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Linh vue ky thuit dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén cac ché phim dung tai chd dé duy tri va/hodc khéi phuc tinh

nguyén ven ciia niém mac va bicu bi bi ton thuong.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Tinh nguyén ven ctia md da va niém mac c6 thé bj anh huéng bai nhiéu nguyén
nhan ngoai sinh va ndi sinh, nhu thiéu hut vitamin, ché d6 an khong dung, v€ sinh kém,
nhiém vi khuén, virut hodic ndm, réi loan hé khuén rudt, cac thay doi ctia hé vi khuén
niém mac, su mit cin bang néi tiét, cac bénh suy nhuoc, cac yéu tb di truyén, cac yéu td
co hoc, vat ly, hoa hoc va chan thuong, birc xa, v.v..

EP2646036 boc 16 cac ché phim hitu dung dé duy tri va khoi phuc tinh nguyén
ven cta niém mac va biéu bi, bao gdm cholin alfosxerat va axit hyaluronic.

Cholin alfosxerat duoc biét dén 1a chit nootropic c6 kha nang cai thién tinh huéng
ctia té bao ndo (bang cach hoat héa ngudn cung mau va su chuyén héa té bao), va do do,
cdi thién cac chirc nang tri tu€. W0O93/19730 bdc 10 viéc st dung trén da va téc véi hoat
dong tao 4m, lam mém, tao dan hoi, phuc hoi, tang cuong do day.

Nhu dugce boc 10 trong W0O93/19730, cholin alfosxerat theo thuc tién khong cé
doc tinh toan than, va c6 kha nang dung nap tai chd rd rét. N6 da duoge biét dén trong
linh vuc duge Iy v6i cong dung trong cac ché phim c6 thé tiém duoc va ché phdm ubng
dé diéu tri cac thay dbi ctia chirc nang nhan thire, va 1a yéu t6 tiét hormon sinh truéng
kha thi.

Axit hyaluronic, ma ¢6 mit rong rdi ¢ nhidu loai mé co thé nguoi va dong vat
khéc nhau, c6 tinh nhét dan cao va ¢6 kha ning gitt 1én dén 1000 1an khéi lugng cia né
trong nude. N6 duoc sir dung rong rdi, chii yéu ¢ dang natri hyaluronat, trong céc ché

pham m¥ pham va dugc pham, do céc tinh chat bAm dinh niém mac, khang viém va phan
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cach cua no.

Ascorbyl palmitat (AP), dang hoa tan trong lipit ciia vitamin C, hitu dung dé bao
vé cac lipit khoi su peroxy hoa, va chu yéu dugc sit dung trong m§ pham & cac ndng do
nim trong khoang giira 1,0 va 0,1% khéi lwong/khdi lwong cho cac muyc dich chéng oxy
hoa va khang gbe trong didu tri chéng ldo hoa. Tuong tu nhu céc lipit, n6 d& tham qua
da va niém mac, trong khi n6 sir dung hoat tinh chéng oxy hoa, ngén chén sy ldo hoa té
bao va su thoai hoa colagen. Ascorbyl palmitat ciing duoc ban & dang thuc phdm bb
sung, dé cai thién sy hép thu sit, hd trg su tuan hoan mau va ting cudng sy hinh thanh
colagen, nhd d6 gitip tranh sy khdi phat ching dau khop va thap khép. N6 ciling duoc siy
dung & dang chit phu gia thuc pham (E304) nhim muc dich chéng oxy héa. Ciing da
biét ring axit ascorbic va céc este ctia nd, cu thé 1a L-ascorbyl palmitat, c6 hoat tinh trc
ché dang ké chéng lai cac hyaluronidaza, cidc enzym chiu trach nhiém dbi voi su phan
huy axit hyaluronic.

Nhu céu dic biét dbi v6i cac ché phém ma hitu dung dé duy tri va khoi phuc tinh
nguyén ven clia niém mac va c¢6 kha nang thich tng véi cac loai dang bao ché khac nhau
cho céc vi tri 4p dung khac nhau, va c¢6 tac dung hiép dong gifta cac thanh phan va do 6n

dinh duoc cai thién doi véi cac hyaluronidaza.

Ban chét k§ thuit cia sang ché

Bay gi¢r dd phat hién ra rang viéc st dung tai chd trén niém mac va biéu bi bi ton
thiong cta t6 hop gém axit hyaluronic khéi lwgng phén tir cao, este clia axit ascorbic,
t6t hon 1a ascorbyl palmitat, & céc néng do thép hon hoac béng 0,05% khbi luong/khéi
lugng, va cholin alfosxerat trong chit nén sinh hoc/bam dinh niém mac, duy tri va khoi
phuc tinh nguyén ven clia mé niém mac va biéu bi véi tinh hiéu qua va do linh hoat ctia
g dung cao hon so vdi ciia cac ché phim phdi ché da biét.

