudi déy va nhitng cai bien déu ndm trong pham vi cia

sang ché.
Ché pham oligosacarit ctia diaxit mannuronic

Khia canh thtr nhét theo sang ché dé xuét ché phim oligosacarit cua diaxit
mannuronic, bao gdm diaxit mannuronic ¢ cong thirc (III) hodc mudi duoc dung cua

nd:

CH Cong thuce (1)
trong do n 1a s6 nguyén tur 1 dén 9, m13 0, 1 hodc 2, vam'1a 0 hoic 1,
va trong do,

tdng trong luong clia diaxit mannuronic trong d6 n = 1-5 1a 80-95% téng trong
lugng cua ché phém, va ty 1 cta tong trong luong diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3
v6i téng trong lugng diaxit mannuronic trong d6 n = 4-7 1a trong pham vi tir 1,0 dén
3,5.

Ché pham oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo sang ché 12 hdn hop cua diaxit
mannuronic c6 cac dd polyme héa khac nhau, va céc thanh phan chinh ctia n6 la
oligosacarit ctia diaxit mannuronic c6 d6 polyme hoda tir 2 dén 10. Theo cac tmg dung
triede, cac sacarit ¢4 hoat tinh nhit trong diaxit mannuronic 13 tir pentasacarit dén
octasacarit, dic biét 13 hexasacarit. Tuy nhién, khong gidng v6i cc giai phap ky thuat
da co, tac gia sang ché da phat hién ra ring viéc bd sung disacarit dén tetrasacarit c6
hoat tinh thép vao pentasacarit dén octasacarit c6 hoat tinh nhit thu dugc hoat tinh sinh
hoc t6t hon so v6i pentasacarit dén octasacarit, trong diéu kién pha lodng ndng do ctia

sacarit c6 hoat tinh cao.

Theo phuong an duge uu tién, trong ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic
theo sang ché, téng trong lugng cla diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 1 hodc 2
khong thip hon 50% hodc hon, tbt hon 13, 60-90%, t5t hon 13, 70-90% tong trong
luong ché phim. Cu thé 13, trong ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo
sang ché, tong trong lugng cua diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 1 khong thip hon

10%, tdt hon 13, 30-40% tdng trong luong ché phim. Theo phuong 4n duge uu tién
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khac, trong ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo sang ché, tong trong
luong ctia diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 2 khong thdp hon 10%, t&t hon 13, 30-

50% tdng trong luong ctia ché pham.

Theo phuong 4n dugc wu tién, trong ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic
theo sang ché, téng trong lugng oligosacarit cla diaxit mannuronic trong d6 n = 1-5

chiém 80-95% tdng trong luong ché pham.

Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic
theo sang ché, téng trong lugng oligosacarit clia diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3

chiém 20-70% téng trong luong ché pham.

Theo phuong 4n dugc uu tién, trong ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic
theo sang ché, ty 18 tong trong luong diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3 véi téng
trong lugng oligosacarit clia diaxit mannuronic trong d6 n = 4-7 1a trong pham vi ti

1,0 dén 3,5, tot hon 14, trong pham vi tir 1,0 dén 3.0.

Theo phuong an dugc uu tién, trong ché phim oligosacarit clia diaxit mannuronic
theo sang ché, ty 18 phan trim trong lugng cla oligosacarit ctia diaxit mannosonic véi
cac do polyme hda khac nhau trong ché phim 1a: 5-25% disacarit, 15-30% trisacarit,
15-25% tetrasacarit, 10-25% pentasacarit, 5-15% hexasacarit, 3-10% heptasacarit, 2-
5% octasacarit, 1-5% nonasacarit, va 1-5% decasacarit. Cu thé 13, ty 1¢ phén trim trong
luong oligosacarit trong ché pham la: 10-20% disacarit, 18-30% trisacarit, 15-25%
tetrasacarit, 15-20% pentasacarit, 5-10% hexasacarit, 3-5% heptasacarit, 2-3%

octasacarit, 1-3% nonasacarit, va 1-3% decasacarit.

Ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo sang ché, mudi duge dung 1a
mudi natri hoic mudi kali.

Phuong phép diéu ché ché phim oligosacarit clia diaxit mannuronic

Quy trinh diéu ché diaxit mannuronic theo sdng ché duoc tom tit nhur sau.

Chét trung gian phan doan M nhu mé ta & trén dugc 1am giam tinh oxy héa trén
mach duong khi c6 mat chét oxy hoa dé tao ra oligosacarit dugc oxy héa cé cac do
polyme héa khéac nhau. Oligosacarit d4 oxy héa déc trung & chd axit mannuronic &

dudi khir clia oligosacarit duge oxy hda thanh axit sacaric ¢6 3-6 nguyén tir cacbon.
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Chét oxy hoa ma dic biét c6 lgi cho phan Umg theo sang ché 13 ozon. Trong khi
x4y ra phan Umg, phan ing lam giam tinh oxy héa ctia mach dudng xuét hién khi ozon
dugc dua vao dung dich chtra chét trung gian phan doan M. Nhiét d0 ma tai d6 budc
thodi bién oxy hoa duge tién hanh tt hon 14, 0-70 °C, tét hon 13, 10-45 °C. B pH ma
tai d6 budc thoai bién oxy héa nhu dugc mé ta & trén dugc tién hanh 1a 3-13, t6t hon

13, 4-10, t6t hon 13, 6-8.

Phén tmg thoai bién oxy héa sir dung ozon theo sang ché va sy thodi bién oxy
hoéa stt dung ddng sulfat kiém (cac séng ché trudce) hodc thiy phan axit khi ¢6 mit
hydro peroxit va natri hypoclorua (Chinese Patent Application No. 01107952.5) trong
chc giai phap k§ thuat da co, tit ca déu gdy ra su thodi bién dudng, ma cdu trac & dudi
khtt ctia chudi dudng cla cac san phim thodi bién khac nhau: san phim thodi bién oxy
héa thu duge trong sang ché, diaxit mannuronic, c¢6 cAu tric diaxit ¢6 3-6 nguyén tir
cacbon & dudi khir. Ngoai ra, quy trinh duoc st dung trong budc thoai bién oxy hoa
theo sang ché c6 thé tao ra cac wu diém khac nhau: 1) diéu kién phan mg nhe nhang,
va khong yéu cAu diéu kién phan tmg dic biét nao; 2) ozon dugc sir dung c6 thé dugc
didu ché tai chd, va do d6 giam 4p lyc van chuyén trong san xuit cong nghiép; va 3)
sau phan tmg, ozon ty dong phan huy dugc thanh oxy, va do d6 khong c6 hai gay ra do
chit phan tmg con du hoic 6 nhiém méi trudng. Quy trinh phan tmg dugc thé hién
trong phuong trinh sau (IV):
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Trong so d ciia phuong trinh phan tmg trén (IV) va hop chét c6 cong thic (I11),
oligosacarit trong d6 m=2 va m'=1 14 axit sacaric bao gdm 6 nguyén tr cacbon;

oligosacarit trong d m = 1 va m' = 1 hodc (m = 2 va m' = 0) la axit sacaric bao

gbm 5 nguyén tir cacbon;

oligosacarit trong d m = 1 va m' = 0 hodc (m = 0 va m' = 1) la axit sacaric bao

gdm 4 nguyén tir cacbon; va
oligosacarit trong d6 m = 0 va m' = 0 14 axit sacaric bao gdm 3 nguyén tir cacbon.

