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(57) Phuong phép san xuét hat nano ARN duge bao nang bang lipit bao gdm viéc cho
dung dich nuéc chira ARN chay qua éng thir 1 ¢6 dudng kinh trong (inner diameter - ID)
tht nhit; ARN nay chia tir khoang 6.000 dén khoang 13.000 nucleotit; cho dung dich
etanol chta céc lipit chay qua 6ng thit 2 c6 dudng kinh trong (inner diameter - ID) thi
hai, & tbc do dong chay 1 khoang 0,2 dén khoang 1 14n so v6i dung dich nuéce qua dng
tht 1, cac lipit nay bao gdm lipit cation; va tron dung dich etanol v&i dung dich nuéc; ID
thtr nhét va ID tht hai va tdc d6 dong chay qua 6ng thir 1 va dng thir 2 dugc chon lwa dé
tao ra luc co x4t du thdp dé gift nguyén tinh nguyén ven ciia ARN; phuong phép trdn tao
ra dung dich diu ra chay trong dng thir 1 bao gdm dong chay nhiéu loan ctia ARN va céc

lipit & gifta khodng etanol, hat nano ARN dugc bao nang bang lipit ¢6 c4u tric hai 16p.
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Linh vie k¥ thuat dwoc dé cip
Sang ché dé cap dén phuong phap san xuét hat nano axit ribonucleic (ARN) dugc bao

nang bang lipit.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céc lipit duoc st dung 1am chét lidu cho viéc phan phdi axit ribonucleic (ARN) do kha
nang cua chung trong viéc tao thanh hat nano lipit ma bao nang ARN dung cho viéc phan
phéi dén cac té bao dich sau khi cho ding ngoai dudng tiéu héa. (Zimmermann, 2006,
Nature, doi:10,1038/nature04688).

Cé4c phwong phap khac nhau ciia viée san xudt hat nano ARN duoc bao nang bang lipit 1a
da biét. Vi du, WO 2001/005373 boc 16 cac ky thuat dung dé diéu ché hat nano ARN
dugc bao nang bang lipit bang cach st dung quy trinh loai tiém etanol bang thiét bi tron
tinh ma dem lai moi trudng nhidu loan, ph?m nay, sau khi tao thanh bong, dugc két hop
v6i phan ti tri ligu. US 2004/0142025 boc 10 cac k¥ thuat dung dé tao thanh hat nano
ARN dugc bao nang bang lipit bang cach sir dung phuong phép tron khong nhiéu loan va
mot loat 1an pha lodng timg budc lién tiép. US 6,843,942 boc 16 phuong phép tron khong
nhidu loan cua viéc tao thanh cac hat bang cach phun céc lipit trong dng dan dung dich
hitu co qua 18 vao céac axit nucleic trong dung dich nuéc chay qua 16 nay. US 9,005,654
bdc 10 viéc bao nang siARN trong hat nano lipit (lipid nanoparticle - LNP) bang céach s
dung phuong phép tron nhiéu loan, nhe d6 céc lipit vd ARN trong vai tro 1a dong chay
d6i nghich xam nhap budng tron c6 hinh dang chit T tir cac nhanh d6i bén & khoang cac
tbc do ngang bang dé tao ra dung dich etanol 45-60% chita cac bong, phan nay duoc thu
gom va sau d6, duoc pha lodng thém (phuwong phap pha lodng truc tiép). US 9,404,127
boc 16 rang da s6 LNP duoc tao ra bang phuong phap pha lodng truc tiép c6 hinh thai hoc
khong dang 16p, tic 13, cau tric khong phai hai 16p.

Céc thir thach phat sinh trong viée ¢b ging 4p dung cac phuong phéap thong thudong dé tao
thanh hat nano ARN dugc bao nang béng lipit tr cac ARN 16n. Vi du, mot van d& nhu
vay phat sinh tir cac luc tac dung 1én ARN trong sudt qua trinh tao thanh LNP gy ra tinh
nguyén ven cu tric bi phuong hai cia ARN. Do vay, c6 nhu cau cai thién quy trinh va

thiét bi ding dé tao dang ché phdm hat nano ARN duogc bao nang bang lipit trong bdi
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canh vé& cac trinh tr ARN 16n. Cac phwong phap nhu vay ciing cAn phai thuan loi cho
viéc ting quy mo trong khi hudng dich kich ¢& hat va do da phan tin mong mudn. Céc
phuong 4n trong ban mo ta ndy giai quyét mot hodc nhidu van dé trong sd cac van dé nay

va cac thir thach khac do chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay nhan biét.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Theo mdt s6 khia canh, cic phuong 4n trong ban mo ta niy dem lai cac phuong phép san
xuét hat nano ARN dugc bao nang bang lipit, bao gdbm céc budc a) cho dung dich nuéc
chira ARN chéay qua 6ng thir 1 ¢6 dudng kinh trong (inner diameter - ID) 13 tir khoang
0,01 inso dén khoang 0,08 inso; trong d6 do pH cia dung dich nudc nay nim trong
khoang tir khoang 3,0 dén khoang 4,5 véi ndng do NaCl tiy y 1a 1én dén khoang 300
mM; trong d6 ARN nay chira tir khoang 6.000 dén khoang 13.000 nucleotit; b) cho dung
dich etanol chtra cac lipit chay qua 6ng thir 2 ¢6 ID 1a tir khoang 0,01 inso dén khoang
0,04 inso & toc dd dong chay 13 khoang 0,2 dén khoang 1 1an tdc do dong chay cua dung
dich nu6c qua dng thit 1, trong dé céc lipit nay bao gdm lipit cation; va c) tron dung dich
etanol v&i dung dich nudc; trong d6 phwong phép tron nay tao ra dung dich dau ra chay
trong Ong thir 1 bao gdm dong chay nhidu loan ctia ARN va cic lipit trong etanol khoang
10% dén 75% thé tich/thé tich; va trong d6 hat nano ARN dugc bao nang bang lipit nay
c6 cAu tric hai 16p.

Theo mot s6 khia canh, cac phuong 4n trong ban md ta nay dem lai cac phwong phap san
xuat hat nano ARN dugc bao nang bang lipit, bao gdm cac buéc a) cho dung dich nudce
chira ARN chay qua 6ng tht 1 ¢6 dudng kinh trong (inner diameter - ID) thir nhit; trong
d6 ARN nay chira tir khoang 6.000 dén khoang 13.000 nucleotit; b) cho dung dich etanol
chira cac lipit chay qua dng tht 2 ¢6 dudng kinh trong (inner diameter - ID) thit hai, & toc
d6 dong chay 1a khoang 0,2 dén khoang 1 14n tdc d6 dong chay cua dung dich nuée qua
6ng thtr 1, trong d6 céc lipit nay bao gdm lipit cation; va c) trén dung dich etanol véi
dung dich nuéc; trong d6 ID thir nhat va ID thi hai va téc do dong chay qua dng thi 1 va
6ng thtr 2 duoc chon lua dé tao ra luc co xat du thip dé giit nguyén tinh nguyén ven cua
ARN; trong d6 phuong phép tron nay tao ra dung dich dau ra chay trong dng thir 1 bao
gbém dong chay nhiéu loan cia ARN va céc lipit trong etanol tir khoang 10% dén 75% thé
tich/thé tich; va trong d6 hat nano ARN dugc bao nang bang lipit nay ¢6 cau tric hai 16p.
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M0 ta cac hinh vé

Hinh 1 thé hién so dd dang luu dd ctia mot phuong 4n v& quy trinh san xuit hat nano
lipit. Céc lipit duoc hoa tan trong etanol, ARN dwoc hoa tan trong chit dém dang nuéc c6
tinh axit (vi du, chit dém xitrat), ca hai dwoc tiét tring bang bo loc. Cac dung dich nay
duoc tron bing quy trinh duge mo ta trong ban mo ta nay dé tao thanh céc hat, phan nay
dugc phan tich vé PDI va kich ¢& hat (particle size - PS). Cac hat dugc co va tinh ché
bing phuong phép loc theo dong chay tiép tuyén (tangential flow filtration - TFF) dé loai
bo etanol va ARN khong lién két, va PDI va PS dugc theo dai 1an nita. Sau d6, nong do
cta cac hat duge diéu chinh theo téng néng d6 ARN da dugc do. Cac hat dugc tiét trung
bang bd loc, duge 1am day, hoan thién, va 1am dong lanh.

Hinh 2 thé hién thiét bi ding dé san xuét hat nano ARN dugc bao nang bang lipit. Dung
dich nuéc chira ARN duoc van chuyén bing bom HPLC qua hé théng dng, va dung dich
hiru co chira céc lipit duge van chuyén bing bom HPLC qua hé thong 6ng tach biét.
Dung dich hiru co co thé duge bom vao dung dich nudc ¢ goc 90 do trong vung tron. HE
théng 6ng diu ra van chuyén dau ra lipit-ARN dd duoc tron dén hé théng 6ng
polypropylen, phan nay hoa nhap & goc 45 do véi chit dém pha lodng trong ving pha
lofing. Hé théng dng ma hoa nhap & gbc 45 d6 véi chat dém pha lodng trong ving pha
loéing ¢6 thé dugc pha lodng ndi tiép dé bao gdm 1, 2, 3 hodc 4 ving pha lodng cua hé
thong dng ma mdi ving & goc 45 d6 cua quy trinh pha lodng. Sau quy trinh pha lodng, c6
thé thu gom céc hat da dugc pha lodng trong binh c6 vo boc bang thép khong gi dugc duy
trl & 15-20 °C. Céc hat dwoc ché bién thém bang phuong phap loc theo dong chay tiép
tuyén bang cach sit dung bom ly tdm, mang hodc nhu dong.

Hinh 3 thé hién cdu kién tron chi tiét hon. Cac axit nucleic trong chit dém duogc van
chuyén qua nhanh dau vao cta 6ng thép khong gi thir 1. Céc lipit trong etaﬁol (hozc hdn
hop dung méi/dung méi hitu co thich hop khéc) dugce van chuyén qua dng thép khong gi
thir 2 ma dugc gin két theo kiéu vudng géc vao dng thir 1. L3 trén thanh ciia dng thir nhat
cho phép van chuyén chét long tir dng thit 2 dén phan trong ctia 6ng thir 1. Hat nano
ARN duogc bao nang bang lipit hinh thanh tir phuong phép trén thodt qua nhanh dau ra
ctia 6ng thir 1.

Hinh 4 thé hién cuong d6 huynh quang trung binh (mean fluorescent intensity - MFI)
duogc didu chinh ciia cac murc lidu luong khéc nhau ctia cac dang ché phdm hat nano lipit

dwoc mo ta trong Vi du 13, tuwong tmg véi cac mic khang thé Protein Gai khéang
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COVID19 duoc phat trién khi dap tmg véi viéc cho ding hat nano lipit dbi véi chudt
nht.

MBS ta chi tiét sang ché
Can phai hiu rang cac kiéu sap dat khac nhau cua cong nghé dbi twong sé& trd nén sang to
mot cach d& dang dbi véi chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay nho phan bdc 10, trong
d6 céc kibu sép dit khac nhau ciia cong nghé ddi twong duoc thé hién va mo ta thong qua
cach minh hoa. Nhu s€ dugc nhéan ra, cong nghé dbi tuong ¢ kha nang vé cac kiéu se'ip
dat khac va cac kiéu sép dit khac nhau va mot vai chi tiét cia né c6 kha ning v& su cai
bién theo cac khia canh khac nhau khac, déu khong di tréch khoi pham vi ctia cong nghé
d6i twong. Do vAy, phan ban chéat k§ thuat cta sang ché, hinh v& va mo ta chi tiét sang
ché can dugc xem 14 ¢6 tinh minh hoa v& ban chét va khong dugc xem 1a cé tinh gidi han.
Céc phuong 4n trong ban mb ta nay dem lai cac quy trinh dung dé bao nang cac ARN 16n
(vi du, ARN tu sao chép) trong hat nano lipit. Vi duy, cic mARN 16n cé thé ¢6 kich c&
khoang 6.000 dén khoang 15.000 nucleotit. Nhu dugc bdc 16 trong ban md ta nay, da
phat hién ra rang cac nucleotit 16n nay 13 khong twong hop véi cic quy trinh tao thanh
LNP dién hinh. Quy trinh LNP ma thudng dugc sir dung cho viéc san xuit cac ché pham
mARN-LNP duge st dung dé thir va san xudt ARN dugce bao nang bang LNP tu sao
chép. Quy trinh sau day 1 dién hinh d6i véi ARN chira khoang 1.000 dén khoang 5.000
nucleotit. Dang ché phdm chét déng duge san xuit bang cach tron dung dich etanol ciia
cac lipit voi dung dich nude cua duge chat ARN hodc mARN nhé hon khéac nhu duge
tém luge dudi day:

*Céc ta duoc lipit (lipit cation, phospholipit, cholesterol (Chol) va thé tiép hop

lipit-PEG dugc hoa tan trong etanol va dugc loc qua bd loc polyetesulfon (PES)

0,2 um.

*Dung dich nuéc cuia mARN duogc diéu ché trong chat dém xitrat 46 pH 4,0, sau

dé 1a loc qua b loc PES 0,2 pm.

*Sau d6, dung dich mARN dugc tron v6i dung dich etanol cua céc lipit thong qua

cAu kién tron bang thép khong gi. Hat nano dwgc tao thanh nhu vay dugc 1am 6n

dinh bang phuong phap pha loing lién tiép v6i chat dém phosphat do pH 6,0, sau

d6 1a chat dém HEPES do pH 8,0.
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*Sau do, thuc hién phuong phép siéu loc va phuong phép loc pha lodng qua mang
(UF/DF) d6i véi dang ché phdm hat nano bang phwong phép loc theo dong chay
tiép tuyén (tangential flow filtration - TFF) bang cach sir dung cdc mang soi rdng
PES dugc cai bién (MWCO (ngudng trong luong phan tir) 100 kDa) va chat dém
HEPES d6 pH 8,0. Sau UE/DF, dang ché phdm nay duoc loc qua bd loc PES 0,2
pm va duge hwu trit & 2 dén 8°C cho dén khi 1am day.
*Sau d6, phép phan tich ndng dd mARN trong quy trinh dugc thuc hién. Nong do
cua dang ché phim dugc didu chinh dén ndng d6 mARN dich cudi cing (0,2
mg/mL), sau do 1a loc qua bd loc hang tiét trung PES 0,2 pm.
«Sau khi loc v tring, san phdm chit déng dugc 1am diy mot cach vo khuan vao
cac lo thuy tinh, dugc dong nut chan, dugce bit nép, va lam dong lanh & -70 +
10°C.
Béng cach st dung quy trinh nay, cdc LNP thu dwoc ¢6 cac ARN 1én hon (nhidu hon
khoang 6.000 nucleotit) c6 kich ¢&, dang phén tan, va hi¢u qua bao nang kém. Hon nfta,
d3 kham pha ra rang phan co ban ciia cac cAu tric ARN 16n hon ndy dang bi suy bién
trong quy trinh tao dang ché pham, hién twong nay dat gia thuyét 1a do céc luc co x4t
hinh thanh tir cac 4p suét quy trinh va tdc d6 dong chay nhit dinh duoc sir dung trong
phuong phap nay. Da dit thanh dinh d8 ring céc luc co x4t nhu vay c6 thé dugc didu bién
bing cach thay ddi tbc do dong chay va dinh kich c¢& 6ng. Tuy nhién, cic diéu kién tron
va chi mot minh 4p suét van hanh khong dwoc xem 14 cic bién sd duy nhat ma nhét thiét
s€ dem lai cac ARN duoc boc béng LNP can thiét. Béng cach lam giam céc luc co xat va
didu chinh cac didu kién tron, ¢6 thé ring cac diéu kién c6 thé 1a khong du cho qué trinh
tao thanh LNP. Do vay, van d& do cac ARN 16n gay ra dugc xem la phuec tap khi ma cac
thong s6 khac duoc xem xét dé tinh vao dang tao thanh thanh céng ciia cic ARN 16n
dugc boc bang LNP bao gdm, ma khong chi gi6i han o, ndng d6 chat dém va mudi, nong
d6 ARN va lipit, d6 pH va ap suat nguoc tong thé trong hé thdng.
Céc phuong an trong ban md ta nay dem lai dung dich 1am viéc cho viéc tao thanh céac
ARN 16n dugc bao nang bing LNP. Trong sd cic wu diém cua cac phuong phap duoc
bdc 10 trong ban mo ta nay, 1a (1) do bién dbi 16n cua ché phém ma dugc dung nap vai
céc hop phan lipit khac nhau, nhu mét loat ndng dd lipit tro gitip/phospholipit, nong do

lipit cation va cholesterol, va kich ¢ ARN; (2) kha ning chuyén giita cic cdu kién c6 thé
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ting quy md dugc khic nhau ding dé san xuét trén quy md nho, vira, va 16n; va (3) kha
ning ting quy md san xut trong khi duy tri thé tich mé giam.

Theo cac phuong 4n, c6 d& xult cac phuong phép san xuat hat nano ARN dugc bao nang
béng lipit, bao gdm cac budc: a) cho dung dich nude chita ARN chay qua dng thir 1 ¢6
dudng kinh trong (inner diameter - ID) 1a tir khoang 0,01 inso dén khoang 0,08 inso;
trong d6 do pH cia dung dich nudc nay nam trong khoang tir khoang 3,0 dén khoang 4,5
v6i ndng d6 NaCl tiy v 1én dén khoang 300 mM; trong d6 ARN ndy chira tir khodng
6.000 dén khoang 13.000 nucleotit; b)cho dung dich etanol chtra céc lipit chay qua dng
thr 2 ¢6 ID 1a tir khoang 0,01 inso dén khoang 0,04 inso & tbc do dong chay 1 khoang
0,2 dén khoang 1 1an téc d6 dong chay dung dich nudc qua éng thir 1, trong d6 céc lipit
nay bao gdm lipit cation; va c) tron dung dich etanol véi dung dich nuéc; trong doé
phuong phap trén nay tao ra dung dich dau ra chay trong dng tht 1 bao gdm dong chay
nhidu loan cia ARN va cac lipit trong etanol khoang 10% dén 75% thé tich/thé tich; va
trong d6 hat nano ARN dugc bao nang bang lipit nay cé cau tric hai 16p.

Theo cac phuong 4n, c¢6 dé xuét cic phuong phap san xuét hat nano ARN dugc bao nang
béng lipit, bao gdm céc bude: a) cho dung dich nudc chira ARN chay qua 6ng thir 1 ¢6
dudng kinh trong (inner diameter - ID) thtr nhét; trong d6 ARN nay chua tir khoang
6.000 dén khoang 13.000 nucleotit; b) cho dung dich etanol chira cac lipit chay qua éng
thtr 2 ¢6 dudng kinh trong (inner diameter - ID) th{t hai, & tbc dd dong chdy 14 khoang 0,2
dén khoang 1 14n tdc d6 dong chay dung dich nudc qua 6ng thir 1, trong d6 cac lipit nay
bao gdm lipit cation; va ¢) tron dung dich etanol véi dung dich nuéc; trong d6 ID thi
nhét va ID tht hai va tbc d6 dong chay qua 6ng tht 1 va éng thtr 2 duge chon Iya dé tao
ra luc co x4t du thip dé gitt nguyén tinh nguyén ven cia ARN; trong d6 phuong phap
trén nay tao ra dung dich dau ra chay trong 6ng thir 1 bao gdm dong chay nhidu loan ciia
ARN va céc lipit trong etanol tir khoang 10% dén 75% thé tich/thé tich; va trong d6 hat
nano ARN duoc bao nang bang lipit nay ¢6 céu tric hai 16p.

Theo cac phuong an, phwong phép tron ndy bao gdm viéc cho dung dich etanol va dung
dich nu6c chay vao cu kién tron gdm dng thir 2 dwoc ndi lién theo kiéu vudng goc véi
bng thir 1.

Theo cac phwong 4n, phuong phap tron ndy bao gém viéc cho dung dich etanol va dung

dich nudc chay vao thiét bi lic tron da dau vao.
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Theo cac phuong 4n, ndng d6 cia ARN trong dung dich nudc nay nim trong khoang tir
khoang 85 microgam/mL dén khoang 2100 microgam/mL. Theo c4c phuong 4n, khoang
nay 12 tir khoang 85 dén khoang 200 microgam/mL, hodc khoang 200 dén khoang 500,
hoac khoang 500 dén khoang 800, hodc khoang 800 dén khoang 1000, hodc khoang 1000
dén khoang 1500, hodc khoang 1500 dén khoang 2100 microgam/mL, bao gdm ca céc
khoang nho bt ky gitta chiing va cac phéan sb clia chiing.

Theo cac phuong 4n, néng do cua lipit trong dung dich etanol ndm trong khoang tir
khoang 5,0 mg/mL dén khoang 125 mg/mL. Theo cic phuong 4n, khoang nay 1a tir
khoéang 5,0 dén khoang 30 mg/mL, hoic khoang 30 dén khoang 60, hodc khoang 60 dén
khoang 90, hoic khoang 90 dén khoang 125 mg/mL, bao gdm ca cac khoang nho bét ky
gitta ching va céc phén sb cta ching.

Theo cac phwong 4n, dung dich nudc duge bom qua 6ng thir 1 bang bom thi 1 ¢6 ap suat
nguoc 1a khong nhidu hon khoang 200 psi, va dung dich etanol dugc bom qua dng thir 2
bing bom thir 2. Theo mot sb phuong 4n, cac ap suét nguoc nay 1a khong nhidu hon
khoang 195 psi, hoic khong nhiéu hon khoang 190 psi, hodc khéng nhidu hon khoang
180 psi.

Theo céc phwong 4n, dng thir 1 ¢6 ID nam trong khoang tlr khoang 0,01 inso dén khoang
0,08 inso va 6ng thtr 2 ¢6 ID ndm trong khoang tir khoang 0,01 inso dén khoang 0,04
inso. Theo c4c phuong 4n, éng thir 1 ¢6 ID ndm trong khoang tir khoang 0,02 inso dén
khoang 0,03 inso va éng thir 2 ¢6 ID nim trong khoang tir khoang 0,01 inso dén khoang
0,02 inso. Theo cac phuong 4n, 6ng thir 1 ¢6 ID 1a khoang 0,02 inso va dng thtt 2 c6 ID
1a khoang 0,01 inso. Theo cac phuong 4n, dng thir 1 ¢6 ID 1a khoang 0,03 inso va dng thir
2 ¢6 ID 1a khoang 0,01 inso. Céc 14n do nhu vay bao gdm cic khoang nho bt ky giita
chung va cac phén sb cta chung.

Theo cac phuong an, dung dich nuéc dugc bom & tde d6 dong chay nam trong khoang tir
khoang 40 mL/phit dén khoang 375 mL/phut. Theo céc phuong 4n, toc do dong chay nay
nim trong khoang tir khoang 40 dén khoang 80 mL/phut., hodc khoang 80 dén khoang
120, hoic khoang 120 dén khoang 160, hodc khoang 160 dén khoang 200, hodc khoang
200 dén khoang 240, hodc khoang 240 dén khoang 280, hoic khoang 280 dén khoang
320, hodc khoang 320 dén khoang 375 mL/phit, bao gdm ca khoang nho bat ky giita

chung va céc phéan so clia chung.
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Theo cac phwong 4n, dung dich etanol duge bom & tc d6 dong chay nim trong khoang
tir khoang 10 mL/phit dén khoang 75 mL/phut. Theo mot sé phuwong 4n, toc d6 dong
chay nay ndm trong khoang tir khoang 10 dén khoang 30 mL/phut., hodc khoang 30 dén
khoang 50, hoic khoang 50 dén khoang 75 mL/phut, bao gdm ca cac khoang nho bét ky
gitta chiing va céc phan s6 ctia ching.

Theo céc phuong 4n, cic dung dich nudc, etanol, va dau ra duge duy tri trong khoang
nhiét dg tir khoang 10 °C dén khoang 25 °C.

Theo cac phuong 4n, cic phuong phap c6 thé con bao gdm viéc bom chit dém pha lodng
thr nhét va tron chit dém pha lodng v6i dung dich dau ra bing cach dwa chit dém pha
lodng vao dung dich dAu ra dé tao ra dung dich dau ra duoc pha lodng thi nhat.

Theo c4c phuong an, cic phuong phap c6 thé con bao gdm viéc bom chit dém pha lodng
thi hai vao dung dich ddu ra dugc pha lodng thi nhat, nho d6 tao thanh dung dich dau ra
dugc pha lodng cubi ciing, trong d6 c6 thoi gian tri hoén giita 1an bom chit dém pha
lodng thtr nhat va chat dém pha lodng thir hai.

Theo cac phuong 4n, thoi gian tri hodn nay 1a tir khoang 0,1 dén khoang 30 gidy, trong d6
thoi gian tri hofin nay duoc tao ra theo do dai cia hé thdng dng. Theo mdt s phuong 4n,
khéng c6 thoi gian tri hodn ndo. Theo mot s6 phuong 4n, thoi gian tri hodn nay 1a tir 0,1
dén khoang 5 gidy, hodc khoang 5 dén khoang 10 giy, hodc khoang 10 dén khoang 15
gidy, hodc khoang 15 dén khoang 20 gidy, hoic khoang 20 dén khoang 30 gidy, bao gdm
ca khoang nho bét ky giita chung va cac phén sb ctia chiing.