T4 hop theo sang ché dic biét hitu dung dé diéu tri cac tinh trang kich ting/viém
ctia niém mac va biéu bi (vét bong, vét loét, rom sdy, viém da va loai twong tur).

Do d6, sang ché d& xuét ché phim bam dinh niém mac dung tai chd chira axit
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hyaluronic hoac mubi cua nd, cholin alfosxerat, este clia axit ascorbic & néng d6 nam
trong khoang gitra 0,050% khdi lugng/khbi lwong va 0,0004% khoi lwong/khdi luong,

va it nhit mot t4 duoc hodc chit mang dugce dung.

MO ta chi tiét sang ché

Este clia axit ascorbic, t6t hon 13 ascorbyl palmitat, c6 mat trong ché pham phéi
ché theo sang ché & cac ndng do thip hon so voi ndng dd thudng duge st dung cho viée
sir dung 1am chét chéng oxy héa va chdng gbc (0,500-0,100% khdi lwong/khdi lwong)
trong cac ché phdm m§ phim va ché phim da liéu thong thuong.

D6 cin bing t6t nhét gitra hidu qua khang hyaluronidaza va cac tinh chét bam
dinh niém mac cia cac ché phém phéi ché duoc xem xét dé dat duoc & cac néng do duogc
chi dinh cua este cua axit ascorbic.

Khéi lugng phén tir trung binh cua axit hyaluronic t6t hon 13 nim trong khoang
gifta 800.000 va 4.000.000 Da. Axit hyaluronic c6 thé c6 mit trong cic ché pham phdi
ché & dang mudi natri & ndng d6 nam giita 20,000% khdi lwgng/khdi lwong va 0,0005%
khéi Iugng/khdi luong.

Cholin alfosxerat ¢6 ndm & cdc ndng d6 nam trong khoang tir 0,0005 dén 10,000%
khéi lwong/khbi lwong, t6t hon 1a tir 0,001% dén 1,000% khéi lugng/khdi lugng.

Céc ché phidm theo sang ché ciing chira mot hodc nhiéu cht bAm dinh niém mac
dugce chon tir beta-glucan, natri carboxymetyl beta-glucan, chitosan, carboxymetyl
chitosan, carboxymetylxenluloza, hydroxyetylxenluloza, carbome, PVA (tuou
polyvinyl), PVP (polyvinylpyrrolidon), polycarbophil (axit polyacrylic dugc lién két
ngang vai divinyl glycol), PVM/MA copolyme (copolyme cua metyl vinyl ete va maleic
anhydrit) va VP/eicosen copolyme (1-vinyl-2-pyrrolidinon - 1-eicosen (1:1)).

Theo khia canh khac, cic ché phdm theo sang ché ciing c6 thé bao gbm céc thanh
phan hoat tinh khac hitu dung cho diéu trj tai chd ctia niém mac, nhur cac thanh phan
dugc mod ta trong tai liéu Martindale, The Complete Drug Reference, 34th Edition.

Céc ché phdm theo sang ché c6 thé dugc bao ché theo cach thich hgp cho sir dung
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tai chd theo cac phuong phép thong thuong da biét 15, nhu cac phurong phép duge mo ta
trong tai liéu Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition.

Céc ta dugce hodc chét mang da biét, nhu céac chét tao mang, nhu céc chét duoc
mo ta trong tai li€éu Handbook of Pharmaceutical Excipients, 6th Edition, Pharmaceutical
Press, ciing ¢6 thé duoc bd sung dé t6i vu hoa viée sir dung chuyén dung ctia cac ché
pham.

Cac vi du vé cac ché phim phbi ché duoc wu tién 1a dang gel, dau trong nudc
(o/w) va nudc trong dau (w/0) nhil twrong, dang kem, thubc ma, dang xit, dang bot, thude
xtrc va dang bot.

Céc ché phdm duoc dic biét vu tién 12 & dang gel ¢6 nude (hydrogel), ma c6 thé
thu duoc bing cach st dung polyme duoc dung c6 thé hip thu duoc dang ké nudc va do
d6 bam dinh vao niém mac (sy bam dinh niém mac).

Su bam dinh niém mac cua cac ché phim theo sang ché dam bao thoi gian cu ngu
du trén niém mac, ma 1a ddi twong cho hoat dong rira troi ciia cac yéu t vat Iy va co hoc
ma c6 thé 1am giam thoi gian cu ngu cta thanh phéan hoat tinh, vi du trong truomg hop
niém mac miéng.

Céc ché pham theo sang ché, ma thich hop cho viéc st dung & nguoi hodc thi y,
két hop hoat tinh khang viém va sira chita mé ctia axit hyaluronic véi sy tao thanh mang
va hoat ddng bdo vé cua cac chit nén ché phém sinh hoc/bam dinh niém mac chira cholin
alfosxerat va hoat dong khang hyaluronidaza cia ascorbyl palmitat & cac ndng do thap.