San phdm phan tmg trén dugc khir mudi bang phan tach mang dé thu duoc san
phdm A, khi dugc x4c dinh bing kiém tra ciu tric LC-MS va do ty 1& oligosacarit. Ty
16 oligosacarit dwoc xac dinh bing sic ky loai trir rdy phén ttt két hop vé6i do tan xa
laze da goc. Sau d6, san phdm A dugc tach bing sic ky cot dé diéu ché oligosacarit c6
d6 polyme hoa duy nhit: tir disacarit dén decasacarit. Cac oligosacarit nay c6 do
polyme hoa duy nhét dugc so sanh vé hoat tinh sinh hoc in vitro va in vivo. Da phat
hién ra ring hexasacarit c6 hoat tinh t6t nhit trong s6 9 oligosacarit, didu nay tuong tu
v6i két qua cia cac sang ché trude, vi du két qua vé hoat tinh cla oligosacarit dugc

boc 16 trong tai liéu don sang ché tinh tinh trang k¥ thuat 1.

Céc tac gia clia sang ché d4 phat hién ra rang khi 9 oligosacarit trén c6 cu triic
ma&i dugce tao hop chét véi ty 18 nhit dinh, ché phém oligosacarit hoat tinh cao c6 hoat
tinh cao hon so v6i hexasacarit ¢6 hoat tinh cao nhét ¢ thé thu duge. Ty 18 ph::?m tram
clia cac oligosacarit khic nhau trong ché phdm oligosacarit c6 hoat tinh cao can dugc

két hop theo mdi quan hé vé ty 18 sau:

Téng trong luong oligosacarit clia diaxit mannuronic trong d6 n=1-5 trong ché
phdm 1 80-95% téng trong lugng ché phdm, va téng trong lugng oligosacarit cua
diaxit mannuronic trong d6 n=1-3 1a 20-70% tdng trong lwgng ché phdm. Ty 1¢ téng
trong lugng oligosacarit ctia diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3 v6i tdng trong lugng
oligosacarit cuia diaxit mannuronic trong d6 n = 4-7 1a trong pham vi tir 1,0 dén 3,5, tot

hon 13, trong pham vi tir 1,0 dén 3,0.

Sang ché dé xuadt cong thic di€u ché ché pham oligosacarit cua axit

oligomannaric hoat tinh cao.

8/35



44512

Ché pham oligosacarit clia diaxit mannuronic theo sing ché co thé uc ché su t6n
thwong t& bao va bao vé té bao than kinh. Trong miu dong vat, ché phim oligosacarit
clia diaxit mannuronic duoc dé xuat boi sang ché c6 thé cai thién dang ké chtrc ning
hoc va nhén biét cia dong vt mic chimg mét tri. Do d6, ché phém oligosacarit cua
diaxit mannuronic duge dé xuét boi sang ché c6 hidu qua tiém ning trong phong trir va

diéu tri bénh Alzheimer.
Theo phuong 4n dién hinh, phuong phép theo sang ché bao gbém céc budc sau:
(1) Biéu ché san phim diaxit mannuronic:

Diéu ché chét trung gian phan doan M. Nhu duge mé ta & trén, chit trung gian
phan doan M la nguyén liéu khoi diu duge sit dung trong sang ché c6 thé duogc san
xuét bing phuong phap di biét trong linh vuc nay, vi du, cac phuong phap boc 16
trong don sing ché Trung Qudc sb 98806637.8 va CN02823707.2. Phuong phip
chung c6 thé duoc mé ta don gian nhu sau: axit alginic dugc lam thodi bién so b dé
thu dugc hdn hop polysacarit ctia axit polymannuronic va axit polyguluronic; hdn hop
polysacarit nay 1a di twong két ta axit dé loai b6 axit polyguluronic & day; va sau d6
tinh ché duoc tién hanh dé thu dugc axit homopolymannuronic ¢6 d9 tinh khiét 90%

hodc hon, tuc 14, chit trung gian phin doan M.

Tho4i bién oxy hoa bing ozon. Chat trung gian phan doan M dugc hoa tan trong
lugng nude thich hop va khudy & nhiét do trong phong hodc dun néng. Nap lién tuc
ozon dé khoi ddu phan tmg. Do pH ciia phan tmg c6 thé dugc diéu chinh toi 3-13, tot
hon 13, 4-10, t5t hon 13, 6-8 bang cach bd sung nhd giot dung dich axit clohydric loang
hozc NaOH lodng. Nhiét d6 t6t hon 13, 0-70 °C, tot hon 13, 10-45 °C. Sau khi hoan
thanh phan tng, dimg viéc nap ozon va diéu chinh d6 pH t6i trung tinh.

Phan tich mang va tinh ché. San phim phan tng thu dugc & trén duge diéu ché
thanh dung dich c6 ndng do khoang 10%, vi dugc phan tich bing mang cit phén tir 4
loai bo san phim thoai bién thdp hon monosacarit, va thu phin dugc gift lai. Mang cét
phéan tir duge st dung c6 MWCO 1a 1000-3000 Da, t5t hon 13, 2000 Da. C6 dic chit
long thu dugc trén may lam bay hoi quay va lam khé trong chén khong dé thu duoc
hdn hop oligodiaxit mannuronic. Cac san phim nay dugc phat hién 1a ché phdm bao

gdm oligosacarit, tirc 14, tir disacarit dén decasacarit, v6i ham lugng trong cdc pham vi
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nhét dinh. Ba ché phim, A, B va C, dugc didu ché theo phuong phap néu trén. Ty 1€ va

chu triic cta oligosacarit trong cac ché pham nay dugc xac nhan trong céc vi du 1-3.
(2) Diéu ché oligosacarit c6 d6 polyme héa duy nhit

Hdn hop oligosacarit thu dugc trong bude (1) duge hoa tan téi ndng d6 khoang
10%, dugc tach ra trén cot sic ky gel P6, va l1a d6i tuong dé phat hién tia cuc tim dé
thu thap timg thanh phin chay ra. Cac thinh phin c6 d polyme héa gidng nhau dugc
két hop lai. Thu chin thanh phén tir disacarit dén decasacarit, khir mubi bang sic ky cot
qué gel G10, c6 dic trén mdy lam bay hoi quay, va lam kho trong chan khong. Quy
trinh tinh ché va diéu ché dic biét duoc thé hién trong vi du 4. C4c thao tac ctia sac ky
cot, khtr mudi va lam kho da biét ddi voi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuce
nay.

9 oligosacarit c6 d6 polyme héa duy nhét duoc danh gia vé hoat tinh duoc ly
trong miu dong vat mac chimg 1t 1an. D4 phat hién ra rang hexasacarit c6 hoat tinh tt
nhat. Xem chi tiét trong vi du 4.