Theo cac phuong 4n, chit dém pha lodng thir nhit bao gdm: chat dém c6 do pH tir
khoang 5,5 dén khoang 7,0; va tiry ¥, ndng do natri clorua 1én dén khoang 100 mM. Vi
du, chit dém pha loang thir nhét c6 thé bao gom chit dém Tris 1én dén khoang 20 mM,
hozic chit dém phosphat 40 mM dén 90 mM, hoic chat dém HEPES 20 mM dén 50 mM,
hodc chat dém phosphat 45 mM do pH 6,5.

Theo c4c phuong 4n, chit dém pha lodng thtr nhat nay c6 thé tiy ¥ chira ndng do natri
clorua 1én dén khoang 50 mM.

Theo c4c phuong 4n, chit dém pha lodng tht hai ndy c6 thé bao gdm chét dém c6 do pH
tir khoang 7,4 dén 8,0; va tlry ¥, ndng do natri clorua lén dén khoang 100 mM.

Theo cc phuong 4n, chit dém pha lodng thir hai nay c6 thé tiy ¥ bao gdm dung dich

natri clorua lén dén khoang 50 mM.
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Theo cac phwong 4n, chit dém thtr hai nay bao gém sucroza 1én dén khoang 15% trong
lwong/thé tich. Theo mot sb phuong 4n, sucroza c6 mit 1én dén khoang 12% trong
lwong/thé tich, hodc 1én dén khoang 10% hozc 1én dén khoang 8%, hoic 1én dén khoang
5%, hodc 1én dén khoang 1%. Theo mét sb phwong 4n, sucroza thi vang mit.

Theo cac phuong 4n, chat dém thtr hai nay bao gdm chat chéng oxy héa lén dén khoang
0,5% trong lwong/thé tich. Theo mot s phuong 4n, chat chong oxy héa thi ving mit.
Theo mdt s6 phuong 4n, chit chéng oxy héa nay c6 mit 1én dén khoang 0,4% trong
luogng/thé tich, hodc khoang 0,3%, hodc khoang 0,2%, hodc khoang 0,1% trong lugng/thé
tich.

Theo cac phuong 4n, chat dém tht hai ndy chta 1én dén 20 mM cua chét tao chelat.

Theo c4c phuong 4an, dung dich diu ra dugc pha lodng thir nhat nay chira khoang 1,0%
dén khoang 10,0% etanol. Theo mot sb phuong an, dung dich dau ra dugc pha lodng thu
nhit nay chua tir khoang 2% dén khoang 8% etanol, hodc tir khoang 3 dén khoang 7%
etanol, bao gdm ca khoang nho bat ky giita ching va c4c phén s6 cta ching.

Theo c4c phuong 4n, chit dém pha lodng thtr nhat dugc bom & toc do dong chay tir
khoang 80 mL/phut dén khoang 900 mL/phut. Theo mot s6 phuong 4n, tbc dd dong chay
nay 1a tir khoang 80 mL/phut dén khoang 150 mL/phit, hodc khoang 150 dén khoang
200, hodc khoang 200 dén khoang 250, hodc khoang 250 dén khoang 300, hodc khoang
300 dén khoang 400, hoic khoang 400 dén khoang 500, hodc khoang 500 dén khoang
600, hozc khoang 600 dén khoang 700, hodc khoang 700 dén khoang 900 mL/phit., bao
gdm ca khoang nho bét k¥ gitta chung va cic phan s6 ctia chung.

Theo cic phuong 4n, chit dém pha lodng thir hai duge bom & tc do dong chay tir khoang
240 mL/phut dén khoang 5400 mL/phtit. Theo mét s6 phuwong 4n, toc do dong chdy nay
l1a tir khodng 240 dén khoang 500 mL/phut., hodc khoang 500 dén khoang 1000, hoic
khoang 1000 dén khoang 1500, hodc khoang 1500 dén khoang 2000, hozc khong 2000
dén khoang 2500, hodc khoang 2500 dén khoang 3000, hozc khoang 3000 dén khoang
3500, hodc khoang 3500 dén khoang 4000, hoic khoang 4000 dén khoang 4500, hodc
khoang 4500 dén khoang 5000, hodc khoang 5000 dén khoang 5500 mL/phit., bao gém
ca khoang nho bét ky gifta chiing va cac phan sd cta ching.

Theo cac phuong 4n, dung dich ddu ra c6 tong téc do dong chay nim trong khoang tir
khoang 120 mL/phut dén khoang 300 mL/phuit.

Theo cac phwong 4n, lipit cation ndy c6 cau tric ¢6 Cong thirc I:
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hodc mubi dugc dung hodc solvat ctia nd, trong do

mdi R’ va R® duoc ddc 14p chon lya tir nhém gém C1-Cs1 alkyl, C2.Csp alkenyl hodc Ca.Csy
alkynyl tuyén tinh hodc phan nhanh va cholesteryl;

mdi LSva LS dwoc doc 1ap chon lya tir nhém gdm C1-Cao alkyl va Co.Cao alkenyl tuyén
tinh;

X5 1a -C(0)0- hoidc -OC(0)-;

X® 1a -C(0)0- hoac -OC(0)-;

X714 S hodc O;

L7 14 ving mit hodc alkyl thdp hon;

R* 14 C1.Cs alkyl tuyén tinh hodc phan nhanh; va

mdi R7 va R® dwoc doc 1ap chon lua tir nhém gdm hydro va C1-Cs alkyl tuyén tinh hosc
phén nhanh.

Theo cac phuong 4n, hat nano ARN duoc bao nang bang lipit c6 kich ¢& hat trung binh
nim trong khoang tir khoang 50 nm dén khoang 120 nm. Theo mot s6 phuong 4n, kich c&
hat trung binh nay 1a tir khoang 60 dén khoang 120 nm, khoang 70 dén khoang 120 nm,
hodc khoang 70 dén 90 nm, bao gdm ca khoang nho bt ky gifta chiing va cc phan sb
cta chung.

Theo cac phuong 4n, dd da phan tan ctia hat nano ARN duoc bao nang bang lipit khong
vuot qua khoang 0,2.

Theo cac phuong 4n, phan lipit ciia hat nano ARN dugc bao nang bang lipit con bao gdm
mdt hodc nhiéu chit dugce chon lya tir nhém gdm lipit trg gitp, cholesterol, va thé tiép
hop lipit PEG.

Theo cac phuong an, ARN nay 1a ARN tu sao chép.

Theo céc phuong 4n, céc phuong phap c6 thé con bao gom viée lam dong kh6 dung dich

dau ra dugc pha loang cudi cung.

10



51961 11/86

Céc phwong an dugc d& cap trén day da két hop trong dang két hop bét ky va biéu dién
céc phuong 4n 1am vi du. Mot su hiéu day da hon vé cac phuong 4n ndy duoc dua ra
thém dudi day trong ban mé ta ndy va trong phan cic Vi du Thuc hién Sang ché duéi
day.

Cac dang ché phim trén co sé lipit

Céc liéu phap dua trén su phan phdi ndi bao cuia cac axit nucleic dén cac té bao dich dbi
mat véi ca hang rao ngoai bao va hang rao ndi bao. Thuc su, khong thé cho dung chat
liéu axit nucleic trdn mot cach d& dang theo kiéu toan than do ddc tinh, tinh on dinh thap
trong huyét thanh, muc thanh thai nhanh chéng & than, mtrc hap thu giam boi céc té bao
dich, mirc hap thu thé thyc bao ciia chiing va kha ning ctia ching trong viéc hoat héa dép
mg mién dich, tit ca cac dic tinh ma ngin can su phat trién 1dm sang cta ching. Khi
chét liéu axit nucleic ngoai sinh (vi dy, mARN) xam nhap h¢ théng sinh hoc cua nguoi,
thi chat liéu nay dugc nhan biét boi hé théng ludi ndi mac (reticuloendothelial system -
RES) 14 mam bénh ngoai lai va duoc thanh thai khoi dong luu théng méu trude khi c6 co
hoi gip céc té bao dich trong hodc ngoai hé thng mach mau. P4 ¢6 ghi nhan rang thoi
gian ban huy cta axit nucleic trin trong dong mau 14 khoang mot vai phut (Kawabata K,
Takakura Y, Hashida MPharm Res. 1995 Jun; 12(6):825-30). Dang cai bién hoa hoc va
phwong phép phén phdi dung din c6 thé 1am giam miic hdp thu béi RES va bao vé céc
axit nucleic khoi su suy bién boi cac nucleaza rong khip, didu nay 1am ting tinh 6n dinh
va d6 hiéu nghiém cua cac li€u phép trén co s¢ axit nucleic. Ngoai ra, cdc ARN hodc
ADN 14 c4c polyme wa nudc anion ma khong thudn loi cho su hip thu bsi céc té bao,
phén nay ciing c6 tinh anion & bé mat. Vi vdy, su thanh cong ctia cac liéu phap trén co so
axit nucleic hau nhu phu thudc vao su phat trién cua cac chit din hodc vecto ma co thé
phan phdi mot cach c6 hiéu qua va hitu hiéu vat liéu gen dén cac té bao dich va thu dugc
cac muc biéu hién in vivo da véi doc tinh tdi thiéu.

Hon nita, sau khi ndi bao hoéa vao té bao dich, vecto phan phéi axit nucleic dugc thir
thach bang cac hang rao ndi bao, bao gdm ca sw kim giit thé ndi bao, su suy bién thé tidu
bao, sy giai nén axit nucleic khoi vecto, su chuyén vi bang qua mang nhan (d6i v&i
ADN), va giai phéng & bao twong (dbi véi ARN). Vi vay, liéu phép trén co so axit
nucleic thanh céng phu thudc vao kha ning cua vecto trong viéc phan phdi cac axit
nucleic dén céc vi tri dich bén trong cac té bao dé thu duoc di mic hoat tinh mong mudn

nhu mtrc bicu hién cia gen.
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Trong khi mét vai liéu phap gen da c¢é thé sir dung mot cach thanh céng vecto phan phdi
virut (vi du, AAV), thi cac dang ché pham trén co s& lipit ngay cang duoc cong nhén 13
mdt hé théng trong s6 cac hé thong phan phdi ddy hira hen nhét dbi véi ARN va cac hop
chét axit nucleic khac do do twong hop sinh hoc ciia ching va su dé dang cta viéc san
xult quy mé 16n cta ching. Mot trong céc bude tién déang ké nhit trong céc liéu phap
axit nucleic trén co s¢ lipit x&y ra vao thang 8 nadm 2018 khi Patisiran (ALN-TTRO02) 1a
chét tri liéu siARN dau tién dugc ca Cuc Quan 1y Duoc phdm va Thuc phém (Food and
Drug Administration - FDA) Hoa Ky va Uy ban Chau Au (European Commission - EC)
phé duyét. ALN-TTRO2 14 dang ché phdm siARN dua trén cai goi 12 cong nghé chuyén
nhiém Hat Lipit Axit nucleic On dinh (Stable Nucleic Acid Lipid Particle - SNALP).
Maic cho su thanh cong cua Patisiran, sy phan phéi ctia chat axit nucleic tri liéu, bao gdm
ca mARN, thong qua cac dang ché phim lipit van dang trai qua qua trinh phét trién.

Mot s chit dan phan phdi dugc tao dang ché phim bang lipit duge cong nhén trong linh
vuc k§ thuat nay ding cho chét axit nucleic tri liéu bao gdm, theo cac phuong an khéc
nhau, cdc chit mang trén co s& polyme, nhu polyetylenimin (PEI), dang ché phim chira
dang lipit, hat nano lipit va liposom, nanoliposom, nanoliposom chita xeramit, liposom
da bong, proteoliposom, ca bong tiét ngoai bao tu nhién va bong tiét ngoai bao dugc lay
bang cach tdng hop, cac thé dang 16p tu nhién, tdng hop va ban tong hop, dang hat nano,
mixen, va nhil tuong.

Céc dang ché phim lipit nay thay dbi v& c4u tric va ché phdm cia ching, va nhu ¢6 thé
dugc ky vong trong linh vuc phat trién moét cach nhanh chéng, mdt vai thuat ngit khac
nhau d4 duogc s dung trong linh vuc k¥ thuat nay d& mo ta mot loai chét din phan phéi
don 1&. Cung luc, cac thuét ngir ding cho cac dang ché pham lipit d& dwgc dic két mot
cach thudng xuyén xuyén subt tai liéu chuyén nganh khoa hoc, va cach st dung khong
nhat quan ndy d3 gy ra su 14n 16n vé y nghia chinh x4c ctia mot vai thuat ngit dung cho
cdc dang ché phim lipit. Trong s6 mot vai dang ché phim lipit tiém ning, thi cac
liposom, liposom cation, va hat nano lipit dugc md ta chi tiét va dinh nghia mot cch cu

thé trong ban mo ta nay vi cac muc dich cua sang che nay.

Cac liposom
Céc liposom thong thudng 14 céc bong ma gdm it nhat mot cAu tric hai 16p va ngin dang

nuéc bén trong. Cac mang ciu triic hai 16p cua cic liposom thudng duoc tao thanh boi
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cac phan tir ludng 4i, nhu céc lipit ¢6 ngudn gbe tdng hop hodc tur nhién ma bao gém céc
mién va nude va ky nuée duge phan cach vé khong gian (Lasic, Trends Biotechnol., 16:
307-321, 1998). Cac mang ciu tric hai 16p cua céc liposom ciing c6 thé dugc tao thanh
boi cac polyme va cc chit hoat dong bé mit ludng 4i (vi du, polymeosom, niosom, v.v.).
Nhin chung, ching ¢6 mit & dang bong c6 dang hinh ciu va vé kich ¢&, ¢ thé ndm trong
khoang tir 20 nm dén mét vai micromét. C6 thé didu ché cac dang ché phim liposom &
dang phén tan chit keo hodc c6 thé 1am dong khé ching dé 1am giam cac nguy co vé tinh
6n dinh va dé cai thién thoi han sir dung cia cac thudc trén co so liposom. Céc phuong
phap diéu ché cac ché phdm liposom 14 da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy va ndm trong
pham vi k¥ ning ctia chuyén gia c6 hiéu biét trung binh.

Céc liposom ma chi ¢6 mét cdu tric hai 16p dugc goi 1a dang don 16p, va nhiing loai c6
nhidu hon mét ciu tric hai 16p duge goi 1 dang da 16p. Céc loai liposom thong thudng
nhét 13 céc bong dang don 16p nho (small unilamellar vesicle - SUV), cac bong dang don
16p 16n (large unilamellar vesicle - LUV), va cac bong dang da 16p (multilamellar vesicle
- MLV). Tréi nguoc véi cac liposom, cac thé tiéu bao, mixen, va mixen duoc dao nguoc
dugc hop thanh tir cac cu triac don 16p cua céc lipit. Nhin chung, liposom dwoc nghi dén
& dang c¢6 mot ngan bén trong don 1é, tuy nhién, mot s dang ché pham c6 thé 13 liposom
da bong (multivesicular liposome - MVL), phan ndy gdm nhiéu ngin dang nuéc bén
trong khong lién tuc khac nhau dugc phan cach bing mot vai ciu tric hai 16p lipit khong
ddng tam.

Céc liposom tir 14u d& dwoc cam nhan 13 cic chat dan phan phdi thude bsi vi do twong
hop sinh hoc uu viét ciia ching, cho du ring cac liposom vé co ban 14 cac chit dong déng
clia cac mang sinh hoc va c6 thé dugc didu ché tir ca phospholipit tw nhién va
phospholipit tbng hop (Int. J. Nanomedicine. 2014; 9:1833-1843). Trong cich str dung
ching 1am céc chéat din phan phdi thubc, cac chat tan wa nudc duoc hoa tan trong 16i
liposom khong thé di chuyén qua mang ky nudc cia cdu tric hai 16p mot cach dé dang,
va cac hop chét ky nuéc s& gin lién véi cu trac hai 16p. Vi vay, liposom c6 thé dugc nap
cac phan tir ky nudc va/hodc wa nude. Khi liposom duge sir dung dé mang axit nucleic

nhu ARN, axit nucleic nay dugc chira trong ngén liposom trong pha nuéec.
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Liposom cation

Céc liposom c¢6 thé dugc hop thanh tir c4c lipit cation, anion, va/hodc trung tinh. Trong
vai tro 1a mot phan nhém quan trong cua céac liposom, cac liposom cation 1a liposom ma
duoc tao ra toan bd hoac mot ph?m tr cac lipit mang dién tich duwong, hodc cu thé hon 1
lipit ma bao gdm ca nhém cation va phan ua chat béo. Ngoai cac dic diém tong quat
duoc xac dinh trén day dbi véi céc liposom, cac gbc mang dién tich dwong cua céc lipit
cation dugc st dung trong liposom cation dem lai mot vai uu diém va mot s6 dic tinh cu
trac dac thu. Vi du, phﬁn wa chét béo cua lipit cation 1a ky nudc va vi vay, sé& dan dAt
chinh né cach xa v6i phin bén trong dang nudc cia liposom va gin lién véi cac loai
khéng phén cuc va ky nude khac. Nguoc lai, gbc cation s& gin lién v6i moi trudng dang
nudc va quan trong hon 13, véi cac loai va phan tir phan cuc ma né cé thé tao phtic chét
trong phan bén trong dang nudc cua liposom cation. Vi cac 1y do ndy, liposom cation
ngay cang dugc nghién ciru dé sit dung trong lidu phap gen do tinh thuén loi cia chiing
huéng vé cac axit nucleic mang dién tich 4m thong qua céc tuong tac tinh dién, dem lai
cac phic chit ma dem lai do tuong hop sinh hoc, doc tinh thép, va kha nang thuc hién
viéc san xuét quy md 16n can thiét cho cac ung dung 1am sang in vivo. Cac lipit cation

thich hop dé str dung trong liposom cation duge liét ké dudi ddy trong ban mo ta nay.

Hat nano lipit

Trai ngugce véi cac liposom va liposom cation, hat nano lipit (lipid nanoparticle - LNP)
¢6 chu tric ma bao gdm mot ciu tric don 16p hodc cAu tric hai 16p don 1é cua céc lipit
ma bao nang hop chit trong pha ran. Vi vay, khong giéng v&i cac liposom, hat nano lipit
khong c6 pha nudc hodc pha 1éng khéc trong phan bén trong ctia né, nhung hon thé, cic
lipit tlr v6 céu tric hai 16p hodc cu tric don 16p dugc tao phirc chdt mot cach truc tiép
vao hop chét bén trong, nhd d6 bao nang né trong 161 rin. Hat nano lipit thudong 13 cic
bong ¢6 dang hinh cdu ¢6 sy phan tan twong d6i ddng déu vé hinh dang va kich ¢&. Trong
khi tai liéu chuyén nganh khoa hoc thay ddi vé kich ¢& nao lam cho hat lipit da tw c4ch 1a
dang hat nano, thi c6 mét sé diém chdng l4n trong viéc dong y rang hat nano lipit c6 thé
¢6 dudng kinh nim trong khoang tir 10 nm dén 1000 nm. Tuy nhién, thong thudng hon
13, chung dugc xem 14 nhdé hon 120 nm hoéc thdm chi 100 nm.

D&i v6i cac hé théng phéan phéi axit nucleic hat nano lipit, vé lipit c6 thé dugc tao dang

ché pham dé bao gdm lipit cation c6 thé ion héa dwgc ma c6 thé tao phirc chat vao va gén
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lién véi xuong séng mang dién tich 4m cua 161 axit nucleic. Céc lipit cation c¢6 thé ion
héa dugc ¢ tri s6 pKa biéu kién dudi khoang 7 c6 loi ich 1a dem lai lipit cation dé tao
phttc chét v6i xuong sdng mang dién tich 4m cla axit nucleic va nap vao hat nano lipit &
tri s6 d6 pH duéi pKa cta lipit ¢6 thé ion héa dugc ma & d6, né mang dién tich duong.
Sau d6, & tri s6 do pH sinh ly, hat nano lipit c6 thé van dung phﬁn bén ngoai twong dbi
trung tinh cho phép c6 duoc murc ting dang ké vé thoi gian ban hiy luu thong ctia cac hat
sau khi cho dung trong tinh mach. Trong bdi canh vé& cach phan phdi axit nucleic, hat
nano lipit dem lai nhiéu vu diém so véi cic hé thong phan phdi axit nucleic trén co s&
lipit khac bao gdm ca hiéu qua bao nang axit nucleic cao, su chuyén nhiém cong hiéu,
mirc thAm nhép vao md dé phan phéi chét tri liéu duge cai thién, va mirc cia tinh gay doc
té bao va tinh sinh mién dich thap.

Trude khi phat trién cac hé thdng phan phdi hat nano lipit ding cho céc axit nucleic, cac
lipit cation dwgc nghién ciru mot cach rong khép trong vai trd 13 chat lidu tong hop dung
cho viéc phan phdi cac thude axit nucleic. Trong cac nd luc sém ndy, sau khi tron cling
nhau & d6 pH sinh 1y, c4c axit nucleic dugc lam ngung tu bang cac lipit cation dé tao
thanh céc phuc chét lipit-axit nucleic duoc biét dén véi tén goi la céc phirc chét lipit. Tuy
nhién, cac phuc chét lipit da ching to 12 khong 6n dinh va dic trung bai cdc mirc phan bd
kich ¢& rong nam trong khoang tir thang do dudi micromét dén mot vai micromét. Céc
phttc chét lipit, nhu chit phan tmg Lipofectamine®, di tim dwoc tinh hitu dung dang ké
cho phuong phap chuyén nhidm in vitro. Tuy nhién, cac phiic chét lipit thé hé thir nhat
nay chua ching t6 13 hitu ich in vivo. Kich ¢& hat 16n va dién tich duong (dugc truyén
bang lipit cation) dem lai mérc thanh thai nhanh chéng trong huyét twong, tan huyét va

cac doc tinh khac, cling nhu sy hoat hda hé mién dich.

Ciac dang ché pham lipit-mARN

Chat mARN nhu dugc bdc 16 trong ban mé ta ndy hosic mudi duge dung cia nd cb thé
duoc sap nhap vao dang ché pham lipit (tic 13, chat dan phéan phdi trén co s lipit).

Trong ngft canh cua sang ché nay, chat din phan phdi trén co sé lipit thudng gitp vén
chuyén mARN mong muén vao té bao hoic md dich. Chat din phéan phdi trén co so lipit
c6 thé 1a chat dan phéan phdi trén co s& lipit thich hop bt ky da biét trong linh vuc k§
thuat nay. Theo mot s6 phuong an, chit din phéan phdi trén co sé lipit nay 13 liposom,

liposom cation, hodc hat nano lipit chita mARN theo sang ché nay. Theo mét s6 phwong
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4n, chét dan phan phdi trén co s& lipit ndy bao gdm hat nano hosc ciu tric hai 16p cia
cac phan tir lipit va mARN theo sang ché nay. Theo mdt sé phuong 4n, t6t hon, néu cdu
trac hai 16p lipit con bao gdm lipit trung tinh hodc polyme. Theo mdt sé phuwong 4n, t6t
hon, néu dang ché phim lipit bao gdm moéi truong long. Theo mot sb phuong an, tot hon,
néu dang ché phdm nay bao nang thém axit nucleic. Theo mot s6 phuong 4n, tot hon, néu
dang ché pham lipit nay con bao gém axit nucleic va lipit trung tinh hodc polyme. Theo
mdt s6 phwong 4n, t6t hon, néu dang ché pham lipit ndy bao nang axit nucleic.

Ban mé ta nay dua ra cac dang ché pham lipit bao gdbm mot hozc nhiéu phan tr mARN
tri liéu duoc bao nang trong dang ché phém lipit. Theo mat sb phuong an, dang ché phém
lipit nay chira céc liposom. Theo mot sé phwong an, dang ché pham lipit ndy chira
liposom cation. Theo mdt s6 phuong 4n, dang ché pham lipit nay chira hat nano lipit.
Theo mot sb phuong 4n, mARN nay dugc bao nang hoan toan trong phan lipit cia dang
ché phim lipit sao cho mARN trong dang ché pham lipit ndy c6 tinh dé khang trong dung
dich nuée ddi véi hién twong suy bién nucleaza. Theo cic phuong an khéc, cdc dang ché
phém lipit dugc mé ta trong ban mé ta nay vé co ban khong ddc ddi véi cac dong vat co
va nhu con nguoi.

Céc dang ché phim lipit theo sang ché cling thudng c6 téng ty sd lipit: ARN (ty s6 khoi
lwong/khdi luong) 13 tir khoang 1:1 dén khoang 100:1, tir khoang 1:1 dén khoang 50:1, tir
khoang 2:1 dén khoang 45:1, tir khoang 3:1 dén khoang 40:1, tir khoang 5:1 dén khoang
38:1, hodc tir khoang 6:1 dén khoang 40:1, hodc tir khoang 7:1 dén khoang 35:1, hodc tir
khoang 8:1 dén khoang 30:1; hoic tir khoang 10:1 dén khoang 25:1; hodc tir khoang 8:1
dén khoang 12:1; hodc tir khoang 13:1 dén khoang 17:1; hodc tir khoang 18:1 dén khoang
24:1; hodc tir khoang 20:1 dén khoang 30:1. Theo mdt s6 phuong 4n dugc wu tién, tong
ty sb lipit: ARN (ty sé khdi lugng/khdi lwong) 13 tir khoang 10:1 dén khoang 25:1. Ty sb
nay co thé 12 tri s6 hodc tri sb con bat ky trong pham vi cac khoang duogc liét ké, bao gém
ca cac diém dau mat.