Theo céac phuong an dugc uvu tién, axit hyaluronic va este cia axit ascorbic, tbt
hon 1a ascorbyl palmitat, & ty 1& mol (so v6i don vi disacarit ctia axit hyaluronic) nam
trong khoang tir 60:1 dén 1:1. T4t hon nita 13, axit hyaluronic va este ctia axit ascorbic
12 6 ty 16 mol ndm trong khoang tir 20:1 dén 1:1; hoat tinh khang hyaluronidaza tot nhat
thu dugc & cac ty 1€ da néu.

Thuc té, trong su c¢6 mit cta hyaluronidaza, axit hyaluronic phan hity nhanh
chong bang 1én dén 95-97% sau chi 5 gio. Nhu dwoc quan sét thay trong phén Vi du dudi
day, ascorbyl palmitat da ching t6 14 c6 hiéu qua dang ké trong viéc 1am cham cac dong
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luc enzym va do d6 1am giam sy phan huy khéng mong mudn ctia axit hyaluronic. Trén
thue té, sau 5 gid, cac ché phdm chira ascorbyl palmitat durge thé hién su phan huy HA
it hon 1én dén 50% so véi dugc quan sat & cac mAu cua axit hyaluronic dugc st dung
mdt minh hodc két hop véi cholin alfosxerat. Sau 24 gid, cac ché phim chira ascorbyl
palmitat dugc thé hién sw phan hity HA it hon 1én dén 27% so v6i dugc quan st & mau
cua axit hyaluronic dugc sir dung mdt minh hodc dugc két hop véi cholin alfosxerat.

Hoat tinh khang hyaluronidaza cta ascorbyl palmitat hiép dong véi hoat dong clia
axit hyaluronic, du 1a ndi sinh ddi v6i mé hoic ngoai sinh. Hoat dong khang
hyaluronidaza c6 tim quan trong cdt 16i dé 1am ting hiéu qua khang viém va sira chita
mo cua axit hyaluronic, bdo vé n6 chéng lai hoat dong enzym cua hyaluronidaza ndi sinh
va vi khuén va bao dam su cu ngu chirc nang dai han tai chd, va do d6 hoat tinh 16n hon
duoc két hop voi do sinh kha dung va tinh nguyén ven ciu tric 16n hon.

Hon thé nira, hoat déng khang hyaluronidaza ciing tién hanh hoat dong khang
khuén/khéng viém; trén thue té, nhiéu vi khuan tién hanh hoat dong viém bﬁng viéc san
sinh céc hyaluronidaza dic hiéu ma thac déy su tao khuén lac hoa mo, nho d6 thuc diy
su khoi phat va su lan rdng cua su nhiém khuén/tap nhiém & muirc cuc bo.

Dua trén co sé cac xem xét dugce néu ra ¢ trén, hoat tinh khang viém/stra chira mo
ciia HA dugc bao vé va dugc tang cuong manh béi hoat dong khang hyaluronidaza va
su ¢6 mat cua chit nén hinh thanh mang va sinh hoc/bam dinh niém mac c6é kha néng
tao thanh mdi trudng wa thich cho su bao vé va sira chita md (1am lanh vét thuong).

Céc ché phim theo sang ché c6 thé dugc ap dung cho niém mac bén ngoai, nhu
cac niém mac cia miéng va khoang miéng noéi chung, niém mac mdi, niém mac mét,
niém mac tai, niém mac sinh duc, niém mac hau mon va truc trang.

Céac ché phidm theo sang ché hitu dung trong ngin ngira va diéu tri cac rbi loan
viém va/hodc céac bénh lién quan dén su tén thuong ddi v&i niém mac miéng, trong viéc
ngdn nglra va’hodc dbi tuong viém niém mac do bic xa.

Chung viém va céc ton thuong ctia niém mac miéng nghia 1a, vi duy, viém lgi,
viém niém mac (loét miéng, bao gdm loét miéng tai phat), viém miéng, Viém ludi, v.v..
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Céc roi loan nay c6 thé c6 can nguyén khac nhau; vi dy, chung c6 thé c6 cic nguyén
nhan co hoc, hoa hoc hodc bénh 1y hoc (cac nhiém trung, roi loan hé khuan ctia khoang

miéng hodc r6i loan hé khuan rudt).

Vi du thwe hién sang ché
Cac vi du duéi day minh hoa thém séng ché. Céc ty 1& phan trim dugc biéu dién
& dang s6 phan theo khéi lwong (khéi lugng/khdi lugng) cla tong thé tich ciia ché pham.