(3) So sanh hoat tinh ciia cdc ché phdm oligosacarit

Oligosacarit c6 dd polyme héa duy nhat nhu duge didu ché trong budc (2) trén
dugc tao hop chét véi ty khéi nhu dwoc thé hién trong bang dudi dé thu duoc ché
phém thir 4, tic 1a ché pham D. Ty 1¢ oligosacarit trong ba ché phim oligosacarit A, B
va C tr bude (1) trén va ché phdm D dugce thé hién trong bang sau:

disacarit | trisacarit | tetrasacarit | pentasacarit | hexasacarit | heptasacarit | octasacarit | nonasacarit | decasacarit

19% | 25% [22% | 13% 9% 6% 3% 2% 1%

24% | 25% | 19% | 12% 9% 5% 3% 2% 1%

8% |20% |28% |19% 13% | 6% 3% 2% 1%

gl 0| ®| >

5% | 30% |20% | 20% 5% 5% 5% 5% 5%

Bén ché phim trén va hexasacarit duge tinh ché trong bude (2) duge so sanh vé
hoat tinh dugc 1y. Cac két qua thé hién ring bon ché phim oligosacarit A, B, C va D
nhiéu hoat tinh hon dang ké so v&i hexasacarit ma c6 hoat tinh t6t nhét trong cac
oligosacarit c6 dd polyme hoa duy nhét. C6 thé thdy ring oligosacarit duy nhat c6 thé
dong vai tro ¢ hiéu qua hiép df)ng sau khi dugc tao hop chét. Sau khi duoc tao hop
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chét, cac oligosacarit c6 hoat tinh yéu, nhu disacarit va trisacarit, c6 hoat tinh cao hon

so v&i hexasacarit.

Tém lai, sang ché @& xuit phuong phép diéu ché ché phim oligosacarit ctia diaxit
mannuronic c6 hoat tinh cao, bao gdm phan tmg thoai bién oxy hoa sir dung chét trung
gian phan doan M 1am nguyén liéu thd khi c6 mit ozon, va phén tach va tinh ché san
phdm phan tmg bang mang siéu loc. Quy trinh diéu ché bao gdm quy trinh san xuat
don gi4n va ning suit cao, va sin phédm phéan tmg c6 thé d& dang tinh ché dé thu duoc
san phim c6 hoat tinh tot. Céc tac gia cling phat hién ra pham vi ty 1& khdi luong va ty
1é ctia cac oligosacarit khac nhau trong ché phAm c6 hoat tinh cao. TAm quan trong cua
quy trinh diéu ché dugc d2 xut boi sang ché ndm & chd thu dugc diaxit mannuronic
¢6 chu triic méi, tie 1a gbe diaxit c6 6 cau tric kha thi & dudi khir ciia mach dudng, va
ché pham oligosacarit dugc diéu ché chta ty 16 vira phai cta céac oligosacarit khac

nhau va ¢4 hoat tinh sinh hoc manh.

Séng ché con dé xud duge phdm hodc san pham bao v¢ stc khde bao gdbm che
phAm oligosacarit ctia diaxit mannuronic nhu dugc md ta & trén, va tuy y chat mang

hodc ta duoc dugc dung.

Phuong phép diéu ché ché pham oligosacarit chita thanh phan hoat tinh véi cac
ty 1€ khac nhau duoc biét, hodc di rd voi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
ndy tir phin mo ti theo séng ché, vi dy, nhu dugc md td trong Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Martin, E.W., ed., Mack Publishing Company, 19th ed.
(1995). Cac phuong phap bao ché dugc phdm bao gdm két hop ta dugc, chét mang,
chét pha logng dugc dung va chit twong tu.

Duoc phim theo sang ché dugc diéu ché bing phuong phap da biét, bao gdm

trdn, hoa tan hodc déng kho thdng thuong.

Dugc phim theo séang ché c6 thé dugc ding cho bénh nhan thong qua nhiéu
dudmg thich hop d6i v6i dang st dung lya chon, nhu ding qua dudng migng hodc tiém
(thdng qua dudng tiém tinh mach, tiém bép, tai chd hodc tiém dudi da).

Theo d6, duoc phdm két hop theo séng ché c6 thé duoc dimg theo hé thdng, vi
du, theo dudng miéng, két hop véi chit mang dugc dung nhu chit pha lodng tro hodc
chét mang #n dugc. C6 thé duogc bao trong vién nang gelatin vo cimg hodc mém, hoic

¢6 thé duoc nén thanh vién nén. Débi v6i ding diéu tri theo dudng miéng, hop chét hoat

11

11/35



44512 12/35

tinh theo séng ché c6 thé duoc két hop véi mot hodc nhiéu ta dugc va dugc str dung &
dang vién nén cé thé nut duoc, vién nén, vién ngdm trong miéng, vién ngdm, vién
nang, dich chiét, huyén ph, sird, vién x6p, va tuong tu. Hon hop va ché phim chira it
nhét 0,1% hop chét hoat tinh. Ty 1& cta hdn hop va ché phdm c6 thé 13, tit nhién 1,
khac nhau va c6 thé trong pham vi tir khoang 1% dén khoang 99% theo trong luong
cua dang lidu don vi thu dugc. Lugng hop chét hoat tinh trong ché phém hitu ich diéu

tri nay la luong lidu c6 hiéu qua co thé thu dugc.

Vién nén dai, vién ngdm, vién nén tron, vién nang va tuong tu ¢6 thé con chua:
chit dinh nhu nhua tragacan, nhua ciy keo, tinh bdt ngd hodc gelatin; t4 duoc nhu
dicanxi phosphat; chit 1am tan rd nhu tinh bt ngd, tinh bt khoai tdy, axit alginic va
tuong tu; chit bdi tron nhu magie stearat; va chét tao ngot nhu sucroza, fructoza,
lactoza ho#c aspartam; hodc chét toa huong vi nhu bac ha, dau cay 16c dé, hodc dau
anh dao. Khi dang liéu don vi 13 vién nang, né c6 thé chira, ngoai vat liéu loai néu trén,
1a chit mang 10ng nhu dau thuc vat hodc polyetylen glycol. Nhiéu vat liéu khéc c6 thé
c6 mit dudi dang 16p pht hodc theo cach khéc cai bién dang vat Iy cta lidu don vi rén.
Vi du, vién nén, vién nén tron, hodc vién nang cé thé duoc phu béng gelatin, séap,
senlac, hodc duong. Sir6 hodc dich chiét ¢6 thé chtra hop chét hoat tinh, sucroza hoic
fructoza 1am chat tao ngot, metylparaben hodc propylparaben lam chit bio quén, chit
tao mau hodc chit tao hwong vi nhu hwong anh dao hodc cam. T4t nhién, vat liéu bat
ky duge st dung dé didu ché dang liéu don vi bt ky nén 1& dugc dung va khong doc
v6i luong duge dimg. Ngoai ra, hop chit hoat tinh ¢6 thé dugc két hop vao ché pham
giai phéng duy tri va thiét bi giai phong duy tri.

Hop chit c6 hoat tinh c¢6 thé cling dugc ding cho tinh mach hodc mang bung
bing cach truyén hodc tiém. Dung dich ctia hoat chét hodic mudi ctia n6 ¢6 thé duogc
didu ché trong nudc, tly y tron voi chit bé mit khong doc. Cac chét phan tan cling c6
thd dugc didu ché trong glyxerol, polyetylen glycol 10ng, triaxetin, va hdn hop clia n6
va trong dau. Trong diéu kién bao quéan va st dung thong thudng, chét phdm nay chira

chét bao quan d ngin sy sinh trudng cua vi sinh vét.