Céac dang ché pham lipit theo sang ché nay thudong cé dudng kinh trung binh 13 tir khoang
30 nm dén khoang 150 nm, tir khoang 40 nm dén khoang 150 nm, tir khoang 50 nm dén
khoang 150 nm, tir khoang 60 nm dén khoang 130 nm, tir khoang 70 nm dén khoang 110
nm, tir khoang 70 nm dén khoang 100 nm, tir khoang 80 nm dén khoang 100 nm, tir
khoang 90 nm dén khoang 100 nm, tir khoang 70 dén khoang 90 nm, tir khoang 80 nm
dén khoang 90 nm, tir khoang 70 nm dén khoang 80 nm, hodc khoang 30 nm, khoang 35
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nm, khoang 40 nm, khoang 45 nm, khoang 50 nm, khodng 55 nm, khoang 60 nm, khoang
65 nm, khodng 70 nm, khoang 75 nm, khodng 80 nm, khoang 85 nm, khoidng 90 nm,
khoang 95 nm, khoang 100 nm, khodng 105 nm, khoang 110 nm, khoadng 115 nm,
khoang 120 nm, khoang 125 nm, khoang 130 nm, khoang 135 nm, khoang 140 nm,
khoang 145 nm, hodc khoang 150 nm, va v& co ban 13 khong doc. Pudng kinh niy c6 thé
1a tri s6 hodc tri s& con bét ky trong pham vi cic khoang dugc liét ké, bao gdm ca céc
diém dAu mat. Ngoai ra, cc axit nucleic, khi ¢c6 mat trong hat nano lipit theo sang ché
nay, 1a c6 tinh d& khang trong dung dich nudc d6i v6i hién tuong suy bién do nucleaza.
Theo cac phuong 4n dugc wu tién, cac dang ché pham lipit ndy chira mARN, lipit cation
(vi dy, mot hodc nhiéu lipit cation hodc cac mubi cia ching dugc mo ta trong ban mo ta
nay), phospholipit, va lipit dugc tiép hop ma rc ché murc két tu cia cac hat (vi dy, mot
hoac nhiéu thé tiép hop lipit-PEG). Cac dang ché pham lipit nay ciing c6 thé bao gdm
cholesterol.

Trong cac dang ché pham axit nucleic-lipit, mARN nay c6 thé dugc bao nang hoan toan
trong phan lipit ciia dang ché pham, nhd d6 bao vé axit nucleic khéi hién tuong suy bién
nucleaza. Theo céc phwong 4n dwoc wu tién, dang ché pham lipit chtra mARN dugc bao
nang hoan toan trong phan lipit ciia dang ché pham lipit, nhd d6 bao vé axit nucleic khéi
hién twong suy bién nucleaza. Trong céc trudng hop nhit dinh, mARN trong dang ché
pham lipit nay vé& co ban khong bi suy bién sau khi cho hat tiép xtic véi nucleaza & 37 °C
trong it nhét 20, 30, 45, hoic 60 phut. Trong cac truong hop khac nhét dinh, mARN trong
dang ché phim lipit ndy vé& co ban khong bi suy bién sau khi u dang ché phim trong
huyét thanh & 37 °C trong it nhét 30, 45, hodc 60 phut hodc it nhat 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, hodc 36 gio. Theo cac phuong 4n khéc,
mARN nay dugc tao phirc chat véi phan lipit ciia dang ché pham.

Trong bdi canh v& cac axit nucleic, ¢6 thé xac dinh mirc bao nang hoan toan bang cich
thuc hién thir nghiém loai trir thudc nhudm huynh quang khong thé thAm duge qua mang,
thir nghiém nay st dung thudc nhudm ma c6 mic huynh quang duoe ting cudng khi gén
lién vé6i axit nucleic. Mic bao nang dugc xac dinh bang cach bd sung thudc nhudém vio
dang ché pham lipit, do mic huynh quang thu dugc, va so sanh mutc huynh quang nay
v6i mirc huynh quang dugc quan séat thiy sau khi bd sung mét lugng nhé clia chét tay
khong ion. Su pha v 16p lipit do chét tdy 1am trung gian giai phong axit nucleic dugc

bao nang, cho phép chit nay twong tac v6i thudc nhudm khoéng thé thAm duge qua mang.
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Muic bao nang Axit nucleic c¢6 thé duge tinh toan 1a E = (Io - I)/Io, trong d6 I va Io duoc
dimg d& chi cac mirc cudng d6 huynh quang trude va sau khi bd sung chit tiy.

Theo cac phuong 4n khéc, sang ché nay dé xuét ché pham axit nucleic-lipit bao gdm
nhiéu liposom-axit nucleic, liposom cation-axit nucleic, hodc hat nano lipit-axit nucleic.
Theo mot s phuong 4n, ché phdm axit nucleic-lipit niy chira nhiéu liposom-mARN.
Theo mot sd phuong 4n, ché phim axit nucleic-lipit ndy chira nhiéu liposom cation-
mARN. Theo mét sé phuong 4n, ché phdm axit nucleic-lipit ndy chira nhiéu hat nano
lipit-mARN.

Theo mot s6 phuong an, cic dang ché pham lipit ndy chira mARN ma dugc bao nang
hoan toan trong phan lipit ciia dang ché pham, sao cho tir khoang 30% dén khoang 100%,
tir khoang 40% dén khoang 100%, tir khoang 50% dén khoang 100%, tir khoang 60% dén
khoang 100%, tir khoang 70% dén khoang 100%, tir khoang 80% dén khoang 100%, tir
khoang 90% dén khoang 100%, tir khoang 30% dén khoang 95%, tir khoang 40% dén
khoang 95%, tir khoang 50% dén khoang 95%, tir khodng 60% dén khoang 95%, tir
khoang 70% dén khoang 95%, tir khoang 80% dén khoang 95%, tir khoing 85% dén
khoang 95%, tir khoang 90% dén khoang 95%, tlir khoang 30% dén khoang 90%, tir
khoang 40% dén khoang 90%, tir khoang 50% dén khoing 90%, tir khoang 60% dén
khoang 90%, tir khoang 70% dén khoang 90%, tir khoang 80% dén khoang 90%, hodc it
nhét khoang 30%, khoang 35%, khoang 40%, khoang 45%, khoing 50%, khoang 55%,
khoang 60%, khoang 65%, khoang 70%, khoang 75%, khoang 80%, khoing 85%,
khoang 90%, khoang 91%, khoang 92%, khoang 93%, khoang 94%, khoing 95%,
khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%, hodc khoang 99% (hodc phan s6 bat ky cua
ching hodc khoang trong d6) cua cac hat c6 mARN dugc bao nang trong do. Luong nay
c6 thé 1a tri s6 hodc tri s6 con bét ky trong pham vi cac khoang dugc liét ké, bao gém ca
cac diém dau mut.

Tuy thudc vao cach st dung dugc du dinh ctua dang ché phém lipit, cac ty 1€ cua cac hop
phan c6 thé dugc thay dbi, va hiéu qua phan phdi cia mot dang ché pham cu thé c6 thé
dugc do bang cach str dung cac thir nghiém da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Theo mot sb phuong an, polynucleotit c6 thé biéu hién dugc va cdu tric mARN duge mo
ta trong ban mo ta nay duoc tao dang ché pham lipit. Tét hon, néu dang ché pham lipit

duoc chon lya tir, nhung khong chi gidi han ¢, cac liposom, liposom cation, va hat nano
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lipit. Theo mot phuong an dugc uvu tién, dang ché phém lipit 1& liposom cation hodc hat
nano lipit (lipid nanoparticle - LNP) bao gdm:

(a) mARN theo sang ché nay,

(b) lipit cation,

(c) chét 1am giam mirc két tu (nhu lipit polyetylen glycol (PEG) hoic lipit dugc cai bién
bing PEG),

(d) tuy y, lipit khong cation (nhu lipit trung tinh), va

(e) tuy y, sterol.

Theo mdt s6 phuong 4n, lipit cation nay 14 lipit cation c6 thé ion héa dugc. Theo mot
phwong 4n, dang ché phdm hat nano lipit nay gém (i) it nhat mot lipit cation; (ii) lipit tro
gitip; (iii) sterol (vi du , cholesterol); va (iv) lipit-PEG, theo ty s6 mol 12 khoang 20% dén
khoang 40% lipit cation c¢6 thé ion héa dugc: khoang 25% dén khoang 45% lipit trg gitip:
khoang 25% dén khoang 45% sterol; khoang 0,5-5% lipit-PEG. C4c lipit cation lam vi du
(bao gdm ca céc lipit cation ¢ thé ion hoa dugc), cac lipit trg gitp (vi du, céc lipit trung
tinh), sterol, va cac lipit chtra phdi tir (vi du, lipit-PEG) duoc md ta duéi day trong ban
mo ta nay.

Viéce chon lwa cac lipit cu thé va cac ché phim tinh theo % twong dbi cua ching phu
thuoc vao mot vai yéu t§ bao gdm ca tac dung tri liéu mong mudn, dich phan phdi duge
du dinh in vivo, va ché do liéu diung va tan suét duogc 1én ké hoach. Nhin chung, céc lipit
ma tuong ung véi ca do cong hiéu cao (tic 13, tac dung tri liéu nhu hoat tinh ha giam
muc biéu hién hodc hiéu qua dich m3) va kha néng phan huy sinh hoc dem lai mirc thanh
thai nhanh chéng & mé thi duoc wu tién nhét. Tuy nhién, kha ning phan hiy sinh hoc ¢6
thé 1a it quan trong hon déi v&i cac dang ché phdm ma dwoc du dinh cho chi mdt 1an cho
dung hodc hai 14n cho ding noi d6i tugng. Ngoai ra, ché phdm lipit c6 thé doi hoi phuong
phap xir Iy cong nghé cin than sao cho dang ché pham lipit giit nguyén hinh théi hoc ctia
no trong subt qua trinh cho dung in vivo va hanh trinh cia n6 dén dich duoc du dinh,
nhung, sau do, s& ¢6 thé giai phéng chét c6 hoat tinh sau khi hap thu vao cac té bao dich.
Vi vay, mot vai dang ché phém thudng can dugce danh gia dé tim dugc dang két hop kha
di tot nhét cta cac lipit theo ty sd mol kha di t6t nhit ctia c4c lipit cling nhu ty sb gitra
téng lipit va thanh phan c6 hoat tinh.

Céc hop phan lipit thich hop va cic phwong phap san xuét hat nano lipit 13 da biét &
trong linh vuc k¥ thuédt nay va dugc md ta, vi du, trong PCT/US2020/023442, U.S.

19



51961

8,058,069, U.S. 8,822,668, U.S. 9,738,593, U.S. 9,139,554, PCT/US2014/066242,
PCT/US2015/030218, PCT/2017/015886, va PCT/US2017/067756, ndi dung cua tai liéu

nay dugc dua vio day bang cach vién dan.

Cac lipit cation

T6t hon, néu dang ché phdm lipit bao gbém lipit cation thich hop cho viéc tao thanh
liposom cation hodc hat nano lipit. C4c lipit cation dugc nghién ciru mot cach rong khip
cho cach phan phdi axit nucleic béi vi ching c6 thé lién két véi cac mang mang dién tich
4m va kich thich mtrc hip thu. Nhin chung, céc lipit cation 13 c4c chét ludng 4i chira
nhém dau wa nuée duong tinh, hai (hodc nhiéu hon) dudi va chit béo, hoic phfin steroit
va phan két ndi giita hai mién nay. Tt hon, néu lipit cation mang dién tich duong toan
phan ¢ khoang do pH sinh ly. Theo truyén thong, liposom cation 14 cc hé théng phan
phéi khong virut thudng dugc st dung nhat cho oligonucleotit, bao gdm ca plasmit ADN,
oligo dbi nghia, va siARN/ARN dang kep téc nho-shARN. Céc lipit cation, nhu DOTAP,
(1,2-dioleoyl-3- trimetylamoni-propan) va DOTMA (N-[I-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-
N,N,N-trimetyl- amoni metyl sulfat) cé thé tao thanh cac phuc chit hodc cac phuc chét
lipit véi cac axit nucleic mang dién tich &m bang su twong tac tinh dién, dem lai hidu qua
chuyén nhiém in vitro cao.

Trong céc dang ché phém lipit hién bdc 19, lipit cation co6 thé 13, vi dy, N,N-dioleyl-N,N-
dimetylamoni clorua (DODAC), N,N-distearyl-N,N-dimetylamoni bromua (DDAB), 1,2-
dioleoyltrimetylamonipropan clorua (DOTAP) (con dugce biét dén voi tén goi 13 mubi N-
(2,3-dioleoyloxy)propyl)-N,N,N-trimetylamoni clorua va 1,2-Dioleyloxy-3-
trimetylaminopropan clorua), N-(1-(2,3-dioleyloxy)propyl)-N,N,N-trimetylamoni clorua
(DOTMA), N,N-dimetyl-2,3-dioleyloxy)propylamin (DODMA), 1,2-DiLinoleyloxy-N,N-
dimetylaminopropan (DLinDMA), 1,2-Dilinolenyloxy-N,N-dimetylaminopropan
(DLenDMA), 1,2-di-y-linolenyloxy-N,N-dimetylaminopropan (y-DLenDMA), 1,2-
Dilinoleylcarbamoyloxy-3-dimetylaminopropan  (DLin-C-DAP), 12-Dilinoleyoxy-3-
(dimetylamino)axetoxypropan  (DLin-DAC), 1,2-Dilinoleyoxy-3-morpholinopropan
(DLin-MA), 1,2-Dilinoleoyl-3-dimetylaminopropan (DLinDAP), 1,2-Dilinoleylthio-3-
dimetylaminopropan (DLin-S-DMA), 1-Linoleoyl-2-linoleyloxy-3-dimetylaminopropan
(DLin-2-DMAP), muébi 1,2-Dilinoleyloxy-3-trimetylaminopropan clorua (DLin-TMA.CI),
mudi 1,2-Dilinoleoyl-3-trimetylaminopropan clorua (DLin-TAP.Cl), 1,2-Dilinoleyloxy-3-
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(N-metylpiperazino)propan (DLin-MPZ), hodc 3-(N,N-Dilinoleylamino)-1,2-propandiol
(DLinAP), 3-(N,N-Dioleylamino)-1,2-propandiol (DOAP), 1,2-Dilinoleyloxo-3-(2-N,N-
dimetylamino)etoxypropan (DLin-EG-DMA), 2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminmetyl-[1,3]-
dioxolan (DLin-K-DMA) hodc cac chit dong ding cua chung, (3aR,5s,6aS)-N,N-
dimetyl-2,2-di((9Z,127)-octadeca-9,12-dienyl)tetrahydro-3aH-xyclopenta[d][1,3]dioxol-
5- amin, (62,97,287,317)-heptatriaconta-6,9,28,3 1-tetraen-19-yl4-
(dimetylamino)butanoat (MC3), LI'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-hydroxydodexyl)amin)etyl)(2-
hydroxydodexyl)amin)etyl)piperazin-1-yl)etylazanediyl)didodecan-2-ol (C12-200), 2,2-
dilinoleyl-4-(2-dimetylaminoetyl)-[1,3]-dioxolan (DLin-K-C2-DMA), 2,2-dilinoleyl-4-
dimetylaminmetyl-[1,3]-dioxolan ~ (DLin-K-DMA), (6Z,97,287,317)-heptatriaconta-
6,9,28  31-tetraen-19-yl  4-(dimetylamino) butanoat (DLin-M-C3-DMA),  3-
((62,972.,287,317)-heptatriaconta-6,9,28,3 I-tetraen-19-yloxy)-N,N-dimetylpropan-l-amin
(MC3  Ether), 4-((62,97,287,31 Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-yloxy)-N,N-
dimetylbutan-l-amin (MC4 Ether), hodc dang két hop bat ky cta ching. Cac lipit cation
khac bao gém, nhung khong chi gidi han ¢, N,N-distearyl-N,N-dimetylamoni bromua
(DDAB), 3P-(N-(N',N'-dimetylaminoetan)- carbamoyl)cholesterol (DC-Choi), N-(1-(2,3-
dioleyloxy)propyl)-N-2-(spermincarboxamido)etyl)-N,N-dimetylamoni trifluoraxetat
(DOSPA), dioctadexylamidoglyxyl carboxyspermin (DOGS), 1,2-dileoyl-sn-3-
phosphoetanolamin (DOPE), 1,2-dioleoyl-3-dimetylamoni propan (DODAP), N-(1,2-
dimyristyloxyprop-3-yl)-N,N-dimetyl-N-hydroxyetyl amoni bromua (DMRIE), va 2,2-
Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-[1,3]-dioxolan (XTC). Ngoai ra, cac ché pham thuong mai
cua cac lipit cation cé thé duoc st dung, nhu, vi du, LIPOFECTIN (bao gém ca DOTMA
va DOPE, sin c6 tt GIBCO/BRL), va Lipofectamine (bao gém DOSPA va DOPE, san
cé tr GIBCO/BRL).

Cac lipit cation thich hgp khac dugc boc 10 trong tai li€u: cac Cong b6 Pon Qubc té sb
WO 09/086558, WO 09/127060, WO 10/048536, WO 10/054406, WO 10/088537, WO
10/129709, va WO 2011/153493; cac Cong bd Bang sang ché Hoa Ky s 2011/0256175,
2012/0128760, va 2012/0027803; Bing sang ché Hoa Ky sb 8,158,601; va Love va dong
tac gia, PNAS, 107(5), 1864-69, 2010, ndi dung cuia tai liéu nay dugc dua vao day bflng
cach vién dan.

C4c lipit cation thich hop khac bao gdm nhiing loai c6 cac nhém axit béo thay thé khac

va cac nhém dialkylamino khéac, bao gdm cé nhiing loai, ma trong d6 cic phan tir thé
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alkyl 1a khac nhau (vi du, N-etyl- N-metylamino-, va N-propyl-N-etylamino-). Céc lipit
nay 13 mot phan cia chung loai con cila cac lipit cation dugc goi 13 céc lipit amino. Theo
mot s& phuong 4n vé cac dang ché pham lipit duge mo ta trong ban md ta ndy, lipit cation
13 lipit amino. Nhin chung, c4c lipit amino c6 it chudi axyl bdo hoa hon dugc dinh kich
¢ mot cach dé dang hon, cu thé 13 khi cac phiic chat nay phai duge dinh kich ¢& dudi
khoang 0,3 micromét, vi cac muc dich cua viéc ti€t tring béng b6 loc. C6 thé st dung céac
lipit amino chira cac axit béo khong bdo hoa c6 do dai chudi carbon nam trong khoang tir
Cis dén Cyp. Cac khung khac ciing ¢6 thé dugc sit dung dé tach nhém amino va axit béo
hozc phan alkyl béo ctia lipit amino.

Theo mot sé phwong 4n, dang ché pham lipit nay chia lipit cation c6 Cong thirc I theo
don dang ky bing sang ché PCT/EP2017/064066. Trong ngit canh nay, phan boc 16 cia
PCT/EP2017/064066 ciing dugc dua vao day bang cach vién dan.

Theo mot sb phuong 4n, cac lipit cation hodc amino theo séng ché nay 14 c6 thé ion hoa
duge va c6 it nhat mot nhém cé thé proton héa duge hoic nhém cé thé khnr proton duoc,
sao cho lipit ndy mang dién tich duong & do pH ¢ hodc dudi do pH sinh ly (vi du, do pH
7,4), va trung tinh & do pH th hai, t5t hon, néu & hodc trén do pH sinh 1y. T4t nhién, can
phai hiéu rang viéc bd sung hodc loai bo céc proton trong vai trd 14 chitc ning cia do pH
13 quy trinh trang thai cin bang, va ring viéc dé cap dén lipit mang dién tich hoic trung
tinh dugc dung d& chi ban chét cua cac loai ndi tréi va khong doi hoi rang tat ca lipit nay
phai c6 mit du6i dang mang dién tich hodc trung tinh. Cac lipit ma c6 nhiéu hon mot
nhém c6 thé proton héa dwgc hodc nhém cé thé khir proton duge, hodc lipit 14 ion ludng
cuc, khong bi loai trir khoi céch st dung theo séng ché. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
céc lipit c6 thé proton héa duwgc c6 pKa cua nhém c6 thé proton héa duge ndm trong
khoéang tir khoang 4 dén khoang 11. Theo mot s& phwong 4n, lipit cation c¢6 thé ion héa
duoc c6 pKa 13 khoang 5 dén khoang 7. Theo mdt sé phuong 4n, pKa cua lipit cation c6
thé ion héa duoc 13 khoang 6 dén khoang 7.

Theo mét sé phuong 4n, dang ché pham lipit nay chira lipit cation c6 thé ion héa duge cé

Cong thuc I:
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hodc mubi duge dung hodc solvat ctia né, trong dé mdi R® va R duoc doc 14p chon lura tir
nhém gdm C;.Cs; alkyl, C,.Cs1 alkenyl hodic C».Cs1 alkynyl tuyén tinh hodc phan nhanh va
cholesteryl; mdi L3va L6 duoc doc 14p chon lua tir nhém gdm C1.Cao alkyl va Co-Cao
alkenyl tuyén tinh; X° 13 -C(0)O-, nhd d6 -C(0)O-R® duge tao thanh hoic -OC(O)- nhd
dé -OC(0)-R® dugc tao thanh; X® 13 -C(O)O- nhd dé -C(0)O-R® duge tao thanh hodc
-0C(0)- nhd d6 -OC(0)-R3 duge tao thanh; X7 14 S hoic O; L7 1 véng mit hozc alkyl
thap hon; R* 13 C1.Cs alkyl tuyén tinh hodc phan nhanh; va mdi R7va R® duoc doc 1ap
chon lya tir nhém gdm hydro va C1.Cs alkyl tuyén tinh hodc phan nhanh.

Theo mot sd phuong an, X7 14 S.

Theo mdt s6 phwong an, X° 14 -C(0)0O-, nho d6 -C(0)O-R® duge tao thanh va X° 1 -
C(0)O- nh¢ d6 -C(0)O-R® dugce tao thanh.

Theo mot sb phuong an, mdi R7 va R® dugc doc 1ap chon lua tir nhém gdm metyl, etyl va
isopropyl.

Theo mét s6 phwong an, mdi L’ va LS ddc l4p 1a C1-Cio alkyl. Theo mét sé phwong an, L’
1a C1.Cs alkyl, va L6 1a C1.Cs alkyl. Theo mdt sé phuong an, L 1a C1.C; alkyl. Theo mot
s6 phuong 4n, mdi L3 va L8 1a Cy alkyl tuyén tinh. Theo mét s6 phuong 4n, mdi L3 va L
1a Co alkyl tuyén tinh.

Theo mdt sb phwong 4n, mdi R’ va R® doc lap 1a alkenyl. Theo mdt sé phwong 4n, R® 14
alkenyl. Theo mot s6 phuong an, RS 1a C>.Co alkenyl. Theo mdt sé phuwong 4n, alkenyl
nay chira mot méi lién két kép don 1é. Theo mot sd phwong 4n, mdi R¥va R® 13 alkyl.
Theo mot s6 phuong an, R5 1 alkyl phan nhanh. Theo mdt sb phuong 4n, mdi R3va R®
duoc doc lap chon lya tir nhém gdm Co alkyl, Co alkenyl va Co alkynyl. Theo mot sb
phuong 4n, mdi R¥va R® duoc doc 14p chon lya tir nhém gém Cii alkyl, C1y alkenyl va
C11 alkynyl. Theo mot s& phuong 4n, mdi R3va R® dugc doc 14p chon lua tir nhém gdm

C7alkyl, C7alkenyl va C7alkynyl. Theo mét s6 phuong 4n, R® 1a ~CH((CH>),CH3), hoic
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—CH((CH2),CH3)((CH2)p-1CH3), trong d6 p 13 4-8. Theo m6t sd phuong 4n, p1a 5 va L3 1a
C1.Cs alkyl. Theo mét sé phuong 4n, p 14 6 va L° 1a Cs alkyl. Theo mot s6 phuong 4n, p 13
7. Theo mot s6 phuong 4n, p 12 8 va L% 14 C1.Cs alkyl. Theo mét s6 phwong 4n, RS gdm
—CH((CH2),CH3)((CH2)p-1CH3), trong d6 p 1a 7 hodc 8.

Theo mdt s6 phuong an, R* 13 etylen hodc propylen. Theo mot sé phwong 4n, R* 14 n-
propylen hodc isobutylen.

Theo mét s6 phuong 4n, L7 13 ving mat, R* 13 etylen, X7 1a S va mdi R7 va R® 1a metyl.
Theo mdt s6 phuong 4n, L7 13 vang mit, R* 1a n-propylen, X7 12 S va mdi R7va R8 13
metyl. Theo m6t sd phuong 4n, L7 12 ving mat, R* 14 etylen, X’ 1a S va mdi R7va R® 1a
etyl.

Theo mét s6 phuwong an, X7 1 S, X® 13 -C(0)0O-, nhd d6 -C(0)0-R? duoc tao thanh, X 1a
-C(0)0- nhd d6 -C(0)O-R® duge tao thanh, mdi L¥va L® doc 1ap 13 Cs.C7 alkyl tuyén
tinh, L7 13 ving mat, RS 13 —CH((CH2),CHs)2, va RS 13 C7.C12 alkenyl. Theo mdt s
phuong 4n khéc nita, p 14 6 va R® 1a Cy alkenyl.