Vidu 1l - Ché phém dang Iéng cho niém mac miéng

Hop chit Ty 16 phan trim

Cholin alfosxerat 1,000%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,300%
Ascorbyl palmitat 0,005%
Polycarbophil 0,050%
Carboxymetyl chitosan 0,100%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,500%
Chét lam tan lugng vira di
Chat bao quan luong vira du
Chét tao mui luong vira du
Nudce duge khir khoang lwong vira di dén 100%

Vi du 2 — Ché pham dang gel dé diéu tri loét miéng

Hop chét Ty 1& phan trim

Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,400%
Ascorbyl palmitat 0,040%
Cholin alfosxerat 0,200%
Carboxymetylxenluloza 1,000%
Polycarbophil 0,500%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 1,000%
PVA (rugu polyvinyl) 0,500%
Xylitol 7,000%
Chét lam tan lugng vira du
Chét bao quan lugng vira du
Chét tao mui lugng vira du
Nudce duogc khir khodng lugng vira di dén 100%




51650

Vi du 3 - Ché pham dang gel dé diéu tri viém niém mac miéng

Hop chit Ty 16 phan trim

Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,500%
Ascorbyl palmitat 0,050%
Cholin alfosxerat 0,100%
Carboxymetylxenluloza 1,000%
Polycarbophil 0,400%
Carboxymetyl chitosan 0,150%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 1,500%
PVA (rugu polyvinyl) 0,500%
Xylitol 7,500%
Chét 1am tan lugng vura du

Chét bao quan

luong vira du

Chét tao mui

luong vura du

Nudée duge khir khoéng

lwong vira da dén 100%

Vi du 4 - Ché phdm dang léng dé diéu tri viém niém mac miéng

Hop chat Ty 1& phan trim

Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,200%
Ascorbyl palmitat 0,020%
Cholin alfosxerat 0,050%
Polycarbophil 0,050%
Carboxymetyl chitosan 0,050%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,200%
PVA (rugu polyvinyl) 0,100%
Xylitol 7,500%

Chit 1am tan

luong vira du

Chat bao quan

lugng vira du

Chét tao mui

lugng vura du

Nudc duge khir khoang

luong vira da dén 100%

Vi du 5 - Ché phdm dang gel dé str dung trén niém mac mili

Hop chat Ty 1¢ phan trim

Cholin alfosxerat 0,050%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,200%
Ascorbyl palmitat 0,020%
Carboxymetylxenluloza 4,500%
Polycarbophil 0,300%
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Copolyme PVM/MA 0,150%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,500%
PVA (ruou polyvinyl) 0,100%
Nudc Euphrasia duge cat 10,000%
Natri clorua 0,800%
Natri phosphat dodecahydrat dibazo 0,300%
Natri phosphat monohydrat monobazo 0,030%

Chét 1am tan

lugng vura du

Chét bao quan

lugng vira du

Nudce duge khir khodng

luong vira dui dén 100%

Vi du 6 - Ché phdm dang Iéng dé sir dung trén niém mac mat

Hop chat Ty 1é phan trim

Cholin alfosxerat 0,010%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,150%
Ascorbyl palmitat 0,005%
Polycarbophil 0,050%
Carboxymetyl chitosan 0,050%
Nudc chiét xuat ciy phi duoc cit 10,000%
Nudc cam cuc dugce cat 10,000%
Natri clorua 0,800%
Natri phosphat dodecahydrat dibazo 0,300%
Natri phosphat monohydrat monobazo 0,030%
EDTA 0,050%

Nudc duge khir khoang

lwong vira du dén 100%

Vi du 7 - Ché phdm dang 16ng dé sir dung trén niém mac tai

Hop chit Ty 1& phan trim

Cholin alfosxerat 0,100%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,100%
Ascorbyl palmitat 0,015%
Polycarbophil 0,050%
Copolyme PVM/MA 0,150%
Glyxerol 50,000%
Nuéc duge khir khodng luong vira di dén 100%

Vi du 8 - Ché phdm dang léng dé str dung trén niém mac 4m dao va 4m ho
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Hop chit Ty 18 phan trim

Cholin alfosxerat 0,050%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,200%
Ascorbyl palmitat 0,010%
Polycarbophil 0,100%
Copolyme PVM/MA 0,050%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,200%
PVA (rugu polyvinyl) 0,100%
Natri clorua 0,800%

Chét bao quan

luong vura du

Chét thom

lugng vira da

Nudce dugce khir khoéng

lwong vira da dén 100%

Vidu 9 - Ché pham dang gel dé str dung trén niém mac 4m dao va 4m ho

Hop chét Ty 18 phan trim

Cholin alfosxerat 0,025%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,150%
Ascorbyl palmitat 0,040%
Mudi carboxymetylxenluloza natri 4,500%
Polycarbophil 0,250%
Copolyme PVM/MA 0,150%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,500%
PVA (rugu polyvinyl) 0,100%
Natri clorua 0,800%

Chét 1am tan

lugng vira du

Chét bao quan luong vira du
Chét thom luong vira du
Nuéce dugce khir khoéng lugng vira du dén 100%
Vi du 10 - Ché phém dang gel dé su dung trén niém mac cda bd phén sinh duc nam