Cac dang liéu duge dung thich hop d& tiém hoic truyén c6 thé chita dung dich
nudce vo trung hodc chit phan tan hogic bot vo trung cta thanh phan hoat tinh (tly ¥
duoc boc kin trong liposom) ¢6 trong ché phim diing ngay tirc thi cua dung dich vo
tring hodc chét phan tan thich hop dé tiém hoic truyén. Trong tit ca cac trudng hop,
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dang lidu luong cudi phai vo tring, 1ong va dn dinh trong didu kién san xuit va bao
quan. Chét mang 1dng c6 thé 1a dung méi hoic méi truong phan tan 16ng bao gdm, vi
du, nuéc, etanol, polyol (vi du, glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol long, va
chat twong tu), dau thuc vat, glyxerit khong ddc, va hén hop thich hop clia né. Do long
thich hop ¢6 thé dugc duy trinh, vi du bang c4ch tao liposom, bing cach duy tri kich
thude hat yéu cau trong trudng hop phan tén, hodc bang cach sir dung chit bé mit.
Hoat dong khang vi sinh vat c6 thé dugc dem lai bang nhidu chit khang khuén va
khang nédm, vi dy, paraben, clorobutanol, phenol, axit sorbic, thimerosal, va chat tuong
tu. Trong nhiéu truong hop, s& wu tién bao gém chét dng truong, vi du, dudng, dém
hodc mudi clorua. Su hép thu kéo dai cta ché phém tiém duoc c6 thé dugc dem lai

b‘éng cach st dung chit 1am cham su hép thu, vi du, nh6m monostearat va gelatin.

Dung dich ¢6 thé tiém dugc vo tring dugc didu ché bang cach két hop hop chét
hoat tinh v6i lvong yéu ciu trong dung méi thich hop c6 nhiéu thanh phan khic dugc
liét ké & trén, khi can thiét, sau d6 1a loc vo tring. Trong trudng hop bét vo tring ding
cho dung dich c6 thé tiém duge vo tring, phuong phép dugc uu tién dé didu ché 1a 1am
khd trong chan khong va k§ thuét dong kho ma thu dugc bt thanh phan hoat tinh cong
v6i thanh phin mong muén bd sung bét ky tir dung dich loc vo tring trude d6 cua

chung.

Chét mang rén hiru ich bao gdm chét rin nghién thanh bot (vi du, da tan, d4t sét,
xeluloza vi tinh thé, silic, nhom, v.v.). Chét mang 16ng hitu ich bao gém nudc, etanol,
etylen glycol hodic hdn hop etanol/etylen glycol-nude. Dugce phém theo sang ché c6
thé duoc hoa tan hodc phan tan trong chit mang véi lugng ¢ hiéu qua, tiy ¥ phu gia
12 chit bé mit khong doc. T4 duge (nhu chit tao mui) va chét khang khuin bd sung cb
thé duoc bd sung d8 t6i vu hoa dic tinh st dung nhét dinh.

ChAt 1am dic (nhu polyme téng hop, axit béo, mudi ctia axit béo va este, ruou
béo, xenluloza cai bién hoic vat liéu vo co cai bién) cling c6 thé duogc st dung voi chét
mang 1ong @ tao ra bt nhdo, gel, thudc m&, xa phong, v.v. ma c6 thé duge ding truc
tiép cho da ngudi dung.

Luong hop chét cin thiét ¢ diéu tri hodc hén hop cta n6 phu thudc khong chi

vao chinh hop chit, ma con vao dang st dung, ban chat ctia bénh dugc diéu tri, va tudi
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va tinh trang bénh nhan, cudi cing phu thudc vao quyét dinh cta bac s§ hodc bac s§

lam sang.

Ché phim trén c6 thé dugc thé hién & dang lidu don vi, ma 1a don vi vat Iy riéng
chtta liu don vi, va thich hop d& dung cho ngudi va co thé dong vat c6 vi khéc. Dang
lidu don vi c6 thé 13 vién nang hodc vién nén, hodc nhiéu vién nang hodc vién nén.
Luong liéu don vi thanh phén hoat tinh ¢6 thé khac nhau va dugc didu chi trong

khoang tir 0,1 dén 1000 mg hodc hon, phu thudc vao diéu tri cu thé lién quan.
M3iu dong vat va budc danh gia hiéu qua va hoat tinh

1. MAu dong vat dé danh gia hiéu qua chdng lai AD: miu AD dugc gay ra bang
cach tiém AP vao mdt bén ndo that, va hanh vi hoc va ghi nhé ctia chudt méu AD duogc

danh gia bang thir nghiém mé cung nuéc Morris.

Chudt Wistar duc duge st dung, mdi con chudt ¢6 trong luong tir 180 dén 220 g.
NgAu nhién: nhém dbi chimg gia hoat ddng, nhém mau va nhém liéu luong, 14 dong
vt mdi nhém. Chudt dugc gy té bang cach tiém mang bung natri pentobarbital (40
mg/kg) va gin vao thiét bi ¢b dinh. Da dugc chudn bi thudng xuyén, vo tring, ct va 16
ra thop trudc. Vung CA1l hdi c4 ngua duge dit & vi tri “3,0 mm sau thép trude, 2,2
mm canh raphe, va 2,8 mm dudi mang cimg” nhu duge md ta trong Stereotaxic Map
of Rat Brain, Xinming Bao and Siyun Shu, Beijing, People's Medical Publishing
House, 1991, 28. Déi v6i nhém mAu va nhém lidu lwong, 5 ul AP két tu (AB1-40 dugc
pha ché trong dung dich PBS dén ndng d6 1,4 mg/mL, va dugc & trong méy 0 & 37 °C
trong 5 ngay dé tao ra trang thdi két tu) duoc tiém chdm vao ving CA1l hdi c4 ngua
phai bang vi tiém doc vao so, véi luu lugng 1 pL/phut. Sau khi hoan thanh tiém, kim
duoc dé 'lai trong 5 phut, sao cho AP ¢ thé dugc phan tan di. Sau d6, kim dugc rut ra
cham. V&t md duoc khau va gitt 4m dé phuc hdi. Nhém d6i chimg nhin quy trinh
tuong tu ngoai tir viéc lugng tiém PBS v tring bang nhau. Dugc chét tuong tng duoc

dung 7 ngay trude khi thuc hién, va viéc dung dugc tiép tuc dén cudi thir nghiém.

Thir nghiém mé cung nudc Morris duoc thuc hién vao ngay 11 sau khi thuc hién
thtr nghiém.

Thir nghiém didu huéng: M8i nhém chudt duge hudn luyén mot 1an mot ngay
trong 5 ngay lién tiép, tic 13, nhan thir nghiém didu hudng. Thoi gian dong vat tim buc
(tirc 14, thoi gian cho thoat) duge ghi lai. Chudt khong tim thiy buc trong khoang 90
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gidy dugc huin luyén boi t6i buc theo hudéng dudng thing va dtmg trén buc trong 30

gidy, dé hoc tap va tao ghi nho.

Thir nghiém thim do khong gian: vao ngay thir hai sau khi két thic thir nghiém
didu hudng, buc duge loai bo, va chudt dugce dét vao nudce tir noi vao. S6 1an dong vat
di qua buc va phan trim cua khoang céch boi trong mot phan tur duong tron noi ma dgt
buc so véi tdng khoang cach duge ghi lai. Chirc nang hoc va ghi nhG cia dong vét

dugc danh gia.

2. MAu dé danh gié kha ning séng ciia t& bao: cic té bao SH-SY5Y (€ bao u
nguyén bao thin kinh) duge nhan 1én trong khay 96 18 (3000 t& bao/1). Sau 24 giv,
loai bé méi trudng va bd sung dugc chét @ xtr Iy trude trong 0,5 gid (dugc diéu ché
trong moi truong nudi ciy khong huyét thanh; 3 1an 13p lai mdi lidu). Sau d6, Ap1-42
két tu (AB1-42 duoc didu ché trong dung dich PBS thanh nong d6 1 mg/mL, va dugc &
trong may 0 & 4 °C trong 24 gio 8 tao ra trang thai két tu, & ndng do cudi cling 2 uM)
duge bd sung va 1 trong 48 gid. Kha ning sdng sét ctia té bao duoc phat hién bang

CCKS.