Theo mét sb phwong 4n, dang ché pham lipit nay chua lipit cation c¢6 thé ion hoa dugc

dugc chon lya tir nhém goém
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Theo mot sb phuong 4n, mdt hodc nhidu lipit bat ky duoc liét ké trong ban mo ta ndy rd

g
AN

(]

o

rang c6 thé bi loai trir.

Cac lipit tro gitp va sterol

Céac dang ché pham mARN-lipit theo séng ché nay c6 thé bao gdm lipit trg gitip, chét nay
c6 thé duoc goi 1a lipit trung tinh, lipit trg gitp trung tinh, lipit khong cation, lipit trg
giup cation, lipit anion, lipit trg gitip anion, hodc lipit ion ludng cuc. D4 phat hién ra ring
céc dang ché phim lipit, cu thé 13 liposom cation va hat nano lipit d3 1am tang mirc hip
thu t& bao néu cac lipit trg gitip ¢6 mit trong dang ché phdm. (Curr. Drug Metab. 2014;
15(9):882-92). Vi du, mét s6 nghién ciru da biéu 1 rang cac lipit trung tinh va ion ludng
cuc nhu 1,2-dioleoyl-sn-glyxero-3-phosphatidylcholin (DOPC), Di-Oleoyl-Phosphatidyl-
Etanoalamin (DOPE) va 1,2-DiStearoyl-sn-glyxero-3-PhosphoCholin (DSPC), 1a c6 tinh
tao su dung hop hon (t&c 13, tao thuén loi cho qua trinh dung hop) so véi cac lipit cation,
c6 thé anh huong dén cac dic tinh da hinh cta cac phic chét lipit-axit nucleic, thiic ddy
su chuyén tiép tir pha dang 16p dén pha luc gi4c, va vi vay, kich thich mtc dung hop va
mic phé v& cia mang té bao. (Nanomedicine (Lond). 2014 Jan; 9(1):105-20). Ngoai ra,
cach st dung cac lipit tro gitp ¢6 thé giup 1am giam céc tac dung c6 hai tiém ning bat ky
tur viéc st dung nhiéu lipit cation tran lan nhu ddc tinh va tinh sinh mién dich.

Céc vi dy khong gidi han vé cac lipit khong cation thich hgp cho cac dang ché pham lipit
theo sang ché nay bao gém cac phospholipit nhu lexitin, phosphatidyletanolamin,
lysolexitin, lysophosphatidyletanolamin,  phosphatidylserin,  phosphatidylinositol,
sphingomyelin, sphingomyelin trimg (egg sphingomyelin - ESM), xephalin, cardiolipin,
axit phosphatidic, xerebrosit, dixetylphosphat, distearoylphosphatidylcholin (DSPC),
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dioleoylphosphatidylcholin (DOPC), dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC),
dioleoylphosphatidylglyxerol ~ (DOPG), dipalmitoylphosphatidylglyxerol (DPPQG),
dioleoylphosphatidyletanolamin (DOPE), palmitoyloleoyl-phosphatidylcholin (POPC),
palmitoyloleoyl-phosphatidyletanolamin (POPE), palmitoyloleyol-phosphatidylglyxerol
(POPG), dioleoylphosphatidyletanolamin 4-(N-maleimitmetyl)-xyclohexan-1-carboxylat
(DOPE-mal), dipalmitoyl-phosphatidyletanolamin (DPPE), dimyristoyl-
phosphatidyletanolamin ~ (DMPE), distearoyl-phosphatidyletanolamin (DSPE),
monometyl-phosphatidyletanolamin, dimetyl-phosphatidyletanolamin, dielaidoyl-
phosphatidyletanolamin ~ (DEPE), stearoyloleoyl-phosphatidyletanolamin ~ (SOPE),
lysophosphatidylcholin, dilinoleoylphosphatidylcholin, va cdc hdn hgp cua chung. Ciing
co thé sur dung cac phospholipit diaxylphosphatidylcholin va
diaxylphosphatidyletanolamin khac. T6t hon, néu cdc nhém axyl trong céc lipit nay 1a
cac nhom axyl dugc léy tr cac axit béo c6 cac chudi carbon Cio-Cas, vi du, lauroyl,
myristoyl, palmitoyl, stearoyl, hodc oleoyl.

Céc vi du phu thém vé céc lipit khong cation bao gdm cic sterol nhu cholesterol va céc
dAn xuét cua chung. Mot nghién ciu di két luan rdng trong vai trd 13 lipit trg gitp,
cholesterol lam tang khoang cach khdng gian cia cac dién tich cta 16p lipit cd mdt phan
gidi véi axit nucleic 1am cho sy phan bd dién tich tring khép su phan b dién tich cia
axit nucleic mot cach gan giii hon. (J. R. Soc. Interface. 2012 Mar 7; 9(68): 548-561).
Céc vi du khong gi6i han vé cac dan xuét cholesterol bao gdm céc chét twong tw phan cuc
nhu Sa-cholestanol, So-coprostanol, ete cua cholesteryl-(2’-hydroxy)-etyl, ete cua
cholesteryl-(4’- hydroxy)-butyl, va 6-ketocholestanol; cac chat twong tw khong phan cuc
nhu Sa-cholestan, cholestenon, 5a-cholestanon, 5a-cholestanon, va cholesteryl decanoat;
va cac hdn hop cua ching. Theo cac phuong an duge wu tién, dan xuét cholesterol 1a chat
tuwong t phan cuc nhu ete cia cholesteryl-(4’-hydroxy)-butyl.

Theo mot s6 phuong an, lipit tro giup c6 mat trong dang ché pham lipit bao gébm hodc
gdm hdn hop ciia mot hodc nhidu phospholipit va cholesterol hodc dan xuat cia né. Theo
cac phwong an khéc, lipit tro giup c6 mit trong dang ché phdm lipit bao gdm hozc gdm
mot hodc nhiéu phospholipit, vi du, dang ché pham lipit khong c6 cholesterol. Theo cac
phuong 4n khéc nita, lipit tro gitp c6 mit trong dang ché pham lipit bao gdbm hozc gdm

cholesterol hodc dan xuét ctia n6, vi du, dang ché pham lipit khong c6 phospholipit.
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Céc vi du khac vé cac lipit tro gitip bao gdbm cac lipit khong chita phospho nhu, vi du,
stearylamin, dodexylamin, hexadexylamin, axetyl palmitat, glyxerol rixinoleat,
hexadexyl stearat, isopropyl myristat, cac polyme acrylic ludng tinh, trietanolamin-lauryl
sulfat, cac amit axit béo duogc alkyl-aryl sulfat polyetyloxylat hoa, dioctadexyldimetyl
amoni bromua, xeramit, va sphingomyelin.

Theo mot sb phuong é4n, lipit trg giup bao gdm tir khoang 20 % mol dén khoang 50 %
mol, tir khoang 22 % mol dén khoang 48 % mol, tir khoang 24 % mol dén khoang 46 %
mol, khoang 25 % mol dén khoang 44 % mol, tir khoang 26 % mol dén khoang 42 %
mol, tir khoang 27 % mol dén khoang 41 % mol, tir khoang 28 % mol dén khoang 40 %
mol, hoac khoang 29 % mol, khoang 30 % mol, khoang 31 % mol, khoang 32 % mol,
khoang 33 % mol, khoang 34 % mol, khoang 35 % mol, khoang 36 % mol, khoang 37 %
mol, khoang 38 % mol, hodc khoang 39 % mol (hodc phan s6 bat ky cla ching hoic
khoang trong d6) ctia tong lipit ¢6 mit trong dang ché pham lipit.

Theo mot sb phwong 4n, tong cta lipit tro gitp trong dang ché phidm bao gdém hai lipit trg
gitip hodic nhiéu hon va téng lwong cua lipit trg gitp bao gdm tir khoang 20 % mol dén
khoéang 50 % mol, tir khoang 22 % mol dén khoang 48 % mol, tir khoang 24 % mol dén
khoang 46 % mol, khoang 25 % mol dén khoang 44 % mol, tir khoang 26 % mol dén
khoang 42 % mol, tir khoang 27 % mol dén khoang 41 % mol, tir khoang 28 % mol dén
khoang 40 % mol, hoac khoang 29 % mol, khoang 30 % mol, khoang 31 % mol, khoang
32 % mol, khoang 33 % mol, khoang 34 % mol, khoang 35 % mol, khoang 36 % mol,
khoang 37 % mol, khoang 38 % mol, hoic khoang 39 % mol (hodc phan sb bat ky cta
chung hodc khoang trong d6) cua tdng lipit c6 mit trong dang ché pham lipit. Theo mot
s6 phuong 4n, cac lipit tro giup nay 1a dang két hop ciia DSPC va DOTAP. Theo mot sd
phuong an, céc lipit trg gitip nay 1a dang két hop cia DSPC va DOTMA.

Cholesterol hodc din xuét cholesterol trong dang ché phim lipit nay c6 thé chira 1én dén
khoang 40 % mol, khoang 45 % mol, khoang 50 % mol, khoang 55 % mol, hodc khoang
60 % mol cua téng lipit ¢6 mat trong dang ché phdm lipit. Theo mét s6 phuong &n,
cholesterol hodc dan xuét cholesterol ndy chira khoang 15 % mol dén khoang 45 % mol,
khoang 20 % mol dén khoang 40 % mol, khoang 30 % mol dén khoang 40 % mol, hoic
khoang 35 % mol, khoang 36 % mol, khoang 37 % mol, khoang 38 % mol, khoang 39 %

mol, hodc khoang 40 % mol cua tong lipit c6 mit trong dang ché pham lipit.
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Ty 1 phan tram coa lipit tro gitp c6 mit trong dang ché pham lipit 1a lugng dich, va
lwong thue su cua lipit tro gitip ¢6 mat trong dang ché phim c6 thé thay doi, vi dy, 1A + 5
% mol.

Dang ché phim lipit chtra hop chét lipit cation hoic hop chét lipit cation c6 thé ion héa
duoc c6 thé 1a trén co s& mol khoang 20-40% hop chit lipit cation, khong 25-40 %
cholesterol, khoang 25-50% lipit tro giup, va khoang 0,5-5% cua lipit polyetylen glycol
(PEG), trong d6 phan trdm nay 13 so véi tdng lipit c6 mit trong dang ché phidm. Theo mot
s6 phuong 4n, ché phdm nay 13 khoang 22-30% hop chat lipit cation, khoang 30- 40%
cholesterol, khoang 30-40% lipit tr¢g giup, va khoang 0,5-3% cua lipit-PEG, trong dé

phan trim nay 13 so v6i tong lipit c6 mit trong dang ché pham.

Thé tiép hop lipit

Céc dang ché phdm lipit duoc mé ta trong ban mé ta nay c6 thé con bao gdm thé tiép hop
lipit. Lipit dugc tiép hop nay 13 hitu ich cho viéc phong ngira hién twrong két tu clia cic
hat. Céc lipit dugc tiép hop thich hop bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac thé tiép
hop lipit-PEG, cac thé tiép hop lipit-polyme-cation, va cic hdn hop ctia chung. Hon nita,
c6 thé str dung cac chat din phan phdi lipit cho viéc hudng dich ddc hiéu bang cach gin
két cac phdi tir (vi du, céc khang thé, peptit, va carbohydrat) v6i bé mit ctia nd hodc vao
d4u mut tAn cling cua cac chudi PEG dugc gan két (Front. Pharmacol. 2015 Dec 1;
6:286).

Theo mot phwong an duge wu tién, thé tiép hop lipit nay 1a lipit-PEG. Viéc 14y polyetylen
glycol (PEG) vao dang ché phdm lipit 1am mang phu hozc phéi tir bé mat, mot k§ thut
duoc goi 13 k§ thuat PEG héa, gitip bao vé hat nano khéi hé mién dich va hién tugng tAu
thoat ctia ching khoi qua trinh hap thu RES (Nanomedicine (Lond). 2011 Jun; 6(4):715-
28). K§ thuat PEG héa da dugc sit dung mot cach rong rai dé 1am cac dang ché pham
lipit 6n dinh va céc tai lugng cia chiing théng qua céc co ché vt 1y, héa hoc, va sinh hoc.
Céc lipit PEG gidng chét tiy (vi du, PEG-DSPE) c6 thé xAm nhap dang ché pham lipit dé
tao thanh 16p duoc hydrat hoa va hang rao khong gian trén bé mit. Dya trén mic do PEG
hoa, 16p bé mit nhin chung ¢ thé dugc chia thanh hai loai, 16p giéng chdi va 16p gidng
ném. Di véi cac dang ché phdm duoc 1am 6n dinh bing PEG-DSPE, PEG s& c6 hinh thé
nim ¢ mic d6 PEG hoéa thip (thudng nho hon 5 % mol) va s& chuyén thanh hinh thé chdi
khi ma ham Iuong cia PEG-DSPE dugc lam ting qud mot muc nhat dinh (J.
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Nanomaterials. 2011;2011:12). D3 duoc thé hién ring mic PEG héa ting dan dén mirc
ting dang ké vé thoi gian ban huy luu thong cta cic dang ché pham lipit (Annu. Rev.
Biomed. Eng. 2011 Aug 15; 13():507-30; J. Control Release. 2010 Aug 3; 145(3):178-
81).

Céac vi du thich hgp vé cac lipit-PEG bao gém, nhung khong chi gigi han ¢, PEG dugc
lién hop vai dialkyloxypropyl (PEG-DAA), PEG duogc lién hop véi diaxylglyxerol (PEG-
DAG), PEG dugc lién hop vé6i cac phospholipit nhu phosphatidyletanolamin (PEG-PE),
PEG duoc tiép hop véi xeramit, PEG dugc tiép hop véi cholesterol hodc din xuét ctia né,
va c4c hdn hop ciia chiing.

PEG 14 polyme tuyén tinh tan duoc trong nudc ciia cac don vi ldp di 1p lai PEG etylen
c¢6 hai nhém hydroxyl dau tan ciing. Cac PEG duoc phan loai bang trong lugng phan tir
ctia chung va bao gém céc loai sau ddy: monometoxypolyetylen glycol (MePEG-OH),
monometoxypolyetylen glycol- suxinat (MePEG-S), monometoxypolyetylen glycol-
suxinimidyl suxinat (MePEG-S-NHS), monometoxypolyetylen glycol-amin (MePEG-
NH), monometoxypolyetylen glycol-tresylat (MePEG-TRES), monometoxypolyetylen
glycol-imidazolyl-carbonyl (MePEG-IM), ciing nhur cic hop chit nhu vy chita nhém
hydroxyl ddu tan cing thay vi nhém metoxy dau tan cing (vi du, HO-PEG-S, HO-PEG-
S-NHS, HO-PEG-NH3>).

Gbc PEG cua céc thé tiép hop lipit-PEG duge md ta trong ban mo ta ndy c6 thé bao gdm
trong luong phén t trung binh nim trong khoang tir khoang 550 dalton dén khoang
10.000 dalton. Trong céc truong hop nhét dinh, gbc PEG c6 trong lugng phan tir trung
binh 12 tir khoang 750 dalton dén khoang 5.000 dalton (vi du, tir khoang 1.000 dalton dén
khoang 5.000 dalton, tir khoang 1,500 dalton dén khoang 3.000 dalton, tir khodng 750
dalton dén khoang 3.000 dalton, tir khoang 750 dalton dén khoang 2.000 dalton). Theo
céc phuong 4n duge wu tién, gbc PEG c6 trong lugng phan tir trung binh 1a khoang 2.000
dalton hodc khoang 750 dalton. Trong lwong phan tir trung binh nay c6 thé 13 tri s6 hogc
tri s6 con bt ky trong pham vi cac khoang dugc liét ké, bao gdm ca cac diém dau mut.
Trong céc trudong hop nhét dinh, cdc monome PEG c6 thé dugc thé tiy ¥ bing nhém
alkyl, alkoxy, axyl, hoac aryl. PEG nay c6 thé duoc tiép hop mot cach truc tiép vao lipit
hodc ¢6 thé duoc lién két vao lipit thong qua gdc lién két. C6 thé sir dung gbc lién két bat
k¥ thich hop cho viée lién hop PEG véi lipit bao gdm, vi du, gdc lién két khong chira este

va gbe lién két chira este. Theo mot phuong an duge wu tién, gde lién két nay la gdc lién
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két khong chira este. Cac gdc lién két khong chira este thich hop bao gdm, nhung khéng
chi giéi han &, amido (-C(O)NH-), amino (-NR-), carbonyl (-C(O)-), carbamat (-
NHC(0)O-), wure (-NHC(O)NH-), disulfua (-S-S-), ete (-O-), suxinyl (-
(O)CCH2CH2C(0)-), suxinamidyl (-NHC(O)CH2CH2C(O)NH-), ete, cling nhu cac dang
két hop cta chung (nhu gbc lién két chira ca gbc lién két carbamat va gdc lién két amido).
Theo mot phuong an dugc uu tién, géc lién két carbamat duoc st dung dé lién hop PEG
voi lipit.

Theo cac phuong an khéc, goc lién két chira este dugc st dung dé lién hgp PEG véi lipit.
Cac gbc litn két chira este thich hop bao gbébm, vi du, carbonat
(-OC(0)0-), suxinoyl, este ciia phosphat (-O-(O)POH-O-), este cia sulfonat, va cac dang
két hop cia ching.

Phosphatidyletanolamin cé mot loat nhém chudi axyl cé cac d§ dai chudi va mic do bao
hoa khac nhau c6 thé dugc tiép hop voi PEG dé tao thanh thé tiép hop lipit.
Phosphatidyletanolamin nhu vy 13 sn c6 trén thi trudong hodc c6 thé dugc phan 1ap hogc
duogc tdng hop bang cach sir dung cac k¥ thuat théng thudong da biét d6i voi chuyén gia
trong linh vuc k¥ thudt nay. Phosphatidyletanolamin chira cdc axit béo bdo hoa hodc
khong bdo hoa c6 d6 dai chudi carbon nim trong khoang tir C1o dén Cao 14 dugce wu tién.
Ciing ¢6 thé st dung phosphatidyletanolamin c6 axit béo khong bdo hoa mot lién két boi
hoic axit béo khdng bdo hoa hai lién két bodi va cac hdn hop ctia axit béo bido hoa va axit
béo khong bio hoa. Phosphatidyletanolamin thich hop bao gom, nhung khong chi gi6i
han &, dimyristoyl- phosphatidyletanolamin (DMPE), dipalmitoyl-
phosphatidyletanolamin  (DPPE), dioleoyl-phosphatidyletanolamin ~ (DOPE), va
distearoyl-phosphatidyletanolamin (DSPE).

Theo mdt sb phwong 4n, thé tiép hop PEG-DAA nay la thé tiép hop PEG-
didexyloxypropyl (Cio), thé tiép hop PEG-dilauryloxypropyl (C12), thé tiép hop PEG-
dimyristyloxypropyl (Ci4), thé tiép hop PEG-dipalmityloxypropyl (Cis), hodc thé tiép
hop PEG-distearyloxypropyl (Cis). Theo cic phuong 4n nay, t6t hon, néu PEG c6 trong
luong phan tir trung binh 13 khoang 750 dén khoang 2.000 dalton. Theo cic phuong 4n cu
thé, nhém hydroxyl dau tin cung cia PEG nay dugc thé bang nhém metyl.

Ngoai nhitng didu trén day, cic polyme ua nudc khac c6 thé duoc sir dung thay cho PEG.
Céac vi du v& cac polyme thich hop ma cé thé duoc st dung thay cho PEG bao gdm,
nhung khong chi gidi han &, polyvinylpyrolidon, polymetyloxazolin, polyetyloxazolin,
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polyhydroxypropyl, metacrylamit, polymetacrylamit, va polydimetylacrylamit, axit
polylactic, axit polyglycolic, va cic xenluloza dwgc tao din xudt nhu
hydroxymetylxenluloza hodc hydroxyetylxenluloza.

Theo mot s6 phuong an, thé tiép hop lipit nay (vi du, lipit-PEG) chira tir khoang 0,1 %
mol dén khoang 2 % mol, tir khoang 0,5 % mol dén khoang 2 % mol, tir khodng 1 % mol
dén khoang 2 % mol, tir khoang 0,6 % mol dén khoang 1,9 % mol, tir khoang 0,7 % mol
dén khoang 1,8 % mol, tir khodng 0,8 % mol dén khoang 1,7 % mol, tir khoang 0,9 %
mol dén khoang 1,6 % mol, tir khoang 0,9 % mol dén khoang 1,8 % mol, tir khoang 1 %
mol dn khoang 1,8 % mol, tir khoang 1 % mol dén khoang 1,7 % mol, tir khoang 1,2 %
mol dén khoang 1,8 % mol, tir khoang 1,2 % mol dén khoang 1,7 % mol, tr khoang 1,3
% mol dén khoang 1,6 % mol, hodc tir khoang 1,4 % mol dén khoang 1,6 % mol (hodc
phan sé bt k¥ cua ching hodc khoang trong d6) cua tdng lipit c6 mit trong dang ché
phim lipit. Theo cac phuong an khac, thé tiép hop lipit nay (vi du, lipit-PEG) chira
khoang 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1,0%, 1,2%, 1,3%, 1,4%, 1,5%, 1,6%, 1,7%,
1,8%, 1,9%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5%, hodc 5%, (hodc phan sb bat ky cta
ching hodc khoang trong d6) ctia tdng lipit ¢6 mat trong dang ché pham lipit. Luong nay
6 thé 13 tri s6 hodc tri s6 con bat ky trong pham vi cac khoang dugc liét ké, bao gdm ca
céc diém dau mat.

Theo mot sé phuong 4n duge wu tién, lipit-PEG nay 1a PEG550-PE. Theo mot s6 phuong
an dugc uu tién, lipit-PEG nay 12 PEG750-PE. Theo mot sb phuong an dugc uu tién,
lipit-PEG nay 1a PEG2000-DMG

Ty 16 phan trdm cua thé tiép hop lipit (vi du, lipit-PEG) c6 mit trong cdc dang ché pham
lipit theo sang ché 1a lugng dich, va luong thuc sy cua thé tiép hop lipit c6 mit trong
dang ché phim c6 thé thay dbi, vi du, 13 + 0,5 % mol. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thut nay s& nhan thy ring c6 thé thay dbi ndng do ciia thé tiép hop lipit tiry
thudc vao thé tiép hop lipit duoc st dung va téc d6 ma & d6 dang ché pham lipit s& tro

nén co6 tinh tao sy dung hop.

Co ché tac dong ciia qua trinh hip thu té bao ciia cac dang ché phém lipit

Céc dang ché pham lipit dung cho viéc phan phdi ndi bao ciia cAc axit nucleic, cu thé 14
cac liposom, liposom cation, va hat nano lipit, dugc thiét ké cho qua trinh hép thu té bao

bing cach thdm nhép céc t& bao dich thong qua viéc khai thac cac co ché nhap bao cla
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céc t& bao dich trong d6 cac luong chira ciia chat dan phan phdi lipit dugc phan phdi dén
chét dich bao tuong cua té bao dich. (Nucleic Acid Therapeutics, 28(3):146-157, 2018).
Cu thé 13, trong trudng hop dang ché phdm mARN-lipit hudng dich céc té bao gan duogc
md ta trong ban md ta nay, dang ché phdm mARN-lipit ndy x4m nhép cic té bao gan
thong qua hién tuong nhép bao do thy thé 1am trung gian. Trudc khi nhip bao, cac phdi
tir duge tao nhém chirc nhu lipit-PEG & bé mat ciia chat dan phan phdi lipit dwoc 16t bo
khoi bé mit, qua trinh nay khoi dong hién twong ndi bao hoéa vao té bao dich. Trong sudt
hién twong nhap bao, mot sé phan ciia mang sinh chét cia té bio bao quanh vecto va bao
trim né vao bong ma sau dé, ngét ra khoi mang t& bao, x4m nhap chét dich bao twong va
cudi cliing, trai qua con dudng thé ndi-tiéu bao. P6i vai cac chat dan phan phdi chia lipit
cation ¢c6 thé ion héa duoc, dd axit tang khi ma thé ndi bao 130 hoa dem lai chit dan c6
dién tich duong manh trén bé mit. Sau d6, cac tuwong tac gitta chat din phan phdi va
mang thé ndi bao dem lai sy kién dung hop mang ma dén dén hién tugng phan phdi chét
dich bao tuong cua tai lugng. Sau do, d6i v6i cac tai lugng mARN, chinh qué trinh dich
ma bén trong cua té bao s& dich md mARN thanh protein dugc mi héa. Protein dugc mi
héa c6 thé con trai qua qua trinh ché bién sau dich m4, bao g6m ca su van chuyén dén
bao quan dugc hudng dich hodc vi tri trong té bao.

Bing cach kiém soat ché phdm va ndng do cua thé tiép hop lipit, ta ¢ thé kiém soét tdc
d6 ma & d6 thé tiép hop lipit trao dbi ra ngoai dang ché phém lipit va, boi do, tdc d6 ma &
d6 dang ché phim lipit trd nén 6 tinh tao su dung hop. Ngoai ra, c4c bién sb khac bao
gém, vi dy, do pH, nhiét d9, hodac do manh ion, c6 thé dugc st dung dé thay ddi va/hodc
kiém soat tbc d6 ma & d6 dang ché phém lipit tré nén co tinh tao sy dung hop. Cac
phuong phap khic ma c6 thé duoc sir dung dé kiém soat toc o ma & d6 dang ché pham
lipit tré nén c6 tinh tao sy dung hop s& tré nén sang t6 dbi véi chuyén gia trong linh vuc
k¥ thuat nay sau khi doc sang ché nay. Ddng thoi, bang cach kiém soat ché pham va ndng

do cua thé tiép hop lipit, ta c6 thé kiém so4t kich c& hat lipit hodc liposom.