Hop chit Ty 1¢ phan trim

Cholin alfosxerat 0,500%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,250%
Ascorbyl palmitat 0,050%
Mubi carboxymetylxenluloza natri 4,500%
Polycarbophil 0,250%
Copolyme PVM/MA 0,150%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,500%
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PVA (rugu polyvinyl) 0,100%
Natri clorua 0,800%
Chat lam tan lugng vira du
Chét bao quan lugng vira du
Nudc duge khir khoang lwong vira da dén 100%
Vidu 11 - Ché phém dang gel dé st dung trén niém mac ctia hdu moén - tryc trang

Hop chat Ty 1é phan tram

Cholin alfosxerat 0,500%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,250%
Ascorbyl palmitat 0,015%
Mubi carboxymetylxenluloza natri 4,500%
Polycarbophil 0,250%
Carboxymetyl chitosan 0,150%
Copolyme PVM/MA 0,150%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,500%
PVA (rugu polyvinyl) 0,100%
Nudc xa huong tring dugc cit 10,000%
Nudc o4i hwong duoc cat 10,000%
Nuéc thanh clic dugc cét 10,000%
Natri clorua 0,800%
Chét lam tan lugng vira da
Chét bao quan lugng vua du
Nudce duoc khir khodng lwong vira di dén 100%

Vidu

12 - Ché pham gel dé diéu tri viém loi

Hop chit Ty 1& phan trim

Cholin alfosxerat 0,250%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,450%
Ascorbyl palmitat 0,045%
Xylitol 7,500%
Muobi carboxymetylxenluloza natri 4,000%
Ruou polyvinyl 0,300%
Polycarbophil 0,300%
copolyme VP/eicosen 0,100%
Copolyme PVM/MA 0,150%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,500%
Chét lam tan lugng vira du
Chét bao quan lugng vira du

Chét tao mui

lugng vira du
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Tao mau

lugng vira du

Nude duge khir khodng

luong vira da dén 100%

Vi du 13 - Ché pham gel dé diéu tri ton thwong loi

Hop chit Ty 16 phan trim

Cholin alfosxerat 0,500%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,350%
Ascorbyl palmitat 0,025%
Xylitol 7,500%
Mubi carboxymetylxenluloza natri 4,000%
Ruou polyvinyl 0,100%
Polycarbophil 0,100%
copolyme VP/eicosen 0,100%
Copolyme PVM/MA 0,150%
PVP (polyvinylpyrrolidon) 0,500%
Chét 1am tan lwong vira du
Chét bao quin luong vira du
Chét tao mii lwgng vira du
Tao mau lugng vira du
Nudce duge khir khoang lugng vira du 100

Vi du 14 - Vong nang am dao

Hop chét Ty 1 phan trim

Cholin alfosxerat 0,100%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,200%
Ascorbyl palmitat 0,045%
Carboxymetyl chitosan 0,050%
Carboxymetyl beta glucan 0,050%
Gelatin 20,000%
Glyxerol 70,000%
Nudce duge khir khodng luong vira di dén 100%

Vi du 15 - Ché pham thut hau mén - truc trang

Hop chat Ty 16 phan tram

Cholin alfosxerat 0,300%
Natri hyaluronat (MW trung binh 1.500.000 Da) 0,300%
Ascorbyl palmitat 0,050%
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Silic dioxit keo 1,700%
Polyvinylpyrrolidon 0,840%
Carboxymetylxenluloza 0,840%
Polycarbophil 0,100%
Carboxymetyl chitosan 0,050%
Natri benzoat 0,400%
Kali metabisulphit 0,250%
Axit phosphoric 0,100%
Nude duge khir khodng lugng vira du 100

12/19

Vi du 16. Nghién ctru vé su phan hily enzym axit hyaluronic enzymatic & cac ché pham

chira Glyxerophosphocholin va Ascorbyl Palmitat

Muc dich ctia nghién ctru ndy 1a dé danh gia su phan hily enzym ctia hai mé khac

nhau cua cac axit hyaluronic (HA) duoc van hanh béi Hyaluronidaza, ho cdc enzym ma

xUc tac sy phan hiy cua polysacarit nay, trong ché phém chira cac thanh phan khac nhau.

Su phan bd khéi lwong phan tir ctia cac axit bi phan hity s& dugc phan tich bang cach st

dung séc ky loai ¢& hiéu ning cao dwoc ghép cip v6i mang thiét bi phat hién bo ba (HP-

SEC-TDA).