Uu diém cua sang ché con duoc minh hoa trong cac vi du khong han ché sau.

Tuy nhién, vat liéu cu thé va luong cta né ciing nhu 1a diéu kién thtr nghiém khac
dugc st dung trong céc vi du khong nén hiéu 1a gi6i han sang ché. Tt ca cac phén, ty
1€, phﬁn trdm hodc tuong tu trong sang ché dugc thé hién béng khéi lwong trir khi cé

truong hop cu thé khac duoc chi ra.
Vi dy thyc hi¢n sing ché
Vidul:
Bude 1): Bidu ché oligosacarit ctia hdn hop diaxit mannuronic

Chét trung gian phan doan M dugc diéu ché bang phuong phép boc 1§ trong cac

sang ché da c6. Cac hoat dong ddc biét dwoc mo ta don gian dudi ddy: 5 Kg natri
alginat duge pha ché thanh dung dich ~10%, va didu chinh d0 pH dén khoéng 3,0 bing
cach bd sung axit clohydric lodng. Lam néng dung dich dn 80 °C, va khudy. Phan
(g xay ra trong 10 gid trude khi dimg 1am néng. Sau khi lam mat t61 nhiét d6 trong
phong, diéu chinh d6 pH dén 9,0 bing cach bd sung NaOH, va diéu chinh tiép dén
2,85 bing cach bd sung axit clohydric lodng. Ly tAm dung dich & 5000 vong/phut
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trong 10 phat. Thu huyén phiy, va didu chinh d6 pH dén 1,0 bang cach bd sung HCL.
Sau khi ly tdm, thu két tia, cd dic trén may bay hoi quay, va lam khd trong chan
khong dé thu dugc 1500 g chét trung gian phin doan M. Can 500 g chit trung gian
phan doan M, va hoa tan vao nudc cit dé diéu ché dung dich c6 thé tich 5 L. Diéu
chinh d6 pH cta dung dich d&n pH 6,5 bing NaOH, va lam néng trong bé nuéc dé
diéu chinh nhiét 6 phan tmg t6i 75 °C. Luu luong khi & 18i ra ctia bom oxy va ning
suit cia may tao ozon duoc diéu chinh sao cho ozon dugc nap va dung dich phin (g
& luu luong tép trung khéi lugng 14 8 g/gid. Sau 4 gidr phan tng, dimg viéc nap ozon,
va b sung lwong nude thich hgp ¢ didu chinh ndng do dung dich téi khoang 10%.
Dung dich dugc loc thong qua mang siéu loc véi trong lugng phéan tir c4t 2.000 Da dé
thu phﬁn con lai trén mang. Chét long thu duge duge c6 dédc trén may lam bay hoi

quay va lam khé trong chin khong dé thu dugc 350 g san phim diaxit mannuronic A.

Budc 2): Phén tich ty 16 va cu tric cta oligosacarits ¢6 cic do polyme héa khac

nhau trong san pham diaxit mannuronic A

100 mg san phim diaxit mannuronic A dugc lam khd néu trén dugc can chinh
xéc, hoa tan trong nude dén ndng d6 10 mg/mL, va di qua mang loc 0,22 um dé thu
duoce dung dich mAu thir nghiém. Ty 1é clia oligosacarit c6 dd polyme héa khac nhau
trong ché phdm dugc x4c dinh bang sic ky loai trir phan tir peptit Superdex (GE Co.)
két hop véi tan xa 4nh sang laze da géc (MALS, Wyatt Co.). Diéu kién thir nghiém
nhu sau:

Séc ky cot: Superdex peptit 10/300Gl
Pha dong: 0,1 mol/L NaCl

Thé tich tiém: 10 uL

Luu Iugng: 0,3 mL/phut

Két qua thtr nghiém: tir disacarit dén decasacarit dugc thé hién 1an luot béng dp2
- dp10. dp2 1a 19%, dp3 1a 25%, dp4 1a 22%, dp5 1a 13%, dp6 1a 9%, dp7 1a 6%, dp8 la
3%, dp9 1a 2%, va dp10 14 1%.

Budc 3): Phén tich LC-MS cu triic oligosacarit c6 d6 polyme héa khac nhau

trong san pham diaxit mannuronic A
Diéu kién thir nghiém:
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Cot sic ky: Superdex peptit 10/300G1

Pha dong: 20% metanol + 80% 80 mmol/L. NHsAc
Luu lugng: 0,1 mL/phut

Nhiét dd cot: 25+0,8 °C.

Diéu kién khdi phd: Agilent 6540 QTOF; ngudn ion: dién 4p xung ESI 120 V; ché
do ion Am. D0 rong cua tin hiéu thu duoc (m/z) 1a 100-1000.

Khdi phé oligosacarit c6 nhidu d6 polyme héa khéc nhau dugc thé hién trong
Fig. 1-3. Céc dinh tin hi¢u khac nhau trong khéi phé duoc gan, xac nhan cAu trac phéan
tir cta tAt ca oligosacarit trong san phim A, tic 13, cdu tric nhu dugc thé hién trong
cdng thic (III). Su gan tin hiéu va cAu tric twong tng cho cac tin hiéu dugc thé hién

trong bang 1 dudi day.

17



18/35

44512

81

6-1=U u
998 | 8LL| 069 | SoTi| 6201 | €S8| LL9| T0S| STE w0275 NI | €
90D (COSH?D) 00 “ooon I M
6-1=u HO D00H 11 on
998 | 8LL| 069| SOTT| 6T01| €S8| LL9| T0S| STE /QJg b
90D (COSH?D) HOOJ Ofic Noogn M
@lﬁ”ﬁ HO u OH
188 | €6L| SOL| SETI| 6SOL| €88 | LOL| T€S| SS¢E H00 og, €
LOBHED"(POPH?D) AL
6-1=U ) D00H [ on
188 | €6L| SOL| SETI| 6SOT| €88| LOL| T€S| SS€ w005 X 7o NI~ | ¢
LOSHSDY(OO’H?D) oo Noosn M
6-1=U HO D00H [ on
968 | 808 | 0TL| S9TI| 680T| €l6| LEL| 19S| S8€ \&ugﬁ, I
SOOI Y(COSHPD) | HOO? 0o “oocn M
B i IR % IR % I 1 O AN O A S I O O O A A
W oW oW W W W Wl oW -
1 ugyd ony) 3u9D m ugyd onn ned | 9§
6=u| 8= [=u] 9=u| ¢=u| p=u| g=u| =l [=U T
(z/wr) yop USIP-3uon] 19U I AL
oyd 1913 Suon

Sunyo eno Yoy uIIp 1A Sudn| 10y 91 £ ea v weyd ues Juon neyu opyy voy dwAod 9p 9o 11L1e0BSOJI[0 BNO JIXRIP On) ngd 9 '] Jueqg




19/35

44512

61

168

€9L

SLY

SLTT

666

14}

LY9

Ly

S6¢C

6-1=u

SOYHED " (COSH?D)

u
OH
Iogw/ogo*
HOO0D %0 “osu M




44512 20/35

ba phat hién tir phén tich cAu trac khéi phd trén 13 axit mannuronic & dudi khi
ctia chudi dudng trong san phdm A dugc oxy hoéa thanh ciu tric axit sacaric (xem
cong thire IIT), ma c6 thé 1a cAu tric mannaric bao gdm 6 nguyén tir cacbon (m+m'=3),
¢6 ham luong khoang 10-30%, hodc san phém khir cacboxyl hda cuia axit mannaric,
tirc 13, axit sacaric bao gdm 5 nguyén tir cacbon (m+m'=2) (30-50%) va axit sacaric

bao gém 4 nguyén tir cacbon (m+m'=1) (30-40%).
Budc 4) Danh gié hoat tinh dugc ly
1. Hiéu qua bao v€ cua san phim A 1én t6n thuong té bao than kinh do AP