San xuit dang ché phfnm lipit

C6 nhidu phuong phép khéac nhau dung cho viéc didu ché cac dang ché pham lipit chira
axit nucleic. (Curr. Drug Metabol. 2014, 15, 882—892; Chem. Phys. Lipids 2014, 177, 8-
18; Int. J. Pharm. Stud. Res. 2012, 3, 14-20). Céc k¥ thuat vé phuong phép thiry hop
mang moéng, nhil trong kép, 1am bay hoi pha dao, diéu ché kénh dan vi luu, ly tam kép
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khong d6i ximg, tiém etanol, thAm tach chét tdy, tao thanh bong tw phat bing phuong
phép pha lodng etanol, va bao nang trong cac liposom dugc tao thanh trudc dugec md ta

mot cach van tat trong ban mo ta nay.

Thiy hop mang mong

Trong phuong phap thuy hgp mang mong (thin film hydration - TFH) hodc phuong phép
Bangham, céc lipit dugc hoa tan trong dung mdi hitu co, sau d6, dugce lam bay hoi thong
qua viéc sir dung thiét bi 1am bay hoi quay dan dén hién trong tao thanh 16p lipit mong.
Sau khi thay hop 16p bang dung dich dém nuéc chira hop chét can dugce nap, cdc bong
dang da 16p (multilamellar vesicle - MLV) dugc tao thanh, dang nay cé thé duoc lam
giam v& kich ¢ dé tao ra céc bong dang don 16p nhé hodc 16n (LUV va SUV) bang
phuong phép ép din qua mang hoic bing phwong phép chiéu séng sidu am ddi véi MLV

bét dau.

Nhii twong kép

Ciing c6 thé didu ché cac dang ché pham lipit thong qua k¥ thuét nhil twong kép, k¥ thuét
nay bao gdm qud trinh hoa tan cac lipit trong hén hop nuéc/dung mdi hitu co. Dung dich
hitu co, chira cac giot li ti cia nudce, dugc trdn véi luong du cua mdi trudng nude, dan
dén hién tuong tao thanh nhii trong kép nudc-trong-dau-trong-nuée (W/O/W). Sau khi
l4¢c manh béng co hoc, mdt ph?m cua cac giot li ti cia nudc xep Xuéng, thu dugc cac bong

dang don 16p 16n (large unilamellar vesicle - LUV).

Lam bav hoi pha dao

Phuong phap 1am bay hoi pha dao (reverse phase evaporation - REV) cling cho phép ta
dat dugc cac LUV duoc nap bang axit nucleic. Trong k¥ thuat nay, hé théng hai pha duge
tao thanh bang qu4 trinh hoa tan phospholipit trong dung méi hitu co va chit dém nudc.
Sau d6, huyén phu thu duge duoc chiéu séng sidu 4&m mot cach nhanh gon cho dén khi
hén hop tré thanh dang phan tin mot pha trong sudt. Dang ché pham lipit 13 dat dugc sau
khi 1am bay hoi dung méi hiru co trong 4p suét giam. K§ thuat nay da dugc str dung dé

bao nang cac phén t va nude 16n va nhé khac nhau bao gom ca céc axit nucleic.
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Piéu ché kénh dan vi lwu

Phuong phép Kénh dan vi luu, khéng gidng véi cac ky thuét chat dong khac, dem lai kha
ning kidm soat quy trinh thuy hop lipit. Phuong phép nay c6 thé dugc phén loai thanh
kénh dan vi luu dong chay-lién tuc va kénh dan vi luu trén co s& giot li ti, theo cach ma
trong d6 dong chay ndy duge thao tac. Trong phuong phép tap trung thity dong kénh dan
vi luu (microfluidic hydrodynamic focusing - MHF), phuong phép ndy hoat dong & ché
do dong chay lién tuc, céc lipit dugc hoa tan trong ruou isopropyl ma dugc tap trung
bing thuy dong trong vi kénh bing qua khép nbi giita hai dong chit dém nudc. C6 thé
kiém soat kich ¢& bong bang cach diéu bién tbc do dong chay, vi vAy ma kiém soat dugc
quy trinh pha lofing chit dém/dung dich lipit. Phwong phép nay c6 thé dwgc st dung cho
viéc san xuét cac dang ché phdm lipit oligonucleotit (ON) bang cach sir dung thiét bi vi

kénh dan gom cac cong ba dau vao va mdt dau ra.

Ly tim kép khong ddi xtimg

Ly tam kép khong d6i ximg (reverse phase evaporation - DAC) khac biét v6i dang ly tAm
phé bién hon khi ma né6 sir dung su quay phu thém quanh chinh truc thang ding ctia né.
Qua trinh 13m thuln nhét c6 hiéu qua la dat dugc do hai chuyén dong chéng 1én duoc tao
ra: mAu dugc diy ra ngoai, nhu trong may ly tdm binh thuong, va sau d6, né dugc day vé
phia trung t4m cta lo do su quay phu thém. Bang céch tron céc lipit va dung dich NaCl,
dat duogc gel phospholipit bong (vesicular phospholipid gel - VPC) nhét, sau do, dang
nay duoc pha lodng dé thu dwoc dang phan tan cua dang ché phm lipit. C6 thé didu tiét
kich ¢& dang ché phim lipit bang cach t&i wu héa vén tdc DAC, ndng do lipit va thoi gian

lam thudn nhét.

Tiém etanol

C6 thé sir dung phuwong phap tiém etanol (ethanol injection - EI) cho viéc bao nang axit
nucleic. Phuong phap nay dem lai su tiém nhanh chéng dung dich etanol, ma trong do
cac lipit dugc hoa tan, vao moi trudng nude chira cac axit nucleic can dugc bao nang,
théng qua viéc st dung kim. Céac bong dugc tao thanh mot cach tu phat khi céc

phospholipit dugc phan tan xuyén suét méi truong nay.
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Théim tach chat tdy

C6 thé st dung phuong phép thdm tach chat tiy dé bao nang cac axit nucleic. Mot cich
nhanh gon, lipit va plasmit dwoc 13m tan trong dung dich chét tiy c6 d6 manh ion thich
hop, sau khi loai bo chét tdy bang phwong phéap tham tach, dang ché pham lipit da duoc
lam 6n dinh dugc tao thanh. Sau d6, axit nucleic chwa duoc bao nang duoc loai bod béng
sic ky trao ddi ion va cac bong tréng khong bang phwong phap ly tim gradien mat do
sucroza. K¥ thuit nay la nhay cam & mirc cao véi ham lugng lipit cation va véi ndng do

mubi cia chat dém tham tach, va phuong phép nay ciing khé thay dbi quy mo.

Tao thanh bong tw phat bing phwong phip pha lodng etanol

Ciing c6 thé san xuét cac dang ché pham lipit 6n dinh thong qua phuong phap Tao thanh
Bong Tu phét bang cach Pha loing Etanol ma trong d6 cach pha lodng etanol ting bude
hodc ting giot dem lai sy tao thanh tic thoi cua cac bong dugc nap bang axit nucleic
bing phuong phap bd sung c6 kiém soat lipit duge hoa tan trong etanol vao chit dém

nudc tron mot cach nhanh chong chira axit nucleic.

Bao nang trong cac liposom dwoc tao thanh trwéc

Ciing ¢6 thé thu duoc su kim giit cac axit nucleic bit dau bang céc liposom dugc tao
thanh truéc thong qua hai phuong phap khac nhau: (1) phuong phép tron don gian
liposom cation vé6i cdc axit nucleic, phuong phap nay dem lai cac phirc chit tinh dién
dugc goi 1a “cac phirc chét lipit”, trong d6 chung co thé duoc st dung mot cach thanh
cong dé chuyén nhiém san pham nudi ciy té bao, nhung dic trung béi hiéu qua bao nang
thap va hiéu sudt kém in vivo ctia ching; va (2) lam mét én dinh liposom, bd sung mot
cach chim réi etanol tuyét dbi vao huyén phii clia cic bong cation 1én dén ndng do 1a
40% thé tich/thé tich, sau d6 1a bd sung timg giot céac axit nucleic dat dugce cac bong dugc
nap; tuy nhién, hai budc chinh x4c dinh dac diém quy trinh bao nang 13 qua nhay cam, va

cac hat phai dugc gidm kich cd.

Tao thanh hat nano ARN dwoc bao nang bing lipit

Hinh 1 dem lai mot vi du v& mét luu db tiéu biéu vé phuong phép tong quét duge md ta

trong ban mo ta nay vé viéc san xuat hat nano ARN dugc bao nang bang lipit.

42

42/86



51961

Dang hinh hoc ctia 16p trén gdm dng thir nhét ding d& van chuyén dung dich nuéc cé
duong kinh trong nhu dugc mo td trong ban md ta nay; va 6ng thtr hai dung dé van
chuyén dung dich etanol (hitu co) gdm ID nhu dwoc mo ta trong ban mo ta ndy; khi clu
kién tron nhu duoc md ta trong ban mé ta ndy duoc st dung, dng thir hai (hitu co) phén
cit dng thi nhat (dang nuée) & tai hodic gan goc vudng goc.

Phuong phéap duge md ta trong ban md ta nay dem lai dung dich ARN dang nuéc bao
gdbm ARN 16n tri liéu, vi du, duoc didu ché theo Thuc hanh San xuét Tét (good
manufacturing practice - GMP), dugc lam tan trong dung dich nuéc chira chat dém, vi
du, xitrat. Phuong phédp nay con dem lai dung dich hiru co chira mot hodc nhiéu lipit, vi
du, céc lipit hang 1am sang dugc téng hop theo GMP, dugc tao ra bing cach 1am tan lipit
trong dung méi hitu co ¢6 thé tron 1an duoc véi nuée. Trong phuong phip duge md ta
trong ban mo ta nay, t6t hon, néu dung méi hitu co ¢6 thé trén 1an dugc voéi nude nay la
alkanol thép hon, vi du, etanol. T6t hon, néu ca hai dung dich dugc ti€t trung béng bo loc
va ndng do cua ching dugc diéu chinh.

Dung dich lipit hitu co dugce trdn véi dung dich nude chira axit nucleic dé tao thanh hat
nano ARN dugc bao nang bing lipit ¢6 hinh thai hoc dang 16p, tirc 13, bao gdm ca cu
trac hai 16p lipit. Theo mot khia canh, axit nucleic nay dugc bao nang trong hat nano
ARN duoc bao nang bang lipit ¢6 su tao thanh ciu trtic dang 16p.

Phuong phap duge md ta trong ban md ta ndy hudng dén viec dwa mot céch lién tuc dung
dich lipit vao dung dich nu6c trong méi trudng tron, tot hon, néu theo kiéu vudng géc
trong cAu kién tron. Phuong phap tron niy pha lodng dung dich lipit bing dung dich nuée
dén 10% dén 75% thé tich/thé tich etanol, 12% dén 70% thé tich/thé tich etanol, 14% dén
65% thé tich/thé tich etanol, 16% dén 60% thé tich/thé tich etanol, 18% dén 50% thé
tich/thé tich etanol, 20% dén 45% thé tich/thé tich etanol, hodc 22% dén 30% thé tich/thé
tich etanol, va gay ra hién tugng tao thanh hat nano ARN dugc bao nang bang lipit trong
dong chay nhiéu loan.

Sau khi tao thanh hat nano ARN dugc bao nang bang lipit, hdn hgp nay dugc pha lodng
mdt cach lién tuc bang chit dém dén khoang 1 dén khoang 10% thé tich/thé tich etanol,
hodc 7,5%, 10%, 12,5%, hodc 15%, tot hon, néu dén mirc nhd hon 12,5% etanol, diéu
nay 1am n dinh thém hat nano ARN duoc bao nang bang lipit va 1am ting mirc bao nang

cua axit nucleic.
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Hat nano ARN duoc bao nang bang lipit duoc cd bang phuong phép loc theo dong chiy
tiép tuyén, tot hon, néu bing bd loc s¢i rdng. Cac hat nano ARN dugc bao nang béng
lipit d& dugc c6 dugce dua dén budce siéu loc dé loai bo alkanol va thay thé chat dém.
Nbng d6 axit nucleic dugc didu chinh bang cach pha lodng. Dang ché pham thu dugc
duoc ti€t trung béng bd loc va dugc lam déy vao cac lg. Bay gio, quy trinh nay s€ duogc
ban luén chi tiét hon dudi day trong ban md ta ndy biang cach sir dung cac budc nhu duoc

néu ra trén Hinh 1.

Lam tan lipit va hoa tan ARN

Theo mot phwong an, hat nano ARN duoc bao nang bang lipit duge tao ra bang phuong
phép duoc mo ta trong ban mo ta ndy 1a dudi dang cum lip rép da phan tir cia ARN va
céc lipit, ma trong d6 ARN nay dugc bao nang it nhat mot phan bang phuong phap ghép
cdp ion voi cac lipit cation.

Theo cac khia canh nhét dinh, hat nano lipit theo phan mo ta trong ban mo ti ndy bao
2dm bdn hop phan lipit: lipit trg giup; cholesterol; lipit-PEG; va lipit cation. Tt hon, néu
lipit trg gitip nay la DSPC, lipit-PEG nay 1a PEG-DMG, va lipit cation nay la lipit cation
¢6 thé jon hoa dugc. Theo cac phwong 4n nhét dinh, ndéng do dung méi hiru co ma trong
d6 cac lipit duoc 1am tan 14 khoang 45% thé tich/thé tich dén khoang 90% thé tich/thé
tich. Theo cac khia canh dugc uu tién nhat dinh, dung méi hitu co nay 13 alkanol thip
hon. Céc alkanol thip hon thich hgp bao gdm, vi du, metanol, etanol, propanol, butanol,
pentanol, cic chit ddng phan cua ching va cac dang két hop ciia ching. Tét hon, néu
dung méi nay 1a etanol ¢6 ndng do 1a khoang 50-90% thé tich/thé tich. Céc lipit ny c6
thé chiém thé tich 14 khoang 1 mL/g dén khoang 5 mL/g hodc cach khac 13, nhu dugc mo
t4 trong phan céc vi du thuc hién sang ché dudi day.

Cac lipit duoc lam tan bé“mg cach sir dung, vi du, thiét bi khudy tir trén ddu ¢ nhiét do
thich hop.Theo c4c khia canh dugc wu tién nhat dinh, ARN nay dugc 1ay vao trong dung

dich nudc (vi dy, chat dém) va dugc pha lodng dén nong dd cudi.

Buéc tao thanh hat nano ARN dwgc bao nang bing lipit

Sau khi dung dich hitu co va dung dich nude duge diéu ché, ching c6 thé dugc tron cing
nhau bing cach sir dung thiét bi duoc mo ta chi tiét dudi day. N6i mot cach vén tat, thiét

bi nay gém bng thir nhit dimg dé van chuyén dung dich ARN dang nuéc va dng thit hai
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dung dé van chuyén dung dich lipit hiru co, ma trong d6 6ng thit hai phan cit éng tht
nhét theo kiéu vudng géc trong cu kién trén. Hai dung dich nay duge bom qua cac 6ng
tuwong Gmg bang cac bom HPLC tach biét va dugc tron trong ving ciia éng thir nhat theo
kiéu vudng goc trong cau kién tron. Dung dich ARN dang nuéc duge bom & tdc do ma
16n hon dung dich lipit hitu co 0,2 dén 1 1an. Sau khi tron hai dung dich trong viing tron,
hat nano ARN dugc bao nang bang lipit duoc tao thanh.

Van tdc bom va kich ¢& ctia 6ng thi nhét trong viing clia cdu kién trén gitp cé dugc quy
trinh trén ma bao gdm dong chay nhiéu loan. Trong dong luc hoc chét lvu, sy nhiéu loan
hodc dong chay nhidu loan 14 chuyén dong chit luu dic trung bai cac thay d6i hdn loan
vé 4p suét va van toc dong chay. Trai nguoc v6i dong chay theo 16p, hién tuong nay xay
ra khi chat Iuu chay thanh céc 16p song song, khong c6 sy pha v& ndo gitta cac 16p do.
Céc dong chay nhiu loan luén luén khéng déu ¢ muc cao, va ngudn cung cip ning
lwong d& tim trong cac dong chay nhiu loan ¢6 xu hudng ting toc muc 1am thudn nhét
(trén) cua cac hdn hop chit luu. Pic diém ma chiu trach nhiém vé& muc tron duge ting
cudng va ty suit khdi lwong ting, van chuyén dong lugng va nang luong trong dong chay
duogc goi 1a “dd khuéch tan”. Céc dic diém khéac cua dong chay nhiéu loan bao gém “do
quay” khi ma cac dong chay nhifu loan ¢ co ché tao cudn xody khong gian ba chiéu
manh duoc biét &n véi tén goi 13 13m cang cudn xody va “su tan bién” khi ma sy nhiéu
loan tan bién mot cach nhanh chéng khi ma dong niang duoc chuyén héa thanh noi ning
bang Ung suit co x4t nhét. Phuong phép trén nhifu loan bi 4p dao béi cac chuyén dong
ngAu nhién quy mé nhé (so v6i dong chay me) clia cac boc trong chét luu ma dem ching
vao mdi quan hé gﬁn hon hodc xa hon va c¢6 thé duge nghién vun hon va pha tron qua lai
ching. Céac quy trinh dugc mo ta trong ban mo ta nay dung cho viéc tron dung dich lipit
va dung dich nudc gitp cd dugc sy bao nang cia ARN trong hat nano lipit dugc tao
thanh tring khép véi sy tao thanh cua ching c¢6 hi¢u qua bao nang 1a 16n hon 95%.

Quy trinh lién tuc dugc mo ta trong ban md ta nay 14 c6 thé ting quy md dugc mot cach
dﬁy da. Theo mot khia canh, hat nano ARN dugc bao nang béng lipit dugc tao thanh c6
dudng kinh trung binh 14 nhé hon khoang 90 nm, ma khong cé cac quy trinh co ndng nhu
phuong phép ép dun mang, phuong phép chiéu séng siéu 4m ho#c phuong phap vi luu

hoa.

Hat nano ARN dwoe bao nang bing lipit
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Hat nano ARN dugc bao nang bing lipit duge boc 16 trong ban md ta ndy bao gdm hat
nano hodc ciu tric hai 16p ctia cac phan tir lipit. Ngoai lipit cation (vi du, lipit cation c6
thé ion héa dugc), hat nano ARN dugc bao nang bang lipit bao gom lipit trung tinh hoic
polyme.

Theo mot sé phuong 4n, ARN dugc bao nang hoan toan trong phan lipit ctia hat nano
lipit sao cho ARN trong hat nano ARN dugc bao nang bang lipit nay c6 tinh d& khang
trong dung dich nudc ddi v6i hién twong suy bién nucleaza. Theo cic phuong 4n khAc,
hat nano ARN dugc bao nang bang lipit dugc md ta trong ban m ta nay vé co ban khong
doc dbi voi cac dong vat ¢d va nhu con ngudi. Hat nano ARN duogc bao nang béng lipit
thuong c6 dudng kinh trung binh 13 tir 30 nm dén 150 nm, tir 40 nm dén 150 nm, tir 50
nm dén 150 nm, tir 60 nm dén 130 nm, tir 70 nm dén 110 nm, hodc tir 70 dén 90 nm. Hat
nano ARN dugc bao nang bang lipit dugc mo ta trong ban mo ta ndy ciing thudng c6 ty
36 lipit: ARN (ty s6 khéi lwong/khéi lwong) 13 tir 1:1 dén 100:1, tir 1:1 dén 50:1, tir 5:1
dén 45:1, tir 10:1 dén 40:1, tir 12:1 dén 38:1, hode tir 15:1 dén 45:1, hodc tir 25:1 dén
40:1, hodc tir 30:1 dén 40:1. Theo mdt sd phuong an, ché phim nay c6 ty sd trong luong
tbng lipit: ARN 12 tir khoang 50:1 dén 10:1. Theo mot s phuong 4n, ché pham ndy c6 ty
s6 trong luogng tong lipit: ARN 14 tir khoang 40:1 dén 20:1. Theo mot s6 phuong 4n, ché
phim nay c6 ty sb trong luong téng lipit:ARN 14 tir khoang 45:1 dén 30:1. Theo mdt s6
phuong 4n, ché phim nay c6 ty sé trong lwong tong lipit: ARN 1a tir khoang 38:1 dén
30:1.

Theo cac phuong an dugc uu tién, cac hat lipit nay chirta ARN, lipit cation (vi dy, mot
hozic nhiéu lipit cation hodc cic mudi cua ching dugc md ta trong ban md ta nay),
phospholipit, va lipit dugc tiép hop ma tc ché muc két tu cua céac hat (vi du, mot hodc
nhiéu thé tiép hop lipit-PEG). Hat nano ARN dugc bao nang bang lipit cling ¢6 thé bao
gdm cholesterol. Hat nano ARN dugc bao nang bang lipit c6 thé bao gdm it nhét 1, 2, 3,
4,5, 6,7, 8,9, 10, hoic nhiéu ARN khac nhau hon ma biéu hién mot hodc nhiéu
polypeptit.

Trong hat nano ARN duoc bao nang bang lipit, ARN c6 thé dugc bao nang hoan toan
trong phan lipit ctia hat, nhd' d6 bao vé ARN khoi hién twong suy bién nucleaza. Theo céc
phuong an dugc wu tién, hat nano ARN dugc bao nang bang lipit nay chita ARN ma
duoc bao nang hoan toan trong phﬁn lipit ctia hat, nh¢o d6 bao vé ARN khoi hién tugng

suy bién nucleaza. Trong céc truomg hop nhat dinh, ARN trong hat lipit nay vé co ban
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khong bi suy bién sau khi cho hat tiép xtic véi nucleaza & 37 °C trong it nhét 20, 30, 45,
hodic 60 phut. Trong cac trudong hop khac nhit dinh, ARN trong hat lipit ny vé co ban
khéng bi suy bién sau khi 0 hat trong huyét thanh & 37 °C trong it nhét 30, 45, hodc 60
phut hodc it nhat 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
hodic 36 gid. Theo cac phuong 4n khac, ARN nay duogc tao phirc chét véi lipit cation ctia
hat nano ARN duoc bao nang bing lipit. Mot trong céc lgi ich clia cic dang ché phdm
theo sang ché nay 13 hat nano ARN dugc bao nang béang lipit vé co ban khong doc ddi
voi cac dong vat c6 vu nhu con nguoi.

Hat lipit nay chira ARN ma duoc bao nang hoan toan trong phan lipit ctia c4c hat, sao cho
tir 30% dén 100%, tir 40% dén 100%, tir 50% dén 100%, tir 60% dén 100%, tir 70% dén
100%, tir 80% dén 100%, tir 90% dén 100%, tir 30% dén 95%, tir 40% dén 95%, tir 50%
dén 95%, tlr 60% dén 95%, tir 70% dén 95%, tir 80% dén 95%, tir 85% dén 95%, tir 90%
dén 95%, tlr 30% dén 90%, tir 40% dén 90%, tir 50% dén 90%, tir 60% dén 90%, tir 70%
dén 90%, tir 80% dén 90%, hoac it nhat 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%
(hodc phan s6 bit ky cua chung hodc khoang trong d6) ctia cac hat c6 ARN dugc bao
nang trong do.

Tuy thudc vao cach st dung duge du dinh cia hat nano ARN dugc bao nang bé“mg lipit,
céc ty 18 cua cac hop phin c6 thé duoc thay dbi va hiéu qua phan phdi ctia mét dang ché
pham cu thé ¢6 thé duge do bang cach sir dung céc thir nghiém da biét trong linh vuc k¥

thuat nay.

Pha loing hat nano ARN dwoc bao nang bﬁng lipit

Sau khi tron dung dich lipit hitu co vao dung dich ARN dang nudc, ¢6 thé tang cuong
mirc dd bao nang ARN néu huyén phu ctia hat nano ARN duoc bao nang bang lipit duoc
pha lodng thém trude khi loai bd ARN tu do. C6 thé thuc hién viéc ndy thong qua mot
hosc nhiéu 14n pha lodng chat dém, vi dy, thong qua mot hodc nhiéu phﬁn két nbi chit Y
ma chay vao duong diu ra. Cac chit dém chay vao mot hoic nhidu phan két ndi chit Y
khong can phai 12 giéng nhau.

Sau d6, c6 thé tiry ¥ thu gom hat nano ARN dugc bao nang bang lipit da dugc pha lodng
trong binh dwgc duy tri & 15-20°C va cho phén 0 tir vai phut dén hai gio trude bude pha

loang thém hodc budc co.
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Co6 mau

C6 thé o6 hat nano ARN dugc bao nang bang lipit di dugc pha lodng, vi du, bing
phuong phép loc theo dong chay tiép tuyén (tangential flow filtration - TFF) bang céch
st dung cac mang soi réng (mang mPES Kros, Spectrum Laboratories, Inc., Rancho
Dominguez, California), tiy y thong qua bom nhu ddng hodc bom mang 4 pit tong hodc
bom ly tAm (dua trén nguyén ly ctia sw ndng ndi tir tinh). Cac phuwong phap cua céc k§
thuét ¢ nhu vay 1 da biét trong linh vuc k¥ thudt nay va sé& sang t6 doi véi nguoi cé hiéu

biét trung binh mot cach dé dang.