Sau day 1 danh sach cac chit phan tmg va cac nguyén liéu duoc sit dung:

Axit hyaluronic (Mw 1.348.000 Da), Contipro a.s. (Cong hoa Séc)

Axit hyaluronic (Mw 1.450.000 Da), Lehvoss Italia S.r.1. (Y)

Glyxerophosphocholin

Ascorbyl Palmitat

Axit xitric monohydrat, Sigma Aldrich
H20 khtr ion thu duogc bang thiét bi Culligan;
Hyaluronidaza tlr tinh hoan bo, Loai I-S. 400-1000 don vi/mg. Sigma Aldrich

NaNO3. Sigma Aldrich;
NaN3. Sigma Aldrich;

Lo Snap-it 0,3 ml, 11,6 x 32 mm. Thermo Scientific;

Nép Snap-it 11 mm, Thermo Scientific;

Natri xitrat diidrat, Sigma Aldrich.

12
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Céac mau duogc chuén bi va dugc thir nghiém:

HA Contipro (dung dich A): khodng 50 mg miu HA duoc hoa tan trong 50 ml
dém xitrat (pH=6,06) va dugc khudy trong 16 gid tai 38°C; ndng do6 ctia dung dich axit
hyaluronic 1a khoang 1mg/ml. 10 ml dung dich dugc thuy phan.

HA Levhoss (dung dich B): khoang 50 mg mau HA duoc hoa tan trong 50 ml dém
xitrat (pH=6,06) va dwgc khudy trong 16 gio tai 38°C; nong dd cua dung dich axit
hyaluronic 1a khoang 1mg/ml. 10 ml dung dich dugc thuy phén.

HA Contipro + GPC (dung dich C): 7,5mg Glyxerophosphocholin dugc bd sung
vao 10 ml dung dich A.

HA Levhoss + GPC (dung dich D): 7,5mg Glyxerophosphocholin dwgc bb sung
vao 10 ml dung dich B.

HA Contipro + GPC + AP (dung dich E): 5Smg Ascorbyl Palmitat va 7,5mg
Glyxerophosphocholin dugc bd sung vao 10 ml dung dich A.

HA Levhoss + GPC + AP (dung dich F): Smg Ascorbyl Palmitat va 7,5mg

Glyxerophosphocholin dugc bd sung vao 10 ml dung dich B.

Diéu ché dung dich dém:

Dung dich 1: 420 mg axit xitric monohydrat dugc hoa tan trong 100ml nude khir
ion tai nhiét d0 phong trong 30°.

Dung dich 2: 9,212 g natri xitrat dihydrat dugc hoa tan trong 100 ml nugc khir
ion tai nhi¢t d0 phong trong 30°.

Dung dich d€m: Dung dich 1 da dugc ) sung vao Dung dich 2 va dugc khqu tai
nhiét do phong trong 30°. pH thu dugc =6,06.

Piéu ché dung dich enzym:

Hyaluronidaza: khoang 10mg hyaluronidaza dugc hoa tan trong khoang 1ml H>O
va dugc khudy tai nhiét do phong trong 3 gio (10mg/ml).

Quy trinh phan huy enzym:

Céc dung dich dugc khudy tai 38°C trong bé dau trong khoang 1 gid trude khi bd

13
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sung 67p1 dung dich enzym (HA/Hyaluronidaza 15/1 khéi lwgng/khéi lugng).

Céc phan phan uéc khic nhau ctia céc dung dich dwgc thu gom tai céc thoi gian
khac nhau (1 gio; 2 gio; 3 gio; 4 gio; 5 gio; 6 gio, 24 gid) va duge gia nhiét tai 100°C
trong 5’ sir dung may lac nhiét dé 1am bién tinh enzym. C4c dung dich dugc loc dé loai
b6 enzym bi két tia (thiét bi loc LLG-Syringe, kich ¢& 16 CA 0,20 pm. @ 13 mm). Trudc
cac phan tich HP-SEC-TDA, cac dung dich dugc pha lodng dén 0,5 mg/ml HA véi pha

dong.

Phan tich HP-SEC-TDA
Céc diéu kién sic ky do

Hai thiét bi HP-SEC-TDA tuong dwong dugc st dung:

1) HE théng Viscotek mau TDA305. dugc trang bi céc thiét bi do chi sb khiic xa,
tan xa anh sang goc phai va thip va cac nhét ké, duge sir dung trong céc didu kién sau
day:

Cac cot: 2 ¢6t TSKGMPWXL 13 um. 7 mm ID x 30 cm L. Tosoh Bioscience;

Pha dong: 0,1 M NaNOs + NaNj3 0,05 %;

Thé tich tiém: 100 pl;

Nhiét do: 40°C;

Téc d dong: 0,6 ml/phut.

2) Hé théng da bd do OmniSEC (Malvern Instruments Ltd. UK) duoc trang bi cic
thiét bi do chi sd khuc xa, bd phén tan xa anh sang géc phai va thép va cac nhot ké, duge
st dung trong céc diéu kién sau day:

Cac cot: 2 cdt TSKGMPWXL 13 pm. 7 mm ID x 30 cm L. Tosoh Bioscience;

Pha dong: 0,1 M NaNO3 + NaN3 0,05 %;

Thé tich tiém: 100 pl;

Nhiét do: 40°C;

Téc d6 dong: 0,6 ml/phut.