Thir nghiém duge tién hanh theo "mAu dénh gid kha ning séng sot ciia té bao ",
va quy trinh thtr nghiém nhu sau: té bao SH-SYS5Y (té bao u nguyén bao than kinh)
dwoc nhan 1én trong khay 96 15 (3000 té bao/15). Sau 24 gio, loai bé moi trudng, va
dbi v6i nhém lidu lwong, 10 pL duge chat (10 mg/mL) mdi giéng duoc bd sung vao dé
Xt ly trude trong 0,5 gio (didu didu ché trong moi trudng nudi céy khong huyét thanh;
3 14n 1ap lai mdi lidu). Sau d6 AP 1-42 két tu (AB1-42 dugc diéu ché trong dung dich
PBS dén ndng d6 1 mg/ml, va dugc 0 trong may U & 4 °C trong 24 giv dé tao ra trang
thai két ty, & ndng do cudi cing 2 pM) duge bd sung va duoc 1 trong 48 gid. Kha niang

sdng st ctia té bao duge phat hién bang CCKS.

Céc két qua da thé hién réng xir Iy té bao SH-SYSY bing AB1-42 2 pM c6 thé
gay ra ton thuong té bao déng ké va lam giam kha nang sdng sét ctia té bao sau 48 gio,
trong khi do6 san pham A ndng d6 25, 50 va 100 pg/mL ¢6 thé rc ché dang ké su giam
kha nang sdng sét ciia té bao do AB; xem Fig. 4. Két qua trén chi ra ring san pham A
c6 thé bao vé té bao thin kinh khoi tic dong giy gdc ctia AB & ndng do thap (25
ug/mL), ndng dd trung binh (50 ug/mL), va ndng d¢ cao (100 pg/mL). |

Vidu2:

Can 100 g chit trung gian phan doan M tir vi du 1, va hoa tan trong nudc cat dé
didu ché dung dich c6 thé tich 0,8 L. Didu chinh d6 pH ctia dung dich t6i 4,0 bang
NaOH, va tién hanh phan tmg & nhiét do trong phong (25 °C). Luu lugng khi & 16i ra
clia bom oxy va nang suit clia may tao ozon dugc diéu chinh sao cho ozon dugc nap
vao dung dich phan tng & luu lugng tép trung khéi lwong 1 1 g/gid. Sau 10 gio phan

tmg, dimng nap ozon, va bd sung lugng thich hgp nudce vao d¢ di€u chinh ndng do cia
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dung dich thanh khoang 15%. Loc dung dich qua mang siéu loc v6i trong lugng phén
tir loai bo 12 1.000 @8 thu duoc phan luu lai trén mang. C6 dic chat 1éng thu dugc trén
mdy bay hoi quay va lam kho trong chan khong dé thu duoc 80 g san pham diaxit

mannuronic B.

Ty 1€ cla oligosacarits c6 cac d§ polyme hoa khic nhau trong B dugc xac dinh
bang sic ky loc phan tir ding peptit Superdex (GE Co.) két hop véi tan xa 4nh séng
laze da goc (multi-angle laser light scattering-MALS, Wyatt Co.). Phuong phép do
gibng v6i vi du 1. Két qua thir nghiém: tir disacarit dén decasacarit dugc thé hién 1dn
lwgt bang dp2 - dpl0, dp2 1a 24%, dp3 1a 25%, dp4 1a 19%, dp5 1a 12%, dp6 1a 9%,
dp7 1a 5%, dp8 1a 3%, dp9 1a 2%, va dp10 1a 1%.

Vidu 3:

Can 100 g chit trung gian phan doan M cua vi du 1, va hoa tan vao nudc cht dé
didu ché dung dich c6 thé tich 1,5 L. Pidu chinh d¢ pH cla dung dich t6i 9,0 bang
NaOH, va tién hanh phan ting trong bé nude & 45 °C. Luu lugng khi & 18i ra ctia bom
0Xy VA ning suit clia may tao ozon dugc diéu chinh sao cho ozon dugc nap vao dung
dich phan Gng & luu lugng tép trung khéi lwong 3 g/gid. Sau 2 gid phan tng, dimg nap
ozon, va bd sung lugng nudce thich hop vao dé diéu chinh ndng do cua dung dich thanh
khoang 5%. Loc dung dich thong qua mang siéu loc véi trong lwong phén i loai bo la
3.000 Da d thu phan con lai trén mang. C& dic chét 16ng thu duoc trén may bay hoi

quay va lam kho trong chan khong dé thu duoc 60 g san phim diaxit mannuronic C.

Ty 1& cta oligosacarits c6 cac d§ polyme hoéa khic nhau trong C dugc xac dinh
bang sic ky loc phan tir dung peptit Superdex (GE Co.) két hop véi tan xa 4nh séng
laze da goc (multi-angle laser light scattering-MALS, Wyatt Co.). Phuong phép do
gidng véi vi du 1. Két qua thir nghiém: tir disacarit dén decasacarit duoc thé hién lan
luot bang dp2 - dpl0. dp2 1a 8%, dp3 1a 20%, dp4 1a 28%, dp5 1a 19%, dp6 la 13%,
dp7 1a 6%, dp8 1a 3%, dp9 1a 2%, va dp10 1a 1%.

Vidu 4:

Budc 1) Diéu ché oligosacarit clia diaxit mannuronic ¢6 d9 polyme hoa duy nhét,

nhu sau:
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1. Piéu ché miu: Hoa tan 300 g san pham diaxit mannuronic A dugc didu ché
trong vi du 1 trong nudc dé didu ché 1000 mL dung dich ¢d dic, ma dugc dat trong ti
lanh 4 °C @& st dung. M&i 1an sir dung, pha lodng 50 mL dung dich theo ty 18 1:2 v6i

nudc, va sau d6 loc hiit qua mang siéu loc 0,22 um.

2. Piéu kién phan tach sic ky 1a hé théng AKTA pure 150 (mua tir GE Co.) dugc
trang bi may do UV va mdy thu thip tu dong. Cot sdc ky phén tach: 1,2 kg ctia BioGel
P6 (mua tir Bio-Rad Co.) dugc trdn v6i nuéc khir ion, khir khi trong chén khong, va
nap ddy bang tay vao cot thiy tinh (duong kinh bén trong: 10 cm), rira bang nude tinh
khiét 10 14n thé tich cot. Long cot séc ky 6n dinh va c6 chiéu cao 1,0 m. Sau d6, pha
dong dugc thay ddi thanh dung dich NaCl 0,02 M, va sau khi 1am cén bang bing 10

14n thé tich cot, bét dau nap mau.

3. Nap mau va phan tich: Luu lugng dong cia bom duoc thiét 1ap & 1 mL/phut.
Sau khi 100 mL dung dich miu dugc bom 1én dinh cta cft thong qua bom cta chinh
may sic ky, né dugc chuyén thanh pha dong va rra giai & luu lwong 5 mL/phit. Sau
khi hét lugng nudce chét, bt du thu thap tu dong va 50 mL duoc thu thép cho mdi
éng.