Loai bé ARN tw do va thay thé chit dém

Sau khi ¢6, ¢6 thé thuc hién phwong phap loc pha lodng qua mang chdng lai 7-10 thé tich
cua Tris 10 mM, NaCl 50 mM, sucroza 9%, do pH 7,5 dé loai bd dung mdi hitu co va
ARN khong lién két. Tét hon, néu chét dém loc pha lodng qua mang dugc bd sung thong
qua thiét bi trao dbi nhiét sao cho nhiét do san phém dugc duy tri ¢ 15-20 °C. Dang ché
phém nay co thé dugc co thém dé hudng dich téng néng dd6 ARN duoc tao dang ché

pham 13 > 3 mg/mL.

Loc vo trung va lam day

Sau d6, c6 thé do ndng d6 ARN trong dang ché phim ctia hat nano ARN dugc bao nang
bang lipit bang IPRP-HPLC (Sic ky Long Hiéu suat Cao-Pha ddo Cip Ion) va dugc didu
chinh dén ~2 mg/mL (1,85 dén 2,3 mg/mL) bing cach pha lodng v&i chit dém nhu dugce
md ta dudi day trong ban md ta nay ty y chira glyxerol sao cho ndng do cudi cua
glyxerol trong dang ché phidm 13 5%. Hat nano ARN dugc bao nang bang lipit da dugc
loc pha lodng qua mang dugc loc vo trung qua bd Igoc hang tiét trung 0,2 pm (PES). Sau
d6, dang ché phém da duoc loc ¢6 thé dugc 1am déy mot cach vo khudn vao céc lo thuy

tinh, dugc dong nat chan, dugc bit nép va duoc dat ¢ -20 hoac -70 + 5 °C.

Thiét bi
Phén md ta trong ban md ta nay dem lai thiét bi dung dé thuc hién céac quy trinh dugc mo
ta trén day. Hinh 2 dem lai mdt vi du vé dang gian dd tiéu biéu vé thiét bi theo mét

phuong 4n ciia phan mo ta trong ban md ta ndy.
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Dung dich nuéc chita ARN dugc van chuyén bing bom HPLC qua hé théng dng. Dung
dich hitu co chura céc lipit dugce van chuyén bang bom HPLC qua hé thong 6ng tach biét.
Dung dich hitu co dugc bom vao dung dich nude & goc 90 d6 trong cAu kién tron. Vi vay,
dung dich hitu co chira cac lipit nay dugc dua vao dung dich nuéc c6 dong chay ma
vudng géc voi dong chay cua dung dich nude. Viée dwa vao & gbe vudng cla chidu dong
chay nay xay ra trong cu kién tron nhu loai duoc minh hoa trén Hinh 3, va dem lai
phuong phép tron nhiéu loan, trong cac didu kién ma duoc tinh chinh mot cach cin than
dé dam bao rang dang bao nang hat nano lipit cia ARN duoc tao thanh theo mot phuong
thic ¢ thé chép nhén dugc lién quan dén kich c¢& hat, dang phan tan, va hiéu qua bao
nang. Sau do, h¢ théng éng chira lipit-ARN da dugc tron van chuyén hat nano ARN duoc
bao nang bing lipit dén ving tron thir hai, vi dy, thong qua hé thdng dng polypropylen
ma hoa nhp & goc 45 d6 voi chat dém pha lodng trong viing pha lodng, va hat nano ARN
duoc bao nang bing lipit d& dwoc pha lofng dwoc thu gom trong binh c¢6 vé boc bang
thép khéng gi duoc duy tri & 15-20 °C. Céc hat dugc ché bién thém, vi du, bang phuong
phép loc theo dong chay tiép tuyén bang cach sir dung bom ly tAm hodc mang.

Vung tron, theo mdt phuong an, 1a cAu kién trén ma trong dé dung dich lipit hitu co dugc
phan phéi vao dong cia dung dich ARN dang nudc, t6t hon, néu & mot géc khoang 90°.
Ong thép khong gi thit nhit van chuyén dung dich ARN dang nuéc c¢6 16 trén thanh cia
né nira chimg gitta cac dau mut cua né. Ong th hai dugc gén theo kiéu vudng géc bang
dang loc qua 15 trén thanh cua 6ng thir nht ma cho phép véan chuyén chat 1éng tir 6ng thix
hai dén phan trong ctia dng thir nhat (xem Hinh 3). Theo céc khia canh dugc uu tién, hinh
dang dugc xé4c dinh rd va kich ¢& c6 thé tai 14p dugc ctia hat nano ARN dugc bao nang
bang lipit dugc diu ché bang cach st dung téc d6 dong chay ctia dung dich ARN dang
nudc ma lam gidm céc luc co xat va cho phép gilt nguyén tinh nguyén ven cua ARN 16n.
Cac bong c6 hinh dang dugc xac dinh 16 va kich c& co thé tai lap duogc cling dugc diéu
ché bang cach thay dbi tdc 6 dong chay cia cac dudng chit wu, vi du, d& dam bao mirc
tron du trong mot s6 trudng hop.

Hinh 3 thé hién c4u kién tron va dong luc hoc dong chay di kém theo mdt phuong an.
Phan mb t4 trong ban mo ta ndy dem lai thiét bi c6 phuong phép loc theo dong chay tiép
tuyén bang cach str dung cic mang soi rong (mang mPES Kros, Spectrum Laboratories,

Inc., Rancho Dominguez, California) va bom mang 4 pit tong hodc bom ly tam.
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Dinh nghia

Thuat ngit “lipit anion” c¢6 nghia 1a lipit ma mang dién tich &m & do pH sinh ly. Céc lipit
ndy bao gOm, nhung khong chi gi6i han &, phosphatidylglyxerol, cardiolipin,
diaxylphosphatidylserin, axit diaxylphosphatidic, N-dodecanoyl phosphatidyletanolamin,
N-suxinyl phosphatidyletanolamin, N-glutarylphosphatidyletanolamin,
lysylphosphatidylglyxerol, palmitoyloleyolphosphatidylglyxerol (POPG), va cac nhom
cai bién anion khac duoc ndi lién véi céc lipit trung tinh.

Thuét ngit “lipit cation” c6 nghia 13 cac lipit ludng 4i va cac mubi clia ching ¢6 nhém
dau wa nudc, duong tinh; mdt, hai, ba, hoic nhiéu chudi alkyl béo hoic axit béo ky nudc
hon; va phan két nbi gitra hai mién nay. Lipit cation c6 thé ion héa dugc hodc c6 thé
proton hoa dugc thuong dugc proton hda (fuc la, mang dién tich duong) ¢ do pH dudi
pKa ctia n6 va v& co ban 1a trung tinh & do pH trén pKa. Cac lipit cation c6 thé ion hoéa
duoc dugce vu tién 1a nhitng loai c6 pKa ma nho hon d¢ pH sinh ly, mic nay thuong la
khoang 7.4. Céc lipit cation theo sang ché ciing ¢6 thé dugc dit tén 13 c4c lipit cation c¢6
thé chudn do dugc. Cac lipit cation c6 thé 1a “lipit amino” ¢6 nhém dau amin bac ba cé
thé proton héa duoc (vi du, cé thé chudn do dugc vé do pH). Mot s6 lipit amino lam vi du
¢6 thé bao gdm cac chudi Cis alkyl, trong d6 mdi chudi alkyl doc 1ap c6 mdi lién két kép
0 dén 3 (vi du, 0, 1, 2, hodc 3); va cac dang lién két ete, este, hodc ketal giita nhom dau va
cac chudi alkyl. Cac lipit cation nhw vay bao gdm, nhung khong chi giéi han &, DSDMA,
DODMA, DLinDMA, DLenDMA, y-DLenDMA, DLin-K-DMA, DLin-K-C2-DMA (con
duoce biét dén voi tén goi 1a DLin-C2K-DMA, XTC2, va C2K), DLin-K-C3 -DM A,
DLin-K-C4-DMA, DLen-C2K-DMA, y-DLen-C2K-DMA, DLin-M-C2-DMA (con dugc
biét dén voi tén goi 1a MC2), DLin-M-C3 -DMA (con dugc biét dén véi tén goi 1a MC3)
va (DLin-MP- DMA)(con dugc biét dén véi tén goi 13 1-BI 1).

Thuét ngit “céc bazo nucleotit b sung” c6 nghia 13 cip gdm cac bazo nucleotit ma tao
thanh cac mdi lién két hydro véi nhau. Adenin (A) ghép cip vé6i thymin (T) hodc véi
uraxil (U) trong ARN, va guanin (G) ghép cip vdi xytosin (C). Cac doan hoic dai bd
sung cua axit nucleic ma lai tao (trc 12 ndi lién bang méi lién két hydro) véi nhau. Néi 1a
“bd sung” ¢ nghia 1a axit nucleic ¢6 thé tao thanh (cac) mdi lién két hydro v6i mot trinh
tur axit nucleic khac bing phwong thirc lién két Watson-Crick truyén thdng hosc béng céc

phuong thirc lién két phi truyén thdng khéc.
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Thuét ngtt “dugc bao nang hoan toan” c6 nghia 12 axit nucleic (vi dy, mARN) trong hat
axit nucleic-lipit khong bi suy bién mot cach déng ké sau khi tiép xtc v6i huyét thanh
hodc thir nghiém nucleaza ma s& lam suy bién mot cach déng ké ARN ti do. Khi dugc
bao nang hoan toan, tdt hon, néu it hon 25% axit nucleic trong hat ndy bi suy bién trong
didu tri ma binh thudng sé& 1am suy bién 100% axit nucleic ty do, t6t hon nita, néu it hon
10%, va tbt hon ca, néu it hon 5% axit nucleic trong hat nay bi suy bién. “Pugc bao nang
hoan toan” con c¢6 nghia la cac hat axit nucleic-lipit khong phan hily mot cach nhanh
chéng thanh cac phan ciia hop phan ciia chiing sau khi cho dung in vivo.

Thuét ngit “axit nucleic” ¢6 nghia 1a deoxyribonucleotit hodc ribonucleotit va cac polyme
cta ching dudi dang c6 dai don hodc c6 dai kép. Thuét ngit ndy bao quat cac axit nucleic
chira cac chit ddng ding nucleotit hodc cic gbc xuwong sdng hodc cac dang lién két dugc
cai bién da biét, dang nay la téng hop, ¢6 trong tuy nhién, va khdng cé trong tw nhién,
dang ndy cé cac thudc tinh lién két tuong tw véi axit nucleic tham chiéu, va dang nay
duoc bién dudng theo mot phuwong thire twong ty véi nucleotit tham chiéu. Céc vi du vé
c4c chit ddng ding nhu vay bao gdm, ma khéng chi giéi han &, phosphorothioat,
phosphoramidat, metyl phosphonat, metyl phosphonat-khong dbi xtmg, 2'-O-metyl
ribonucleotit, peptit-axit nucleic (peptide-nucleic acid - PNA).

Thuét ngfr “su phan phéi” duoc ding dé chi hanh dong hoic phwong thirc phan phdi hop
chét, chat, thuc thé, géc, hang hoa van chuyén hodc tai luong.

Thuét ngit “chét phan phdi” dwoc ding dé chi chit b4t ky ma tao thuan lgi cho, it nhat 13
mot phan, su phan phdi in vivo cua polynucleotit dén céc té bao duge hudng dich.

Thuét ngit “duoc xit 1y céng nghé” duge ding dé chi phan tir duge thiét ké dé c6 dic tinh
hodc thudc tinh, du 14 vé cdu tric hay hoa hoc, ma thay ddi so véi phan tu diém bt dau,
kiéu hoang hozc nguyén thé.

Thuat nglt “qué trinh biéu hién” cua trinh ty axit nucleic dugc dung dé chi mot hoac
nhiéu sy kién trong s6 cac su kién sau day: (1) san xudt khuén mau ARN tir trinh tu ADN
(vi du, bing qu4 trinh phién ma); (2) ché bién san phim phién ma ARN (vi du, bang c4ch
cit ndi, bién tap, tao thanh mii chup 5', vd/hoic ché bién dau mut 3"); (3) dich ma ARN
thanh polypeptit hodc protein; va (4) dang cai bién sau dich ma polypeptit hodc protein.
Thuat ngir “cac lipit ky nuwéc” c6 nghia 13 cac hop chét c6 cac nhém khong cwe ma bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, cdc nhém hydrocarbon béo bdo hoa va khong bdo hoa

chudi dai va cdc nhém nhu vay tuy v dugc thé bing mot hodc nhiéu (cic) nhém thom,
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vong béo, hodc di vong. Cac vi du thich hop bao gdm, nhung khong chi giéi han &,
diaxylglyxerol, dialkylglyxerol, N-N-dialkylamino, 1,2-diaxyloxy-3-aminopropan, va 1,2-
dialkyl-3-aminopropan.

Thuét ngit “lipit” ¢6 nghia 12 hop chét hitu co ma bao gdm este ctia axit béo va dugc xéc
dinh dic diém 13 khong tan trong nudc, nhung tan duge trong nhidu dung méi hitu co.
Céc lipit thudng dwoc chia thanh it nhat ba nhém: (1) “cac lipit don gidn”, dang ndy bao
gdm m& va diu ciing nhu sap; (2) “cac lipit hop chit”, dang nay bao gdm cac
phospholipit va cac glycolipit; va (3) “céc lipit phai sinh” nhu steroit.

Thuét ngit “chit din phan phdi lipit” c6 nghia 13 dang ché phim lipit ma c6 thé dugc sir
dung dé phan phéi axit nucleic tri liéu (vi du, mARN) dén vi tri dich dang dugc quan tAm
(vi du, té bao, md, co quan, va cac vi tri tuong tu). Chét dan phan phéi lipit c6 thé 14 hat
axit nucleic-lipit, dang nay c6 thé duoc tao thanh tir lipit cation, lipit khong cation (vi du,
phospholipit), lipit dugc tiép hop ma phong ngtra hién tugng két tu cua hat (vi du, lipit-
PEG), va tuy y 14, cholesterol. Thong thudng, axit nucleic tri liéu (vi du, mARN) ¢6 thé
dugc bao nang trong phﬁn lipit cua hat, nhd d6 bao vé no6 khoi hién tugng suy bién do
enzym.

Thuét ngit “duoc bao nang bang lipit” ¢é nghia 13 hat lipit ma cung cap cho axit nucleic
tri liéu nhu mARN muc bao nang hoan toan, mirc bao nang mot phﬁn, hodc cé hai. Theo
mot phuong an dugc uu tién, axit nucleic (vi du, mARN) dugc bao nang hoan toan trong
hat lipit.

Thuét ngit “thé tiép hop lipit” c6 nghia 14 lipit dugc tiép hop ma wc ché muc két tu cta
cac hat lipit. Céc thé tiép hop lipit nhu vay bao gdm, nhung khong chi giéi han &, c4c thé
tiép hop lipit-PEG nhu, vi du, PEG duoc lién hop véi dialkyloxypropyl (vi du, thé tiép
hop PEG-DAA), PEG dugc lién hop véi diaxylglyxerols (vi du, thé tiép hop PEG-DAG),
PEG dugc lién hop véi cholesterol, PEG dugc lién hgp véi phosphatidyletanolamin, va
PEG dugc tiép hop voi xeramit, cac lipit PEG cation, thé tiép hop polyoxazolin (POZ)-
lipit, oligome polyamit, va cac hdn hop cta ching. PEG hodc POZ c6 thé dugc tiép hop
mdt cach truc tiép vao lipit hodc c6 thé duge lién két vao lipit thong qua gbc lién két. Goc
lién két bat k¥ thich hop cho viéc lién hop PEG hodc POZ véi lipit ¢6 thé dugc sir dung
bao gdm, vi du, gbc lién két khong chura este va gbc lién két chira este. Theo cac phuong
an dugc vu tién nhét dinh, géc lién két khong chtra este, nhu amit hodc carbamat, dugc si

dung.
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Thuat ngir “lipit ludng tinh phan cuc” hodc “lipit ludng 4i” c6 nghia 12 chit liéu ma trong
d6 phan ky nudc cua chét lidu lipit dinh huéng thanh pha ky nudc, trong khi phan ua
nudc dinh hudéng vé phia pha nuéce. Céc déac diém wa nuée léy tr sw ¢6 mdt cuia cac nhém
phan cuc hodc mang dién tich nhu carbohydrat, phosphat, carboxylic, sulfato, amino,
sulfthydryl, nitro, hydroxyl, va cdc nhom tuong tu khac. Cé thé dem lai tinh ky nudc bang
cach 14y vao cac nhém khéng cuc ma bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic nhém
hydrocarbon béo bdo hoa va khong bio hoa chudi dai va cac nhém nhu vay duge thé
béng mdt hodc nhiéu (cac) nhém thom, vong béo, hodc di vong. Cac vi du vé cac hop
chat ludng tinh phan cuc bao gdm, nhung khong chi giéi han &, phospholipit, aminolipit,
va sphingolipit.

Thuét ngt “ARN thong tin” (mARN) dugc dung dé chi polynucleotit bat ki ma ma héa
protein hodc polypeptit dang dugc quan tdm va dang nay cé kha nang duwogc dich ma dé
tao ra protein hoac polypeptit dugc ma héa dang dugc quan tam in vitro, in vivo, in situ
hoéc ex vivo.

Thuat nglt “dugc cai bién” duoc dung dé chi trang thai hodc cAu trac duge thay ddi cua
phan tir theo sang ché. Céc phan tir ¢6 thé dugc cai bién theo nhidu cach bao gdm ca vé
mit héa hoc, vé& mit ciu trac, va vé mit chitc nang. Theo mot phuong 4n, phan tir mARN
theo sang ché nay duogc cai bién bang cach dua vao cic nucleosit va/hoic nucleotit phi tu
nhién, vi dy, khi ma n6 lién quan dén céac ribonucleotit tw nhién A, U, G, va C. Céc
nucleotit khong chinh tic nhu céc ciu trac mii chup khong dugc xem 1a “dugc cai bién”
mic du chung c6 thé khac biét v6i cdu triic héa hoc cia cac ribonucleotit A, C, G, U.
Thuat ngit “nucleotit” c6 nghia 14 c4c bazo tu nhién (tiéu chuin) va cic bazo duge cai
bién d4 biét 16 trong linh vyuc k¥ thuét ndy. Cac bazo nhu vay thuong nam & vi tri 1’ coa
gbc dudmng nucleotit. Cac nucleotit thuong bao gdm bazo, duong, va nhém phosphat. Céc
nucleotit nay c6 thé 1a khong duoc cai bién hodc dugc cai bién ¢ gdc dudng, phosphat,
va/hodic bazo, (con duoc goi theo cach thay thé 1a cac chit dong dang nucleotit, nucleotit
duoc cai bién, nucleotit phi ty nhién, nucleotit phi tiéu chuén va tén goi khac; xem, vi du,
Usman va McSwiggen, trén day; Eckstein, va ddng tac gia, Cong bd Pon PCT Qudc té sb
WO 92/07065; Usman, va ddng tac gia, Cong bd Pon PCT Qudc té s6 WO 93/15187;
Uhlman & Peyman, trén day, tit ca dugc dua vao day bang cach vién dan). C6 mot vai vi
du vé céc bazo axit nucleic duge cai bién d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay nhu dugce

tdng két bai Limbach, va ddng tac gia, Nucleic Acids Res. 22:2183, 1994. Mbt s6 vi du
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trong s6 cac vi du khong gidi han vé céc dang cai bién bazo ma c6 thé dugc dua vao céc
phan tir axit nucleic bao gdm: inosin, purin, pyridin-4-on, pyridin-2-on, phenyl,
pseudouraxil, 2,4,6-trimetoxy benzen, 3-metyl wuraxil, dihydrouridin, naphtyl,
aminophenyl, 5-alkylxytidin (vi dy, 5-metylxytidin), 5-alkyluridin (vi duy, ribothymidin),
5-halouridin (vi du, 5-bromuridin) hodc 6-azapyrimidin hodc 6-alkylpyrimidin (vi du, 6-
metyluridin), propyn, va cac chét khac (Burgin, va dong tac gia, Biochemistry 35:14090,
1996; Uhlman & Peyman, trén day). N6i 1a “cac bazo dugc cai bién” theo khia canh nay
c6 nghia 1a cac bazo nucleotit khong phai 13 adenin, guanin, Xytosin, thymin va uraxil &
vi tri 1” hodc cac dang tuong duong ctia chiing.

Thuét ngtt “khung doc m¢™ hay “ORF” cua trinh ty axit nucleic (ADN hodc ARN) ma cé
kha ning ma héa polypeptit dang duoc quan tim. Cac ORF thudng bt ddu bing codon
bat diu ATG, va két thuc bang tin hiéu hodc codon v6 nghia hosc két thuc.

Thuét ngit “ARN” c6 nghia 14 phén tr bao gém it nhat mot gdc ribonucleotit. N6i 14
“ribonucleotit” ¢b nghia 1a nucleotit ¢6 nhém hydroxyl & vi tri 2’ cua gbc B-D-ribo-
furanoza. Cac thuét ngit nay bao gdm ARN c6 dai kép, ARN c6 dai don, ARN dugc phan
1ap nhu ARN duoc tinh ché mot phdn, ARN vé co ban tinh khiét, ARN tong hop, ARN
duoc san xuét theo kiéu tai to hop, cling nhu ARN duogc thay d6i ma khéc biét véi ARN
c¢6 trong tu nhién boi dang bd sung, x6a bo, dang thay thé, va/hodc thay doi mot hodc
nhiéu nucleotit. C4c dang thay déi nhu vay c6 thé bao gdm dang bd sung chat liéu khong
nucleotit, nhu vao (cac) diu mit cia ARN can tré hodc theo kiéu bén trong, vi du, & mot
hodc nhiéu nucleotit cia ARN. Nucleotit trong cic phan tir ARN theo séang ché ciing c6
thé bao gdbm nucleotit phi tiéu chudn, nhu nucleotit khong c6 trong tu nhién hodc
nucleotit dugc tdng hop vé mit héa hoc hodc deoxynucleotit. Cac ARN dugc thay d6i
nay c6 thé dugc goi 1a chat dong dang hodc chéat dong dang ctia ARN c6 trong tu nhién.
Nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, cac thudt ngit “axit ribonucleic” va “ARN” dugc
ding dé chi phan tr chira it nhit mot gdc ribonucleotit, bao gdm ca siARN, ARN ddi
nghia, ARN c6 dai don, microARN, mARN, ARN khong ma héa, va ARN da héa tri.
Thuat nglt “céc té bao duoc hudng dich” dugc dung dé chi mot hodc nhiéu té bao dang
dugce quan tim bat ky. C6 thé tim thiy céc té bao nay in vitro, in vivo, in situ hodc & md
hodc co quan cua sinh vat. Sinh vat nay cé thé 13 dong vat, tdt hon, néu 1a déng vat c6 v,

tot hon nita, neéu la ngudi va tot hon ca, néu la doi tugng bénh.
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Thuét ngtt “tac nhan tri liéu” dugc dung dé chi chét bt ky ma, khi cho dbi tuong dung,
c6 tac dung tri licu, chan doan, va/hodc phong bénh va/hoac khoi ddy tac dung sinh hoc
va/hodc dugc ly hoc mong mudn.

Thuat ngit “monome” dugc dung dé chi mot don vi don 18, vi du, mot axit nucleic don 18,
ph??m nay co thé dugc ndi lién voi mot phéan tir khéac thudc loai giéng nhau hodc khac
nhau d& tao thanh oligome. Theo mot sé phuong 4n, monome c6 thé 12 axit nucleic khong
duoc khéa, tic 1a, monome UNA.

Thuét ngft “ lipit trung tinh” c6 nghia 1a loai lipit ma ton tai dudi dang khong mang dién
tich hoac dang ion ludng cuc trung tinh & d6 pH dugc chon lya. 0 do pH sinh ly, céc lipit
nhu vdy bao gbém, vi dy, diaxylphosphatidylcholin, diaxylphosphatidyletanolamin,
xeramit, sphingomyelin, xephalin, cholesterol, xerebrosit, va diaxylglyxerol.

Thuat ngtr “lipit khong cation” c6 nghia 13 lipit ludng tinh phan cuc hodc lipit trung tinh
hodc lipit anion va dugc md ta trong ban mo ta nay.

Thuét ngit “oligome” c6 thé dugc str dung thay thé cho “polynucleotit” va duge ding dé
chi phan tir chira it nhat hai monome va bao gdm cac oligonucleotit nhu ADN va ARN.
Trong trudng hop oligome chira cac monome ARN va/hodc cac monome axit nucleic
khong duoc khéa (unlocked nucleic acid - UNA), cac oligome theo sang ché nay c6 thé
chtra céc trinh tu ngoai trinh ty ma héa (coding sequence - CDS). Céc trinh tuy phy thém
nay c6 thé 13 trinh tu khéng duoc dich mé, tic 13, trinh tw ma khong dugc chuyén héa
thanh protein béi t& bao chu. Céc trinh ty khong duoc dich ma nay c¢6 thé bao gdm mil
chup 5°, ving khong dugce dich ma 5° (UTR 5°), vung khong duge dich ma 3° (UTR 3°),
va vung dudi, vi du, vung dudi poly-A. Nhu dugc mo ta chi tiét hon trong ban md ta nay,
trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tu khong dugc dich ma nay ¢ thé chira mot hodc nhiéu
monome UNA - cdc monome UNA nay khong c¢6 kha nang dugc dich ma boi bd may cia
té bao chu. Trong ngit canh cua sang ché nay, “trinh ty mARN?, “trinh ty mARN®,
“polynucleotit ¢6 thé dich ma dugc”, hodc “hgp chat ¢6 thé dich ma dwoc” duge dung dé
chi trinh tu ma bao gdm ving, vi du , ving mé héa ctia ARN, phan ndy cé kha ning dugc
chuyén héa thanh protein hodc manh ctia né.