Céc hé thdng dwoc hiéu chuén véi tiéu chuin Pullulan, v6i khdi lugng phén ti,

14
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chi s6 da phat tan va do nhét ndi tai dugc chimg thuc (PolyCAL-PullulanSTD-Malvern
Panalytical).

Tao dung sic ky dd
Céac sic ky dd tir TDA 305 dugc thu va duoc dung 1én sir dung phin mém
OmniSEC phién ban 4.6.2. trong khi céc sic ky do tir hé thong da bo do OmniSEC duge

thu va duoc dung 1én st dung phan mém OmniSEC phién ban 10.10.

Céc két qua
Danh gia su phan bb khéi luong phan tix

- Tao mAu ban dau

Khoang 50 mg axit hyaluronic dugc hoa tan trong 50 ml dém Xitrat, dugc khudy
trong 16 gid, dugc pha loang dén 0,5 mg/ml véi pha dong va dugc tiém mot lan. Bé danh
gia su phan bd khéi luong phéan tr cua axit hyaluronic, gia tri 0,155 dn/dc dugc st dung
da biét boi tai liéu (ref. Theisen A. Johann C. Deacon MP. Harding SE. Refractive
Increment Data-Book. Nottingham University Press. 2000).

MAu HA c6 thoi gian ria gii gitta 10 va 15 ml véi dinh sic ky d6 dang chudng
16n, chi sb cua gia tri chi s6 da phan tan kha cao. Sau dinh HA, c4c dic tinh pha dong
duogc rira giai.

Trong Béang 1. Céac két qua phén tich dugc bao céo theo khdi lwong phén tir trung
binh khéi (Mw Da), khdi lugng phan tir trung binh s6 (Mn. Da), khéi lwong phan tir dinh
(Mp. Da), va chi s6 da phéan tan (Mw/Mn); hon nita, nho k¥ thuat TDA, gia tri 40 nhot
n6i tai ([n], dl/g), ban kinh thity dong (Rh, nm) va % thu hdi. Cac gia tri cta a va logk
ma thé hién tuong Gmg c4c hiang s6 d6 ddc va hé sb chin cua duong cong Mark-Houwink
cling duoc bao cdo; cac két qua 1a trung binh ciia hai phéan tich khac nhau va céc gi4 tri

ctia Mn va Mw duoc 1am trong dén hang nghin Da.
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Bang 1. Céc két qua HP-SEC-TDA HA cuia c4c miu HA

Mo | Mw  MwM  MH | MH | [l gy % Th |
. (Da) | (Da) n o | logk | dl/g hoi

Mau
1,3 0,65 | -2,68 | 19,32 | 72,72 84,38

HA | 1.034 1348
Contipro | kDa | kDa

HA | 1.097 @ 1.450 |
Lehvoss | kDa | KDa 1,32 | 0,66 | -2,74 | 20,07 | 75,49 } 81,72

Céc mau thuy phan bang enzym

Hoat dong hyaluronidaza qua cac axit hyaluronic da dugc nghién ctru va bao cdo
rong rii; dé nghién ciru hoat tinh enzym trén miu da duge chuén bi, dong luc cia su thity
phan duoc theo dbi bang k§ thuat HP-SEC-TDA. Su giam ti s6 ctia khdi lugng phén tir
(tinh bang My,) cia thanh phéan cua polysacarit dugc xac dinh bing cach sir dung cong
thirc sau day:

((Mwt0 — Mwtn) * 100) / Mwt0

trong d6 0 1a khéi lwong phan tir trung binh khdi (M) tai thoi gian 0 va Mwm 1a My, tai

thoi gian n.

Su phéan huy HP-SEC-TDA HA véi Hyaluronidaza

Cac miu dd duoc thuy phén hai 1an, dé xac minh kha ning lap lai dugc. Trong
céc bang duéi déy, cac gia tri trung binh ctia khdi lvgng phan tir (dwgc lam tron dén hang
tram) va su giam ty 1€ tuong ung cla cd hai thi nghiém dugc bao céo.