4. Lap lai nap mau, va sau 20 lan lap lai diéu ché, cac phan doan giéng nhau
duoc két hop, cb dic trén may lam bay hoi quay, va dong kho dé thu duoc tdng sb 9
oligosacarit c6 d§ polyme héa duy nhét tir disacarit dén decasacarit.

Budc 2) danh gia hoat tinh dugc ly

Hoat tinh duoc ly ctia oligosacarit cua axit oligomannaric ¢6 do polyme hoa duy

nhét dugc danh gia nhu sau:
1. Hiéu qua bao vé oligosacarit 1én tén thwong té bao than kinh do A

Thtt nghiém dugce tién hanh theo cach gibng véi vi du 1, va dung dich
oligosacarit dugc diéu ché & ndng d6 10 mg/mL.

Céc két qua da thé hién ring x ly té bao SH-SYSY bang AP1-42 2 uM c6 thé
gdy ton thuwong té bao dang ké va giam kha ning séng sot clia té bao sau 48 gio, trong
khi d6 tit ca oligosacarit ctia diaxit mannuronic c6 do polyme héa duy nhit ¢6 xu

huéng e ché ton thuong té bao do AP. Oligosacarit cua diaxit mannuronic c¢6 do

polyme hoa 4-10 (ndng d6 cubi cling cua dugce chat 1a 25 pg/mL) c6 thé bao vé dang

22



44512 23/35

ké té bao than kinh khoi tic dong giy doc clia AP, trong d6 oligosacarit c6 bbn do
polyme hoa tir 5 dén 8 c6 hiéu qua tot hon, va hexasacarit ¢6 hoat tinh tdt nhét; xem

Fig. 5.

2. Hiéu qua cua oligosacarit 1én mau suy giam hoat dong hoc tp va ghi nh¢ bang

tiém AB1-40 vao tinh mach phai chudt

Quy trinh thir nghiém dugc tién hanh & 10 g mdi disacarit dén decasacarit theo

phuong phép d6i véi "miu dong vat dé danh gia hidu qua chdng lai AD".

Do sb luong 16n oligoaxit sacaric ¢6 dd polyme hoa don, thir nghiém dugc hoan
thién trong nhiéu mé. So sanh va danh gia hiéu qua cua cac oligosacarit khac nhau
duoc tién hanh bing cach dém ty 1 s6 1an dong vét trong mdi nhom di qua buc so véi
s6 1an dong vat dbi chimg gia hoat dong di qua buc. Két qua da thé hién ring s lugng
di qua buc gidm dang ké trong nhém mAu khi so v&i nhém dbi chimg gia hoat dong.
Madi oligosacarit ¢6 dd polyme hdéa don c6 xu hudéng tang s6 1an di qua buc.
Oligosacarit ctia diaxit mannuronic c¢6 do polyme héa don tir 4 dén 10 tang déng ké sb
14n di qua buc, trong d6 oligosacarit c6 bbn d6 polyme hoa tir 5 d&én 8 c6 hiéu qua t6t

hon va hexasacarit c6 hoat tinh t6t nhat; xem Fig. 6.
Vidu5

Daénh gi4 hoat tinh dugc 1y duoc tién hanh gitta céc ché phdm va hexasacarit dé
thidm dinh hiéu qua hiép dong clia cac oligosacarit c6 do polyme héa khéc nhau trong

ché pham va pham vi ty 1€ ctia cac oligosacarit.

Chuén bi mAu: oligosacarit ctia diaxit mannuronic c6 do polyme hoéa duy nhét
duge didu ché trong vi du 4 duogc can chinh x4c tir disacarit dén decasacarit theo do
polyme hoa. Trong lugng cia mdi sacarit duge str dung nhu sau: 0,5 g disacarit, 3,0 g
trisacarit, 2,0 g tetrasacarit, 2,0 g pentasacarit, 0,5 g hexasacarit, 0,5 g heptasacarit, 0,5
g octasacarit, 0,5 g nonasacarit, va 0,5 g decasacarit. Ching dugc tron dé thu dugc 10

g san pham téng hop D.

Ty 1€ cua oligosacarit trong cac san phém A, B, va C lan luot dugc didu ché
trong cac vi du 1, 2, va 3, va san phém D dugc didu ché trong vi du hién tai duogc thé

hién trong bang 2 dudi day.
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Bang 2. Ty 1€ cua oligosacarit trong ché phim oligosacarit clia cac san pham diaxit

mannuronic
—
e
g” disacarit | trisacarit | tetrasacarit | pentasacarit | hexasacarit | heptasacarit | octasacarit | nonasacarit | decasacarit
=
5)..

19% | 25% |22% | 13% 9% 6% 3% 2% 1%

24% | 25% | 19% | 12% 9% 5% 3% 2% 1%

8% |20% |28% |19% 13% | 6% 3% 2% 1%

ol Q| w| >

5% [30% |20% |20% 5% 5% 5% 5% 5%

10 g mdi miu A, B, C, va D trén dugc st dung dé so sanh hoat tinh duoc 1y cta
cac ché phdm nay va hexasacarit (6T) theo phuong phap dwgc md ta trong "miu dong
vat dé danh gia hiéu qua chéng lai AD".

Trong thtt nghiém nay, khi so sanh v6i nhém dbi chimg hoat dong gia, cac dong
vét trong nhém mAau kéo dai dang ké khoang thoi gian tim kiém buc, chi ra ring viéc
tao mau danh gia thanh cong. Khi so sanh v6i nhém mau, mdi nhém lidu lugng rat

ngén dang ké khoang thoi gian tim kiém buc.

C6 mot ngay nghi sau khi két thic huén luyén diéu huéng. Sau d6, loai bo buc va
thir nghiém do khong gian dugc tién hanh dé quan sat sb 1an dong vat di qua buc va
phan trim khodng céch boi trong mot phan tu dudng tron noi ma buc ban dau duge dat
so v6i tong sb khoang cach, va danh gia chirc ndng ghi nhé cia dong vat. Két qua da
thé hién rang sb 1an di qua buc giam déng ké trong nhém mau va ting déng ké trong
nhom lidu luong khi so véi nhém d6i ching hoat dong gia, nhu duge thé hién trong
Fig. 7. Ty 1€ khoang céach boi trong goc mot phan tur dudng tron noi ma buc ban dau
duoc dit so vai tng khoang cach da thé hién xu hudng twong tw véi sb 1an di qua buc.
Khi so sanh v6i nhém d6i chimg hoat dong gia, ty 1€ khoang cach boi trong gbc mot
phan tu dudng tron noi ma buc ban diu dugc dat so voi tong khoang cach da giam
dang ké trong nhém mau, va ting dang ké trong nhom lidu lwgng, nhu dugce thé hién

trong Fig. 8.

Céc két qua thir nghiém da thé hién rang hoat tinh dugc ly twong Ung cta cic ché

phém oligosacarit A, B, C va D van rat manh trong ngay 4, va manh hon so véi hoat
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tinh cua hexasacarit c6 d0 polyme hoéa duy nhit, @& xudt su hiép dong gilta cic

oligosacarit trong ché pham.
Vidub6

Cong nghé ddng nudi cdy té bao dugc sit dung dé danh gia thém hoat tinh cia

nhiéu oligosacarit khic nhau c6 d§ polyme hoa duy nhit va ché pham.