Thuat ngir “co thé dich ma duoc” c6 thé dugc sit dung thay thé cho thuat nglt “cod thé
biéu hién duoc” va dugc dung dé chi kha nang cua polynucleotit, hodc phan cta né, s&
duoc chuyén héa thanh polypeptit bai té bao chi. Nhu duge hiéu trong linh vuc k§ thuat

ndy, qua trinh dich m 13 qu4 trinh ma trong dé céc ribosom trong bao twrong ciia té bao
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tao ra polypeptit. Trong qué trinh dich ma, ARN thong tin (messenger RNA - mRNA)
duoc giai ma boi tARN trong phirc chat ribosom dé tao ra mot chudi axit amin hodc
polypeptit cu thé. Hon nita, thuat ngtt “co thé dich ma duoc” khi duoc sit dung trong ban
md ta nay lién quan dén oligome, c6 nghia 13 it nhat mot phan cta oligome, vi du , ving
ma hda ctlia trinh tu oligome (con dugc biét dén véi tén goi 1a trinh ty ma héa hay CDS),
¢6 kha niang duoc chuyén héa thanh protein hodc méanh ctia né.

Thuét ngit “hiéu qua dich ma” dugc ding dé chi s6 do vé& mic san xuét protein hoic
polypeptit bing phuong phap dich ma trinh ty mARN in vitro hodc in vivo. Sang ché nay
dé xudt mot loat phan ti trinh ty mARN, phén t& nay co thé chtra mot hodc nhiéu
monome UNA, va mdt s6 monome axit nucleic, trong d6 trinh tu mARN nay c¢6 thé 1a c6
thé biéu hién duoc dé dem lai polypeptit hosc protein.

Két cuc hitu hiéu vé mit tri 1iéu: Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ng “két
cuc hiru hiéu v& mat tri liéu” c6 nghia 13 két cuc ma du & d6i twong hing chiu hozic dé bi
anh huéng bdi tinh trang 1ay nhiém, bénh, 161 loan, va/hodc tinh trang, dé diéu tri, cai
thién céc triéu ching cua tinh trang 14y nhiém, bénh, rdi loan, va/hoic tinh trang nay,
chén doan, phong ngtra, va/hodc tri hoan su khdi phét cta tinh trang 14y nhiém, bénh, rdi

loan, va/hodc tinh trang nay.

Cic vi du thye hién sang ché
Céc phuong 4n phu thém cia sang ché nay dugc minh hoa chi tiét thém trong cac vi du
dudi day, cac vi du nay khong duoc du dinh dé 1am gi6i han pham vi cta céc diém yéu

cau bao hd theo cach bat ky.

Vi du 1: San xudt ARN 1én duoc bao nang bang hat nano lipit

Hoa tan ARN va cac td duoc lipit

Vi du nay tom lugc mot sb diéu kién téng quat dugc st dung cho viéc san xudt ARN 16n
duogc bao nang bang LNP. Céc ta dugc lipit (Lipit cation/lipit cation c6 thé ion hoa dugc:
lipit phosphat: cholesterol: lipit-PEG) dugc can va dugc hoa tan trong etanol 100% (¢ ty
s6 mol 14 50:X:48,5-X:1,5, X=7, 10 hodc 13) & 40°C cho dén khi qué trinh hoa tan hoan
thanh, ¢6 thoi gian hoa tan khong vuot qua bén gid. Sau hién twong hoa tan cé thé nhin

thay duoc, nhiét dd cua dung dich duoc 1dm can bang dén nhiét do trong phong, sau d6 1a
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loc dung dich qua bd loc polyetesulfon (PES) 0,2 pm vao binh bang thép khong gi hoic
thay tinh ¢6 vo boc. Nong do lipit danh dinh & giai doan nay 12 5-125 mg/mL.

ARN nay duoc pha lodng trong chat dém xitrat 5 mM dd pH 4,0 chira NaCl 0-300mM.
Sau d6, dung dich nay duoc loc qua PES 0,2 pm. Nong do ctia ARN 16n & giai doan nay
1a khoang 0,096-0,765 mg/mL.

Tao thanh hat nano bing cAu kién tron bang thép khong gi ¢6 hinh dang chit T

ARN 16n duoc bao nang bing hat nano lipit dugc tao thanh bang cach tron dung dich
etanol cua céc lipit v6i dung dich nude cia ARN ¢ mét toc do duge kiém soat thong qua
cAu kién tron bang thép khong gi c6 hinh dang chir T (“Céu kién T”). Phuong phap tron
nay bao gdm viéc cho dung dich etanol va dung dich nuéc chay vio ciu kién tron gém
dng tht 2 dwoc ndi lién theo kidu vudng géc véi dng thir 1. Dung dich d4u ra bao gém
hén hop ciia hai dung dich dugc san xuét chay theo chidu ctia dong ARN ban dau.

Ty s6 trong lwong gifra tong lipit va mARN dugc thiét 14p 12 khoang 35,88:1, tuy nhién ty
s6 trong luwong nay c6 thé thay dbi tiiy thudc vao kich c¢& chinh x4c cia ARN 16n dang
duge st dung va ché phdm lipit mong mudn. Ngudi cé k¥ ning chuyén mon trong linh
vuce k¥ thuat ndy s& nhéan thy ring cic quy trinh duge mo ta trong ban md ta ndy 1a cé
thé 4p dung duoc cho cac ché phim lipit chtra dang két hop thich hop bét ky cta céc lipit
theo ty sb mol va ty sb trong luong thich hop bat ky véi ARN. Toc do bd sung ctia mdi
dung dich duoc kiém soat bing cach sir dung bom pit tong p suét cao (Knauer) véi viée
cac dung dich lipit va mARN dugc bd sung & téc do dong chay 1an lugt 1a 30-75 va 90-
225 mL/phut. Hai dong nay hoi tu trong céu kién tron bing thép khong gi & tong toc do
dong chay 1a 120-300 mL/phat. Hé thdng ng Peek duoc sit dung cho bom pit tong &p
suét cao ¢6 ID 0,03-0,08 inso dbi véi dong ARN va ID 0,01-0,03 inso d6i v6i dong lipit.

Tao thanh hat nano bing thiét bi lic tron da diu vao

ARN 16n duogc bao nang bing hat nano lipit duge tao thanh bang cach tron dung dich
etanol cua cac lipit vdi dung dich nuéc cia ARN ¢ mot tdc dd duge kiém soat thong qua
thiét bi 14c tron da dau vao (MIVM, Ha Lan).

Ty sb trong luong gitra tong lipit va mARN 1a 35,88:1. Toc dd bd sung cia mdi dung
dich duogc kiém soat bé'mg cach stt dung bom HPLC véi viéc céc dung dich lipit va

mARN dugc bd sung ¢ tdc do dong chay 1an luot 1a 20-50 mL/phit cho mdi dong. Bén
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dong nay hoi tu trong ciu kién tron bang thép khong gi & tong téc do dong chay 1a 80-
200 mL/phut. Hé théng éng Peek duoc sir dung cho bom pit téng ap suat cao c¢6 ID 0,02-
0,8 inso dbi véi dong ARN va 0,01-0,03 inso dbi véi dong lipit.

Lam &n dinh hat nano bang cac 1an pha lodng tirng budc

Hat nano dugc tao thanh nhu vay dugc 1am én dinh bang céc 1an pha lodng trong dong
lién tiép bang cic chit dém: trudc tién bang chit dém phosphat 45 mM d pH 6,5 duoc
nap ¢ téc do dong chay 13 80-600 mL/phut, sau d6 1a Tris hoic HEPES 50 mM, NaCl 50
mM, chat dém sucroza 9% (trong lu:(;ng/thé tich) d6 pH 8,0 dugc nap & tdc do dong chay
1a 240-2700 mL/phut.

C6 va trao dobi chat dém

Dang ché phém hat nano dd dugc pha lodng thu dugc nhu duge md ta trén day duoc cd
va duoc loc pha loing qua mang chdng lai HEPES 50 mM/Tris 20mM, NaCl 50 mM,
chét dém sucroza 9% (trong lwong/thé tich) 46 pH 8,0 bing phwong phap loc theo dong
chay tiép tuyén bing cach sir dung cac mang soi réng PES duoc céi bién c6 MWCO 100
kDa. Budc quy trinh nay dam bao su loai bo etanol va trao dbi chat dém. Nhiét do cua
dang ché pham trong subt qua trinh ¢6 va loc pha lodng qua mang dugc duy tri & 16 dén
25°C. Mot khi su loai bo etanol dugc xac nhan bang phép phan tich Alco-Screen Alcohol
Test Strips, sau d6, dung dich da dugc cd nay duogc loc qua bd loc PES 0,2 pm vao chai
thuy tinh dé loai bo cac dang hat 16n hon va cac chét tap nhiém vi sinh vt hoc tiém nang.
Mau ctia san phim chét déng dugc loc nay duoc thu gom cho phép phén tich ndng do
ARN trong quy trinh. San phdm chét déng nay dugce luu trit & 2 dén 8°C cho dén khi diéu
chinh ndéng do.

Diéu chinh ndng dd, 1am diy va lam dong lanh

Nodng d6 cia ARN trong dang ché phidm dugc diéu chinh dén ndng @6 dich 14 0,2 mg/mL
bang cach bd sung HEPES 50 mM/Tris 20mM, NaCl 50 mM, chat dém sucroza 9%
(trong Iwong/thé tich) 6 pH 8,0 chira glyxerol sao cho ndng dd cudi ctia glyxerol trong
chét dém 13 6,3% (trong lugng/thé tich).

Sau khi diéu chinh néng d6, san pham chat déng da duoc diéu chinh duoc loc qua bg loc

hang tiét trung PES 0,2 um vao binh thu gom vo trung.
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San phim dugc 1am diy mot cach vo khudn dé 1am diy thé tich 1 1 mL (c6 mic 1am day
qua 0,2 mL) trong cac lo thuy tinh borosilicat loai I 2 mL, dugc déng nut chan va dugc
bit ndp. Tt ca cac lo duoc 1am dong lanh & toc do c6 kiém soat 14 0,5°C trong mdi phut
dén < -55°C bing céch st dung may dong kho hodc 1am dong lanh mét cach truc tiép & -

70°C. Cac lg nay dugc luu trit trong méy dong lanh dugc duy tri ¢ -70 + 10°C.

Diéu chinh ndng d6, bd sung t4 duge LYO, 1am ddy va 1am déng kho
N6ng do cua ARN trong dang ché phém duoc didu chinh dén ndng d6 dich 13 0,1-0,2
mg/mL bang cach bd sung HEPES 50 mM/Tris 20mM, NaCl 50 mM, chat dém sucroza

9% (trong lwong/thé tich) do pH 8,0 chira cac t4 dugc LYO ding din, va sau d6, ¢ thé
duogc luu trir & 2-8°C, -20°C hoac -70 + 10°C trudc quy trinh lam dong kho hodc dugce

1am déng kho mot cach truc tiép.

Tén xa dnh sang dong hoc

Kich ¢& hat trung binh (2) va chi s6 do da phan tan (polydispersity index - PDI) cuia cac
dang ché phém hat nano lipit dugc sir dung & cac Vi du thuc hién sang ché dugc do bang
phuong phép tan xa 4anh sang dong hoc trén Malvern Zetasizer Nano ZS (Vuong qudc
Anbh).

Thir nghiém RiboGreen

Hiéu qua bao nang ciia cic dang ché phdm hat nano lipit dugc xac dinh dic diém bang
cach st dung thir nghiém do huynh quang RiboGreen. RiboGreen 14 thuéc nhu¢m huynh
quang doc quyén so hitu (Molecular Probes/Invitrogen, mdt bd phan cta Life
Technologies, nay 12 mot phan ctia Thermo Fisher Scientific ciia Eugene, Oregon, M)
ma dugc st dung trong viéc phat hién va dinh lugng céc axit nucleic, bao g6m ca ARN
va ADN. Duéi dang tu do cua nd, RiboGreen biéu hién mirc huynh quang it va s& hitu
chi dau vé do hép thu khong dang ké. Khi duoc lién két vao cac axit nucleic, thube
nhudm phat huynh quang c6 cudng d6 ma 16n hon dang khong dugce lién két mot vai bac
d6 16n. Sau d6, c6 thé phat hién muc huynh quang bang thiét bi cam bién (huynh quang

ké) va c6 thé dinh lugng axit nucleic.

Céc dic diém 1y hoa ctia LNP c6 thé chép nhan duoc
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Céc thi nghiém khac nita dugc thyc hién nhu dugc mo ta trong cac vi du dudi day dé
danh gia tac dung cua cac chét phan ung, cac thong sd quy trinh va cac kiéu sip dat thiét
bi khac nhau dbi v6i chét lwong cua cac dang ché phim ARN 16n dugc bao nang bang
LNP. Chét luong cua cic dang ché pham nay dugc danh gid bang cach phan tich cac
dang ché pham dé c6 duge kich ¢& hat (Z hodc Z-trung binh), do da phan tan (PDI) va
hiéu qua bao nang (%Encap) c6 thé chip nhan dugc. Cac ché pham khac nhau duoc kiém
nghiém duoc sang loc v& ngudng cia cac thude tinh ¢ duge dép ting hay khong bao gdm
ca kich c& hat ¢6 thé chép nhin dugc (nhd hon 150 nm, nhung dugc uvu tién nhét 14 nho
hon 120 nm), PDI (< 0,2), va hi€u qua bao nang cao (> 85%).

Vi du 2: LNP chita ARN 16n-Nghién ciru ban dau

Trong l14n chay ban dau, Precision Nano Assembler (Mot hé thong tao dang ché pham dé
ban, Precision Nanosystems, Inc., Vancouver, BC, Canada) dugc sir dung dé tao ra LNP.
Ché pham nay bao gdm lipit cation: DSPC: cholesterol: lipit-PEG & ty s6 mol 14
50:7:41,5:1,5. Dang mARN nay dugc pha lodng trong chit dém xitrat 5 mM db pH 4,0.
Ty sb trong luong tdng lipit: ARN 1a 35,2, va téng toc d6 dong chdy ctia ca hai dong 1a
12 mL/phat véi ty s6 gitta EtOH va nudce 1a 1:3. Cac bude pha lodng, tinh ché va ¢o 1a
nhu duge mb ta trong vi du 1, ty sd pha lodng thir 1 13 1:2 va ty s6 pha lodng thir 2 1a 1:3.
Céc két qua ban dau so sanh trinh tu nucleotit nhé va 16n dién hinh dugc thé hién dudi

day trong Béang 1.

Bang 1
Trong quy trinh
ARN Pwong kinh
PDI %Encap
(nm)
Dang mARN nhd
. 74,8 0,053 |94,9
(cau trac mARM2016, 1328 nt)
ARN tur sao chép luxiferaza (cau tric pARM2807,
93,99 0,358 |88
9693 nt)
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Nhu duge nhin thdy trong Bang 1, bang cach sir dung ciing mdt quy trinh, su bao nang
ctia ARN 16n hon dem lai kich ¢& hat I16n hon, véi d0 da phén tan (PDI) cao hon va ty 18

phén trim cia hidu qua bao nang (%encap) thap hon.
Vi du 3: Téac dung cia viéc b sung mudi

Trong vi du nay, da quan sat thay chit luong dugc cai thién dbi v6i ARN 16n dugc bao
nang bang hat nano lipit v6i cach st dung NaCl trong chit dém xitrat. Ché pham, céu
kién tao dang ché phdm va mARN 13 twong tu nhu dugc mé ta trong Vi du 2. Céc két qua
nay duoc tong két trong Bang 2 duéi day.

Trong bang duéi day, “[Lipit IP] mM” 1a ndng d6 tong lipit trong quy trinh sau khi tron
hai dong ma khong pha loang.

Bang 2
Chit dém xitrat Chit dong
[Lipit IP]
[Xitrat] bo NaCl Z-trung
mM PDI %Encap
mM pH (mM) binh (nm)
4 5 3,5 10 75 0,2 87
4 5 3,5 20 61 0,11 86
4 5 3,5 30 61 0,13 82
4 5 3,5 50 61 0,1 78
4 5 3,5 100 65 0,1 72
4 5 4 0 95 0,25 91
4 5 4 10 82 0,23 89
4 5 4 20 66 0,14 82

Véi cac cai thién quy trinh nay, chit dém xitrat do pH 4,0 c6 NaCl 10 mM dugc chon dé
phét trién thém boi vi chat dém do pH 4,0 cling da duy tri do tinh khiét va tinh nguyén
ven cia mARN tdt hon.

Téc dung ctia viéc bd sung mudi trong chét dém xitrat d4 phat huy tac dung khép cic ché
pham cta dang ché phdm va cac ARN tu sao chép 1én khac nhau. Ciing da phat hién ra
rang ché phim chat dém nay thi d& chuyén sang hé thong tao dang ché phim quy mé vira

bao gdm cé véi cach st dung thiét bi lic tron da dau vao. Tuy nhién, ché pham chat dém
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thi chua thuan loi cho hé théng tao dang ché pham quy mé 16n, nhu nhing loai c6 st
dung cdu kién tron ¢ hinh dang chit T. Céc két qua thém nay dugc tong két dudi day
trong cac Bang 3-5.

Déi voi cac dang ché phidm c6 str dung thiét bi lic tron da diu vao trong vi du ndy, bon
dong nay hoi tu trong ciu kién tron bang thép khong gi & tong téc do dong chay 1a 120
mL/phit nhu dugc mo ta trong Vi du 1, véi ty sb tbc do dong chay lipit: ARN 1a 1:3. Hé
théng dng Peek duoc sir dung cho bom pit tong 4p sudt cao c¢6 ID 0,03 inso ddi véi dong
ARN va ID 0,01 inso ddi véi dong lipit. Ty s6 pha lodng 13 1:2 va 1:3, va c4c budc tinh
ché va co 1a nhu duge mo ta trong Vi du 1.

D61 v6i cac dang ché pham c6 str dung Cu kién T c6 thé ting quy mo dugc trong vi du
nay, hai dong nay hoi tu trong ciu kién tron bang thép khong gi & tong toc do dong chay
13 300 mL/phtt nhu dwoc mod ta trong Vi du 1, véi ty s6 toc do dong chay lipit: ARN 1a
1:3. Hé théng dng Peek duogc st dung cho bom pit tong ap suit cao ¢6 ID 0,03 inso dbi
v6i dong ARN vaID 0,01 inso dbi véi dong lipit. Cac budc tinh ché va c6 duge thuc hién

nhu dugc md ta trong Vidu 1.

Bang 3
Che pham lipit z
. | Lipit cation:
Mo ta ve trung Kich
) DSPC: CHOL: | ARN PDI | %Encap
cau kié€n binh ¢ mé
lipit-PEG
] (nm)
(ty s0 mol)
) , | 50:7:41,5:1,5 ARN tu sao | 64,22 | 0,077 | 90,1
Thiet bi lac .
. 150:10:38,5:1,5 chép luxiferaza | 62,22 | 0,078 | 89,6
tron da dau , )
. _150:13:35,5:1,5 (cau trac s0{ 62,97 | 0,078 | 89,8 1,5 mg
vao, quy mo
. pARM2807,
vira
9693 nt)
Béang 4
. | Che pham lipit
Mo ta ve Z-trung Kich c&
. Lipit  cation: | ARN PDI %Encap
cau ki€n binh (nm) mé
DSPC: CHOL:
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lipit-PEG
(ty s6 mol)
, . 150:10:38,5:1,5 ARN tu | 66,52 0,180 ]95,9
Thiét bi lac
\ sao
trén da dau
chép, 1,5 mg
vao, quy | 50:13:35,5:1,5 65,85 0,095 |94,7
11,665
mo vira
nt
Bang 5
Ché pham lipit
., |Lipit cation: Z-trung
M6 ta veé cau Kich
DSPC: CHOL:ARN binh PDI %Encap
ki€n co mé
lipit-PEG (nm)
(ty s6 mol)
50:7:41,5:1,5 ARN tu sa095,35 0,236 90,3
50:10:38,5:1,5 chép 91,48 0,238 89,8
Céu kién T luxiferaza, 3 mg
50:13:35,5:1,5 pARM?2807, 92,11 0,231 (88,1
9693nt

Vi du 4: Tac dung ciia viéc bé sung mudi va d9 pH ciia chit dém pha loang thit 1

Dé cai thién quy trinh, phwong phdp danh gia vé viéc bd sung mudi va do pH ctia chat
dém pha lodng thir 1 (chit dém phosphat 45 mM) dugc thuc hién. Ché pham cta dang

ché phidm va quy trinh 13 nhu duoc md ta trong Vi du 2 bing cach st dung Precision

Nano Assembler.

Nhu duge thé hién trong Bang 6, viéc bd sung NaCl trong chit dém phosphat di khong
cai thién thém chat lugng LNP, dem lai kich c& hat 16n, véi do da phan tan (PDI) cao hon

va ty 1& phan trdm cua hiéu qua bao nang (%encap) thap hon.

Bang 6

Chat dém

Chat

dém

[Lipit IP]

xitrat

phosphat

Chit déng
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bo | NaCl
[Xitrat] bo pH | PS PDI | %Encap
pH | (mM)
4 5 35 |0 6,0 78,8 0,221 | 90,2
4 5 3,5 |25 6,0 86,7 0,246 | 90,1
4 5 3,5 |50 6,0 88,7 0,254 | 86,6
4 5 3,5 (100 6,0 89,9 0,272 | 88,2

Viéc danh gia thém, bao gém ca muc thay doi do pH cua chit dém phosphat, duge thuc
hién. D6 pH 14 6,5 dugc chon lya dua trén pKa cua lipit cation c6 thé jon hoéa duoc trong
dang ché phém ndy (~6,4). Su thay d6i nay da cai thién mot cach manh mé& hidu qua bao
nang cua hat nano lipit nhu dwoc thé hién trong Bang 7. Ché pham cta lipit cation c6 thé
ion hoa duogc: ty s6 mol DSPC: CHOL: PEG-DMG2000=50:13:35,5:1,5 dugc sir dung

trong dang ché phdm nay.

Bang 7
Chit dém | Chat dém o,
Chat dong
[Lipit | xitrat phosphat
IP] by | NaCl
[Xitrat] bopH | PS PDI %Encap
pH | (mM)
4 5 4 10 6,5 71,03 | 0,202 95,8

Vi du 5: Tac dung ciia toc do dong chay trong cac hé thong MIVM va Cau kién T

Ché phdm cua lipit cation c6 thé jon hoéa duge: ty sé6 mol DSPC: CHOL: PEG-
DMG2000=50:10:38,5:1,5 c6 ty s6 trong lugng téng lipit: ARN 14 khoang 35,78:1 dugc
sit dung trong vi du nay. ARN tu sao chép luxiferaza (cdu tric s6 pARM2807, 9693 nt)
duoc st dung. Quy trinh tao dang ché phém cua hé théng MIVM va hé théng Ciukién T
12 14n luot nhu duge mé ta trong Vi du 3.

Déng ngac nhién 13, tbc do dong chay thap hon da phét huy tic dung tot hon ddi vé6i céc
dang ché phdm ARN 16n duoc bao nang cua ca hé thong MIVM va hé théng Ciu kién-
tao dang ché pham. Vi téc d6 dong chay thap hon, kich c¢& hat (Z-trung binh) va PDI 1a
nho hon, va %encap thi cao hon. (Puogc thé hién trong Bang 8 va Bang 9). Nham cb ging

dat duoc ca toc do san xuat c6 thé chép nhén duoc va chat luong LNP c6 thé chép nhan
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duoc chon dé phat trién thém.

Bang 8
Hé théng tao | Tong tdc do | Chat dong
Si‘;i he ?,f,iiﬁﬁf)y PS  |PDI | %Encap
100 73,33 0,117 94,4
MIVM 120 75,16 0,132 94,8
160 82,13 0,152 93,4
Bang 9
Hé thdéng tao | Tong tdc 46 dong chay | Chat dong
dang ché phfxm (ml/phut) PS PDI | %Encap
120 79,75 0,15 |94,1
ARC 160 82,21 0,161 | 95,4
200 87,70 0,205 | 94,3
333 103,3 0,242 |1 91,9

Két qua phat hién trong vi du nay 13 déi nghich v&i nhitng gi duge quan sat thiy ddi véi
cac dang ché phim ARN nho dugc bao nang bang hat nano lipit nhu dugc thé hién trong
Bang 10. Téc d6 dong chay cao hon dem lai kich ¢& hat nho hon va PDI thdp hon d6i véi
ARN nho dugc bao nang bang hat nano lipit. D6i véi quy trinh ¢6 cac két qua cia ARN

nho dugc bao nang bang LNP trong Bang 10, st dung siARN c6 d9 dai 23 nt.