Béang 2. Sy phan huy HP-SEC-TDA HA (dung dich A)

Thoi - \r Da) | % giam ciia My
gian
0| 1.348.000 0
Tgio|  267.700 63%
2 o] 140.850 90%
3gio|  104.000 92%
K| 76610 94%
5 g0 64.590 95%
17 gid|  23.620 98%
2 giv| | 23.920 98%
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Bang 3. Sy phan huy HP-SEC-TDA HA (dung dich B)

Thoi | \i Da) | % giam cta My
gian
0] 1.450.000 0
Tgio|  213.500 86%
2 giv|  107.595 93%
3gio|  74.920 95%
Fgio|  59.620 96%
5gio| 50480 97%
17 gid| 18200 99%
2 giv| | 24.980 98%

Bang 4. Su phan huy HP-SEC-TDA HA (dung dich C)

Thot |y Da) | % giam cia My
gian
0] 1.348.000 0%
Taio| 269500 80%
2 gio| 169200 87%
3 gid 95.840 93%
4 gid 92.710 93%
5 gid 85.790 04%
24 gid 29.100 98%

Bang 5. Su phan hity HP-SEC-TDA HA (dung dich D)

Thoi [\ Da) | % gidm cia My
gian
0| 1.450.000 0
Tgio|  191.500 87%
2eio|  117.300 92%
3 gio 59.630 96%
4 gio 54.650 96%
5 gid 52.880 96%
24 giv 16.790 99%

Bang 6. Sy phan huy HP-SEC-TDA HA (dung dich E)

ggﬁ My (Da) % giam cua My
0| 1.348.000 0%
1 gio 716.200 47%
3 gio 698.900 48%
5 gio 692.100 49%
20h 394.500 71%
24 gigy 382.000 72%
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Bang 7. Su phan hiy HP-SEC-TDA HA (dung dich F)

Thot |\ Da) | % giam cia My
gian

0] 1.450.000 0%
Lgio|  571.100 61%
30| 556.700 62%
5eio|  552.000 62%
20n| 344300 76%
24 gio| 336400 77%

Két luan

Ca hai mau axit hyaluronic nhu vy, trong su c6 mit ctia Hyaluronidaza, dugc
phan hity nhanh chéng 1én dén 95-97% trong 5 gid. Axit hyaluronic Lehvoss dugc phan
hity nhanh hon mot chit so véi axit hyaluronic Contipro, thdm chi néu sau 24 gio, sy
giam ctia Mw 14 kha gidng nhau.

Glyxerophosphocholin khéng déng gop theo cach bit ky vao cac dong luc clia
enzym, nwh da biét 1a cac két qua ctia cac dung dich C va D.

Ngugc lai, su bd sung Ascorbyl Palmitat d4 thé hién c6 hiéu qua dang két trong
viéc 1am cham xudng cac dong lyc enzym va lam giam su phan hity HA khong mong
mudn.

Thuc vAy, sau 5 gid, tit ca cac dung dich A dén D da thé hién sy phan huy HA
1én dén 97%, trong khi cac dung dich E va F dic trung cho ascorbyl palmitat da thé hién
su phan huy HA 14n luot 13 49% va 62% (nhat quan véi cac toc dd phan hity khac nhau
duoc quan sat thdy ddi véi cac san pham HA nhu vy, tic 1a dung dich A va dung dich
B). Diéu nay c6 nghia 12 sy cai thién so v6i cac dung dich ma khdng c6 ascorbyl palmitat,
1én dén 50%.

Sau 24 gid, cac dung dich E va F dac trung cho ascorbyl palmitat d4 thé hién su
phén hiy HA 14n luot 13 72% va 77%. Diéu nay c6 nghia 13 sur cai thién so véi cc dung

dich ma khéng c6 ascorbyl palmitat, 1én dén 27%.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phidm bam dinh niém mac ding tai chd chira axit hyaluronic hodc mudi cia né,
cholin alfosxerat, ascorbyl palmitat & néng d6 nim trong khoang gita 0,050% khdi
lwong/khéi lwong va 0,0004% khéi lwong/khbi lwong, va it nhat mot ta dwgc hozc chat

mang dugc dung.

2. Ché pham theo diém 1, trong dé axit hyaluronic hoic mudi dugc dung ctia n6 c6 khdi

lwong phén tir nim trong khoang tir 800.000 dén 4.000.000 Da.

3. Ché phim theo diém 2, trong d6 axit hyaluronic & dang mudi natri v6i ndéng d6 nim

trong khoang tir 20,000% khéi lwong/khdi lwong dén 0,0005% khdi lwong/khdi hrong.

4. Ché phim theo diém bt k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng dd cia cholin

alfosxerat 1 gitra 0,0005% khéi lwgng/khdi lwong va 10,000% khéi lwong/khéi lugng.

5. Ché phdm theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ta dugc hodc chat
mang dugc dung dugc chon tir beta-glucan, natri carboxymethyl beta-glucan, chitosan,
carboxymetyl chitosan, carboxymetylxenluloza, hydroxyetylxenluloza, carbome, rugu
polyvinyl, polyvinylpyrrolidon, polycarbophil, copolyme PVM/MA (copolyme cua
metyl vinyl ete va maleic anhydrit) va copolyme VP/eicosen (1-vinyl-2-pyrrolidinon -

1-eicosen (1:1)).

6. Ché phim theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 ché pham nay &
dang ctia cac hydrogel, lipogel, gel khan, nhii trong O/W hoac W/O, cac dung dich hodc
huyén phu.
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