Luogng thich hop oligosacarit ¢c6 do polyme hoa duy nhit nhu duoc diéu ché
trong vi du 4 va san phim ché phim oligosacarit A dugc didu ché trong vi du 1 duge
cin trong lugng chinh x4c, va hoa tan trong PBS d8 didu ché dung dich dugc chit thir

nghiém c6 nong do 10 mg/mL.

Thir nghiém ddng nudi cdy t& bao chi yéu gidng véi phuong phap nudi cdy té
bao trong vi du 1 va 4 néu trén. Pidm khac nhau chinh ndm & chd céng nghé ddng
nudi cdy té bao gia twong tic clia cac té bao khac nhau in vivo. Cho ring cac té bao in
vivo ¢6 thé tuong tic véi nhau thdng qua con dudng tin hiéu, dé gan hon vo&i méi
trudng in vivo, va md phong su tuong tac gilta céc té bao khac nhau trong qué trinh
phat trién AD, cac té bao thin kinh dém dugc dua vao trong qué trinh nudi cdy. Quy
trinh thir nghiém dac trung nhu sau: céc té bao SH-SY5Y (té bao u nguyén bio than
kinh) duoc nhan 1én trong khay 24 15 (12.000 té bao/15), va té bao BV-2 (té bao than
kinh dém) dugc nhan 1én trong budng trén & ndng dd 15.000 té bao/18. Sau 24 gid, loai
bdé méi truong, va dung dich duoc chét thir nghiém dwoc bd sung vao budng dusi dé
thu dugc ndng d6 dugc chit cudi ciing 1a 25 pg/mL. Sau 0,5 gior Xt Iy (diéu ché thanh
mdi trudng nudi ciy khoéng huyét thanh; 3 ban sau trén mdi dung dich), Ap1-42 két thu
(AP1-42 duoc diéu ché trong dung dich PBS dén 1 mg/mL, va dugc u trong may U & 4
°C trong 24 gid dé tao ra trang thai két tu, & ndng dd 2 uM) duogc bd sung va U trong
48 git. Ty 18 sbéng sot ciia té bao SH-SYS5Y trong budng dudi dugc phat hién bang
CCKS.

Sau 48 gid, nhém mau dugc so sanh v6i nhom d6i chimg thuong. Ton thuong cii
dang k& dugc thé hién va lam giam ty 1€ sdng s6t ctia té bao. Nhém lidu lwong da thé
hién hiéu qua tc ché ton thuong té bao do AP. Cu thé 13, hoat tinh cla san phim A t6t
hon dang ké so vé6i hoat tinh ctia 9 oligosacarit khac c6 dd polyme héa duy nhat, nhu
duoc thé hién trong Fig. 9. Miu té bao déng nudi cdy co6 thé nhén ra su khic nhau vé

hoat tinh giita ché phdm va cac oligosacarit c6 ¢ polyme héa duy nhét, 13 ¢6 thé boi
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vi hiéu qua hiép ddng c6 thé xuét hién giita xytokin dugc gidi phong tir t€ bao than
kinh dém va oligosacarit c6 dd polyme hoa khéac nhau trong ché phim, nho d6 l1am

tang hoat tinh cia ché pham oligosacarit.
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YEU CAU BAO HO
1. Ché phdm oligosacarit ctia diaxit mannuronic, bao gdm hén hop diaxit mannuronic

c6 cong thire (IIT) hodc mudi duge dung ciia no:

cong thirc (IIT)

trong d6 n la s6 nguyén tir 1 dén 9, m 12 0, 1 hodc 2, m' 12 0 hodc 1, va m+tm’=1

hodc 2,
va trong do,

tdng trong lwong diaxit mannuronic trong d6 n = 1-5 1a 80-95% tdng trong luong

ché pham; va

ty 18 tong trong lugng clia diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3 véi tdng trong

lwong cua diaxit mannuronic trong d6 n = 4-7 1a trong pham vi tir 1,0 dén 3.5.

2. Ché pham oligosacarit clia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 tdng trong
luong cua diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 1 hodc 2 khong thip hon 50% hoic

hon tdng trong lwong ché pham.

3. Ché pham oligosacarit clia diaxit mannuronic theo diém 2, trong d6 tong trong
luong cia diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 1 khong thip hon 10% tong trong
lwong ché phim.

4. Ché pham oligosacarit clia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 tdng trong

luong cta diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 2 khong thip hon 10% tdng trong

lwong ché pham.

5. Ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 téng trong
lugng diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3 1a 20-70% téng trong lwong ché phdm.

6. Ché pham oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 ty 1¢ téng trong
luong diaxit mannuronic trong d6 n = 1-3 véi tdng trong lugng diaxit mannuronic

trong d6 n = 4-7 trong pham vi tr 1,0 dén 3,0.
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7. Ché pham oligosacarit clia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 ty 1& phan trim
trong luong diaxit mannosonic ¢6 cac do polyme hoa khéac nhau trong ché pham la: 5-
25% disacarit, 15-30% trisacarit, 15-25% tetrasacarit, 10-25% pentasacarit, 5-15%
hexasacarit, 3-10% heptasacarit, 2-5% octasacarit, 1-5% nonasacarit, va 1-5%

decasacarit.

8. Ché phim oligosacarit ciia diaxit mannuronic theo diém 7, trong d6 ty 1& phan trim
trong luong cla diaxit mannosonic ¢6 cdc do polyme hoa khac nhau trong ché phim
la: 10-20% disacarit, 18-30% trisacarit, 15-25% tetrasacarit, 15-20% pentasacarit, 5-
10% hexasacarit, 3-5% heptasacarit, 2-3% octasacarit, 1-3% nonasacarit, va 1-3%

decasacarit.

9. Ché phim oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo diém tir 1, trong d6 mudi dugc
dung la mudi natri hodc mubi kali.

10. Ché pham oligosacarit ctia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 tong trong
lugng cua diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 1 hodc 2 1a 60-90% tdng trong luong
ché pham.

11. Ché pham oligosacarit cia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 tdng trong
lugng cua diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 1 hodc 2 1a 70-90% tbng trong lugng
ché phim.

12. Ché pham oligosacarit clia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 tdng trong
luong cta diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 1 la 30-40% tdng trong luong ché
pham.

13. Ché pham oligosacarit clia diaxit mannuronic theo diém 1, trong d6 tong trong
luong cta diaxit mannuronic trong d6 m + m' = 2 la 30-50% tbng trong luong ché

phim.

14. Duoc phém bao vé strc khoe, bao gém luong c6 hi¢u qua ché phém oligosacarit
ctia diaxit mannuronic theo diém 1, va chit mang thich hop, tily chon.

15. San phim bao vé stic khde, bao gbm lugng c6 hiéu qua cta ché phim oligosacarit
cta diaxit mannuronic theo didm bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 11, va chit mang

thich hop, tuy chon.

16. Phuong phap diéu ché ché phdm oligosacarit ciia diaxit mannuronic theo diém 1,

phuong phap bao gdm thoai bién oxy hoa bang ozon axit homopolymannuronic.
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17. Phuong phap diéu ché ché phim oligosacarit theo diém 16, trong do:
phan g oxy hoa duge tién hanh & nhiét d 0-70 °C; va
buéc thoai bién oxy hoa duoc tién hanh & do pH 3-13.

18. Phuong phap diéu ché ché pham oligosacarit theo diém 16, trong do:
phén tmg oxy hoa dugc tién hanh & nhiét do 10-45 °C; va

budc thoai bién oxy héa dugc tién hanh & d6 pH 4-10.
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Fig. 2
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Fig. 3
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