Bang 10
] Chit dong
H¢ thong | i
Tong toc d§ dong | Z-trung
ARN |tao dang
. chay (ml/phit) binh PDI %Encap
ché pham
(nm)
100 106,9 0,087 |99,1
SiARN | CAu kién | 200 75,7 0,080 |[99,4
23nt) | T 300 71,2 0,066 |99,3
333 69,7 0,063 | 99,5
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Vi du 6: San xuit ARN lén dwge bao nang bing hat nano lipit trong hé thong
MIVM va hé théng Céu kién-tao dang ché phim c6 thé ting quy mé dugce

V6i tht ca cac cai thién duoc d& cap trong cac Vi du 2-5, quy trinh tao dang ché phim
ding cho ARN 16n duoc bao nang bang LNP (ARN tu sao chép luxiferaza, pARM2807,
9693 nt; va mdt ARN tu sao chép khéc, 11,665 nt) khap cac hé théng tao dang ché pham
c6 thé tang quy mé duge (MIVM va Cau kién T) dugc phét trién, va quy trinh nay c6 thé
ap dung duoc cho cac ché pham khac nhau (Bang 11). Cac didu kién va quy trinh tao
dang ché phém trong vi du nay la nhu dugc md ta trong cac vi du trén day, trir khi dugc

chi ra khac.

Bang 11
Ché pham lipit
|Lipit cation: Thé tich
M6 ta ve Z-trung
] DSPC:  CHOL:ARN PDI  %Encap mé ciia 1 g
cau kién binh (nm)
lipit-PEG ARN (L)
(ty s6 mol)
50:7:41,5:1,5 75,02 0,163 93,3
ARN tu sao
MIVM 50:10:38,5:1,5 74,54 0,18 93,1
ché
50:13:35,5:1,5 P 78,34 0,184 P91
luxiferaza, 167,5
50:7:41,5:1,5 89,17 0,217 92
) PARM2807,
Cau kién T [50:10:38,5:1,5 88,74 0,196 91,3
9693 nt
50:13:35,5:1,5 89,47 0,195 90,5

Pé dap mg cac yéu ciu san xuat, kha ning vé viéc sdp dat tat ca trong dong dé san xuét
lién tuc dugc kiém nghiém. Hé théng ng dai gifta 14n pha lodng thtr 1 va 1an pha lodng
thtr 2 duoc st dung dé kéo dai thoi gian gifr gifta ca hai 1in pha loAng. Piéu nay 14 dva
trén két qua tim hiéu duge tir cac vi du trude. Nhu dugc thé hién trong Bang 12, chét
lugng ctia ARN 16n duge bao nang bang LNP khong bi anh huéng béi viéc sap dat tat ca
trong dong.
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Bang 12
Thoi gianChé  phim
giit  gitrallipit
lan  phalLipit cation: Z-trung Thé tich mé
Mo ta ve
) loang thwDSPC: ARN binh PDI (%Encapcia 1 g
cau kién .
1 va lanCHOL: lipit- (nm) ARN(L)
pha loangPEG
thir 2 (ty s6 mol)
20s ARN tu sao[73,11  (0,133/92,2
chép
MIVM 50:10:38,5:1,5 [luxiferaza, 167,5
30s 76,48 10,173193,3
PARM?2807,
9693 nt

Vi du 7: Ting quy mé ciia quy trinh sin xuiat ARN lén dwgc bao nang bang hat

nano lipit bing hé théng MIVM va hé thong tao dang ché pham Cau kién T

Quy trinh tao dang ché phdm duoc mé ta trong Vi du 6 dugc thé hién 1a phéat huy tac
dung t6t di véi viéc san xudt ARN 16n dwoc bao nang bang hat nano lipit, nhung thé tich
mé va téc dd san xuét da thé hién nhu cdu vé su cai thién thém. Theo cic phuong 4n
trong vi du nay, da thuc hién nhiéu phuong phap dé dat duoc muc dich nay.

Tét ca cac ché phdm cua dang ché phdm, cac diéu kién va quy trinh trong vi du nay l1a

tuong tu vai Vi du 6, trir khi dugce chi ra khac.

Lam ting ndng db trong quy trinh bing viéc bd sung NaCl trong chét dém xitrat

Theo phuong an nay, da 1am ting ndng d6 trong quy trinh vi muc dich ting quy mo, va
da phét hién ra mdi quan hé gitta ndng d6 trong quy trinh va néng do NaCl trong chat
dém xitrat (Puoc thé hién trong Bang 13 va Bang 14), phat hién nay 1 khp céc cu kién
san xuat khac nhau. Néng dd NaCl cao hon trong chit dém xitrat 1a can thiét cho viéc tao
dang ché phdm ndng d6 trong quy trinh cao hon, va né da dem lai kich c& hat nhé, PDI
va %encap cao. Nhung mot khi dat téi ngudng, thi khong can 1am ting ndng d6 NaCl cao

hon chut nao nita. Mot ndng d6 NaCl trong chat dém xitrat ding din 1 can thiét d6i véi
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Bang 13
Nong do NaCal | Chat dong Thé tich
Quy trinh tao | [Lipit )
. trong chat dém | PS mé (L/g
dang cheé pham | IP] PDI %Encap
xitrat (mM) (nm) mARN)
4 10 73,3 0,117 |94,4 167,5
8 10 86,7 0,176 | 94,3 83.8
MIVM 12 10 93,8 0,179 | 95,6
12 30 82,5 0,152 ]95,1
12 50 79,12 10,126 |95,6
- 55,8
MIVM, tat ca
trong dong, thoi | 12 50 81,01 0,148 |95,7
gian gitt 30 giay
Béang 14
Nong dd NaCal | Chit déng Thé tich
Quy trinh tao | [Lipit .
. Trong chat dém | PS mé (L/g
dang ché pham | IP] PDI %Encap
xitrat (mM) (nm) mARN)
) 16 50 83,91 |0,156 |96.4 41,9
Caukién T
12 50 71,35 10,125 |96
Cau kién T tat 55,8
12 50 71,59 0,094 |96,1
ca trong dong

Lam giam t¥ s pha lodng dé ting quy md

Dé 1am giam thém thé tich mé, da danh gid mirc giam ty sd pha loang. Nhu dugc md ta
trong Vi du 1, phwong phép pha lodng 2 budc 14 can thiét ddi v6i quy trinh san xudt ARN
16n duoc bao nang bang hat nano lipit. Trong tat ca cac vi du trudc, mic pha lodng 1:2
v6i chat dém phosphat 45 mM va muc pha lodng 1:3 v6i chat dém HEPES 50 mM, do
pH 8,0 chita NaCl 50 mM va sucroza 9% dugc thuc hién. Theo phuong an nay, ty s6 pha

loang thap hon duoc kim nghiém trong mot khoang duy tri ndng do etanol va do pH
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dung dan trong dang ché phim dugc pha lodng. Thoi gian gitt 8 gio trudc quy trinh tinh
ché (TFF) ciing dugc kiém nghiém dé dam bao tinh 6n dinh cia dang ché phdm trong
sudt quy trinh tinh ché san xut quy mé 16n (Bang 15).

Nhu duogc thé hién trong Bang 15, cac thudc tinh héa ly ctia dang ché pham khong bi anh
hudng béi viée 1am giam ty sd pha lodng ctia quy trinh. Sau 8 gio giit, cac thudc tinh héa
ly cua dang ché phim ciing dugc duy tri. Trong vi du nay, do tinh khiét va tinh nguyén
ven cia mARN ciling dugc kiém nghiém bé“mg thiét bi phan tich Manh dé dam bao do
cong hi¢u cua mARN co thé dugc duy tri trong sudt qua trinh san xuét. D6 tinh khiét va
tinh nguyén ven cia mARN duoc ghi nhan so véi do tinh khiét va tinh nguyén ven cla
mARN truéc khi bao nang.

Lipit & 12 mM [IP], v6i NaCl 50 mM trong chit dém xitrat 5 mM do pH 4,0, m{rc pha
loang phosphat 1:1,5, sau do6 1a mtc pha lodng chat dém HEPES 1:2,5, LNP ¢6 chét
lwong t6t va 12 6n dinh v& cac thudc tinh hoa 1y va do tinh khiét cia mARN trong it nhat
8 gidr trude khi bit dlu quy trinh tinh ché (TFF), diéu nay dam bao tinh 6n dinh ctia LNP

trong sudt quy trinh san xuét.

Bang 15
Thoi Po Thé
Muc | Mue gian tinh tich
. Puong i
pha pha Mo ti ve | giit khiet | mé
kinh PDI | %Encap
loang | loang quy trinh | trwéc (am) cia (L/g
nm
thx 1 | thw 2 TFF mAR | mAR
(gi0) N (%) |N)
1:1 1:2,5 Cau kién |0 67,97 0,105 |92 90,8 32,6
1:1,5 | 1:2 T, 160 | 0 71,46 0,114 | 94 89,2 34,9
1:1,5 |1:2,5 mL/phat, |0 70,91 0,069 | 95 87,7 40,7
1:2 1:2 lipit 12 |0 70,81 0,085 | 90 90,8 42
1:1,5 | 1:2,5 mM 1P, | 0 76,75 0,111 |96 92,3
xitrat 5 ’
mM  do 40,7
1:1,5 | 1:2,5 8 77,65 0,108 | 95 96,9
pH
4,0+NaCl
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50 mM;
Tat  ca
trong

dong (gil
30 giay).
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Vi du 8: Kiéu sip diit hé thong 6ng va ap suit ngwoe ddi voi viée san xuat ARN lén

dwge bao nang bing hat nano lipit

Déi véi viee san xudt ARN nho hon duogc bao nang bang hat nano lipit, dé ting ap suit

nguoc cua bom pit tong 4p sudt cao duge st dung trong cu kién, thuong sit dung hé

théng 6ng nhé hon (ID 0,01, 0,02 inso). P& tranh hién tugng xung dong ctia dong ARN,

thudng st dung kep trén hé théng dng ma két ndi hé thdng dng Peek va cdu kién tron. Vi

du nay da thé hién diém ngudng thit bai bing cach sir dung quy trinh san xuét dugc phét

trién trong Vi du 7 nhung bing cach sir dung hé théng éng Peek c6 ID 0,02 inso dbi vé6i

dong ARN va kep trén hé théng dng gifta hé thdng 6ng Peek va Chu kién T. Sau do,

phuong phap danh gia vé tac dung cua kiéu sép dat hé théng 6ng va 4p suit nguoc duge

thuc hién. (Bang 16). Trong vi du nay, tit ca ché pham ciia dang ché pham, cac diéu kién

va quy trinh 14 twong tu v6i Vi du 7, trir khi duoc dé cap khéc.

Bang 16
. . . Z-
Hé thong 6ng bom (ID tinh bang,k
. Ap suat ngugce ciia bom jtrung PDI  |%Encap
inso’ va d§ dai tinh bang cm)
binh
Dang sap dat phat trién ban dau: ARNJARN 18 psi; Lipit 55-60
80,96 (0,153 94,1
0,03 (27 cm); Lipit 0,03 (30 cm) psi
ang sép dat san xuat 1: ARN 0,02]ARN 250 psi; Lipit 395-
99,80 0,247 81,4
(50 cm); Lipit: 0,01 (30 cm) 405 psi
ang sap dit nghién ctru: ARN 0,03ARN 19-21 psi; Lipit] :
82,13 10,152 95,2
(50 cm); Lipit: 0,01 (30 cm) 395-405 psi

Nhu dugc thé hién trong Bang 16, kich ¢& hat va PDI thi cao hon mdt cich dang ngac

nhién trong khi %encap thi thAp mét cach déang ngac nhién khi st dung hé théng dng
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Peek 0,02 inso di v6i dong ARN va hé théng ng 0,01 inso ddi véi dong lipit trong sudt
qua trinh san xuit. D& hiéu dudng nao di tao ra sy khic biét, dang sap dat nghién ctu:
ARN 0,03 (50 cm); Lipit: 0,01 (30 cm) dugc st dung va dé tao ra cac LNP chat lugng
t6t. So sanh 3 dang sép dit nay, cac két qua da thé hién mot cach rd rang ring hé thdng
dng dong ARN c¢6 tac dung quan trong dbi v6i chat lwong LNP. Tuy nhién, da khong biét
rang ID cua hé théng dng, 4p suit cao, hay ca hai 12 nguyén nhan.

Vi vay, mot tdp hop gém cac kiém nghiém voi d6 dai va kich ¢& ctia hé théng 6ng dong
ARN khac nhau dugc thuc hién (Bang 17). Céc két qua da thé hién réng chét lugng LNP
bi 4nh hudng khi sir dung hé théng éng 0,02 inso, tham chi d6i v6i do dai cuc ky ngan.

Bang 17
Hé théng 6ng bom (ID tinh

Ap sudt ngwge ciaZ-trung

bing inso' va d¢ dai tinh bang PDI  (%Encap

bom (psi) binh
cm)
ARN: 0,03 (27 cm); Lipit: 0,01JARN 19-21; Lipit 395-

82,13 0,152 95,2

(30 cm) 405
IARN: 0,02 (40 cm); Lipit: 0,01

ARN 152; LIPIT 412 97,91 0,230 (77,1
(30 cm)
ARN: 0,02 (25 cm); Lipit: 0,01

ARN 104; LIPIT 401 (99,57 0,294 (76,0
(30 cm)
ARN: 0,02 (10 cm); Lipit: 0,01

ARN 61; LIPIT 415 97,6 0,238 (80,9
(30 cm)

ARN: 0,03 (27 cm) +0,02 (5 cm);

IARN 60; LIPIT 396 95,1 0,194 |88,5
Lipit: 0,01-30 cm)

ba thyc hién nghién ctu thém co két qua dugc thé hién trong Bang 18. Viéc loai bd kep
12 tét cho dang ché phim. Tuy nhién, khi sir dung hé théng éng c6 ID 0,03 inso cho c4
hai dudng va hé théng 6ng dai trong duong ARN (90 cm) dé trdnh hién tugng xung dong,
thi cac két qua 12 khong thuan loi. Khi stir dung do dai dng vira phai (48 cm) c6 kep trong
dudng ARN thong qua cAu kién tron dé duy tri 4p suét nguoc trong khi tron & dang két
hop v6i hé thdng dng nhod hon di v&i dong lipit (ID 0,01 inso) thi tét cho dang ché
phim. Ap suét khoang 70 psi 13 an toan cho dang ché pham.
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Bang 18

_ o . Z-
Hé thong ong bom (ID tinh bangAp suit ngwegc ciia bom
. trung PDI |%Encap
inso va dg dai tinh bang cm) (psi) binh
in

ARN 0,03 (27 cm); Lipit 0,03 (30 cm)[ARN 30 psi; Lipit 53 psi 68,69 10,138 [98
ARN 0,03 (90cm) dé 1am ting ap sudt
va tranh hién tugong xung dong; LipittARN 64 psi; Lipit 50 psi (88,9 (0,166 (96,1
0,03 (30cm)

ARN 0,03 (48cm) +kep; Lipit 0,01

, ) rARN 68 psi; Lipit 487
(30cm) d¢ trdnh hién tugng xung 75,37 (0,158 (95,6

psi

dong cua ca hai dong

Vidu 9: Co ché kha di clia cac phat hién ciia cic Vi du 1-8

Véi tht ca cac phat hién trén day, co ché kha di duge ban luén trong vi du ndy. Vi tat ca
cac phat hién nay chi 4p dung cho ARN 16n (~6000-13000nt), va chét lwong ARN 1én
duoc bao nang bing hat nano lipit bi anh hudng boi ndng d6 ARN trong chit dém xitrat,
ndng dd NaCl trong chit dém xitrat, kich c& hé théng 6ng ctia dong ARN+xitrat va toc do
dong chay cua dong ARN. Mot gia thuyét ring ARN 16n (~6000-13000nt) thi nhay cdm
hon véi timg sult co xat va tde do co xat.

C6 thé giai thich cac phat hién nhu vy bang cach sir dung cc cong thirc duéi day:

2Q

y=—
s

Téc @6 co xat:

Téc d6 dong chay theo thé tich Q; ban kinh trong ciia éng dan 1.

Ung suét co xat: D6i voi thanh chit luu Newton, ing sut co xat (tw) ¢6 thé lién quan dén
, TW = V}"# ! .

toc d0 co x4t theo .. trong d6 p 1a d nhét dong luc cta chat [vu. Vi vy, tng

suét co xat s& tang khi ma tbc d6 co xat hodc dd nhdt dong luc ting. Béi do, tdc do co xat

13 ty 1& nghich véi ban kinh trong cta 6ng dan trong khi do nhét dong luc s& bi anh

hudng boi cac didu kién chat dém va chét luu cling nhu kich ¢c& ARN.
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C6 thé danh gia d6 nhét dong luc thém ciia chét luu va phép tinh toan, nhu s& dugce nhan
thay boi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat ndy.

Vi du 10: Cai thién thém va ting quy moé ciia quy trinh san xuit ARN 16n dwge bao

nang bang hat nano lipit

Trong vi du nay, tit ca cac didu kién va quy trinh tao dang ché phdm 13 twong tw véi Vi
du 7, ID cua kich cd hé théng 6ng Peek ctia dong ARN 14 0,04 inso trong vi du nay, tru
khi duoc chi ra khac.

Vi cac két qua tim hiéu duoc tir cac Vi du 1-9, d4 dat dugc mtc cai thién thém nho kiéu
thiét ké. Trong thanh qua dat dugc nay, thé tich mé duoc lam gidm mot cach manh mé,
va tc dd san xudt dugc cai thién rt nhiu, chat lugng ARN 16n duoc bao nang bang hat
nano lipit dwoc cai thién. C6 thé sir dung phuong phap chi 4p dung kep trén dong ARN
dé tranh hién twong xung dong khi tdng téc do dong chay 1a du cao (300 ml/phit). Ap
sut trén dong ARN & muc ~80 psi duge thé hién 1a diéu kién an toan, nhung mtc cao
hon 100 psi s& anh hudng mot cach bt 1gi dén chat lwgng hat nano lipit.

Bang 19 va Bang 20 da thé hién sy cai thién dang k& cua quy trinh san xudt ARN 1én
duoc bao nang bing hat nano lipit nho kiéu thiét ké dya trén viéc tim hiéu thong qua cac
Vi du 1-9. Chét luong LNP dugc duy tri tdt, thé tich mé duoc 1am giam mot cach manh
m& nho su két hop cua tdc d6 dong chay, ndng do NaCl trong chit dém xitrat va ID cia
hé théng 6ng dong ARN ting. Vi 300 ml/phut trong vai trd 12 téng toc do dong chay,
khong can dén kep trén dong ARN.

Bang 19
Nong ., ) ID ciia hé | Ap suat
Tong toc | NaCl i Z-
do , | thong ngugc
d¢ dong | trong chat | | , | trung
trong ong dong | trén Cau PDI | %Encap
chay dém xitrat binh
quy ARN kien T
(ml/phiat) | (mM) (nm)
trinh (inso) nho kep
12 160 50 0,03 Co 78,25 10,141 | 95,7
12 240 50 0,04 Co 76,72 | 0,138 | 95,8
16 240 50 0,04 Co 86,72 10,2 97,9
16 240 75 0,04 Co 70,74 10,122 | 98,4
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16 240 100 0,04 Co 68,9 0,125 98,2
20 300 100 0,04 Co 76,37 0,139 | 98,9
20 300 150 0,04 Co 72,02 0,113 {98
20 300 150 0,04 Khong 70,67 0,113 | 98,7
20 240 100 0,04 Co 70,55 10,116 | 98,5
24 300 150 0,04 Co 78,34 0,134 | 98,6
24 300 100 0,04 Co 80,87 10,157 1979
24 240 100 0,04 Co 78,61 | 0,132 | 98,5
24 240 150 0,04 Co 76,78 | 0,124 | 98,7
24 300 200 0,04 Co 76,11 | 0,125 | 98,7
Bang 20
Lipit | Nong d6 NaCl | Ty s6 | Kich ¢& | Z- PDI | Po tinh khiét | %Encap
[IP] | trong chit | pha mé 1 |trung theo manh (%
dém xitrat lodng | gam binh so voi nguyén
(L) (nm) liéu goc ARN
ban dau)
20 NaCl 150 mM | 1:1,5; | 17,5 75,12 10,17 | 82,9 98,5
mM 1:1,5
24 NaCl 150 mM | 1:1,5; | 14,5 87,89 |0,19 | 97,1 91,7
mM 1:1,5
24 NaCl200 mM | 1:1,5; | 14,5 76,78 | 0,13 | 98,5 98,7
mM 1,5
28 NaCl200 mM | 1:1,5; | 12,5 82,40 0,13 | 94,1 98,1
mM 1,5
28 NaCl250 mM | 1:1,5; | 12,5 80,21 | 0,10 | 92,6 98,2
mM 1,5
32 NaCl250 mM | 1:1,5; | 10,9 88,49 10,10 | 86,5 97,3
mM 11,5 7
32 NaCl300 mM | 1:1,5; | 10,9 89,55 10,13 | 824 97,4
mM 1,5
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Vi du 11: Sw céi thién thém va ting quy moé ciia quy trinh san xuit ARN lén dugc

bao nang bing hat nano lipit trong mét hé thong chat dém khac

Sy san xudt ARN dugc bao nang bang LNP dong khé 1 quan trong ddi v6i viée dem lai
duge phdm c6 tinh 6n dinh trong cic méi trudng nhat dinh. Mot phén cta quy trinh 1am
dong kho bao gdm viéc didu ché huyén phi ciia cic LNP trong co chit ding din. Pon
dang ky bang sang ché tai Hoa Ky s6 17/402,077 mb ta cac phuong phéap lam dong kho
cac ARN duoc bao nang bing hat nano lipit va dugc dua vao diy bang cach vién dan. Dé
phét trién duoc pham ARN 16n duge bao nang bang hat nano lipit dong khd, quy trinh
san xudt ARN 16n dugc bao nang bang hat nano lipit trong hé théng chat dém Tris duoc
phét trién dya trén cac két qua tim hidu dwoc tir cac Vi du 1-10. Céc diéu kién va dang
sip dat quy trinh tao dang ché phim 12 twong tw voi Vi du 10 véi viéc sap dit tht ca trong
dong & thoi gian giit tir 15 gidy dén 25 gidy. Su khéc biét duy nhét 1 chit dém pha lodng
thr 2 1a Tris 50 mM, d¢ pH 8,0 chita NaCl 50 mM va sucroza 9%, va chét dém loc pha
lodng qua mang 1a Tris 20 mM, d¢ pH 8,0 chita NaCl 50 mM va sucroza 9%. (Bang 21)

T4t ca cac két qua tim hiu duoc tir cac Vi du 1-10 13 c6 thé ap dung dugc dbi véi viec

tao dang ché phém hé thong chat dém Tris.

Bang 21
. Do tinh
Nong do .
Thoi khiet theo
NaCl . | Kich
gian Ty so Z- manh (% so
Lipit | trong ¢ mé
giir , pha trung | PDI |v6éi nguyén | Y%oEncap
[IP] chat 1 gam ,
trudc loang binh lieu goc
dém @)
TFF ARN  ban
xitrat .
dau)
T-0 1:1,5; 72,43 10,143 | 89,2 98
20 mM | 150 mM 17,2
=8 1:1,5 71,99 |0,16 | 86,3 96,9
T-0 1:1,5; 75 0,195 | 86,5 97,2
24 mM | 200 mM 14,5
T=8 1:1,5 74,1 0,122 | 89,0 97,5
T-0 1:1,5; 78,44 10,13 |93,2 98,4
28 mM | 200 mM 12,5
=8 1:1,5 79,55 10,122 | 89,0 97,6
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T-0 1:1,5; 82,62 0,115 89,2 97,5
32 mM | 250 mM 10,9

T=8 1:1,5 83,51 10,09 |86,3 97,6

T-0 1:1,5, 85,95 |0,1 93,2 98
32mM | 250 mM 13,08

T=8 1:2 87,68 | 0,129 | 86,3 97,4

Vi du 12: B sung EDTA trong sudt qua trinh pha lofing va lin x4c nhéin cudi cing

quy trinh san xuit ARN lén dwge bao nang bang hat nano lipit

Trong vi du nay, tt ca cac diu kién va dang sép dat quy trinh tao dang ché phém la

twong tu v6i Vi du 11, trir khi duge néu khac. Tac dung cua viéce bb sung EDTA trong

sudt 14n pha loang thtr hai va loai bé trong sudt qua trinh loc pha lodng qua mang duoc

kiém nghiém trong vi du nay, va quy trinh san xuat dugc ting quy mo ¢ mic cao cudi

cling dugc x4c nhan & dang ndng do lipit 28 mM IP c6 thoi gian giit gitta 14n pha lodng

thir 1 va l4n pha lodng thir 2 13 20 gidy, ty s6 pha lodng 12 1:1,5, 1:2, c6 hodc khong c6 sy

bb sung EDTA d& tao ra ARN Ién duoc bao nang bing hat nano lipit chit lugng cao.

(Bang 22)
Béng 22
Gir giira
lin pha .
Thoi NaCl ; Bo Puong
1P lodng thir | Ty so pha
gian trong . sung kinh PDI | %Encap
[mM] 1 va lan | loang
giir Xitrat EDTA? | (nm)
pha loang
thir 2
T-0 o8 NaCl 81,6 0,121 | 98,2
200 15 giay
=8 | mM 79,44 0,116 | 98,2
mM
1:1,5;1:1,5
T-0 NaCl 81,66 0,094 | 98,5
28 Khong
200 25 gidy
=8 | mM 79,39 |0,149 | 98,8
mM
T-0 |28 NaCl 82,19 0,163 | 98,1
15 gidy 1:1,5;1:2
=8 |mM | 200 77,5 0,125 | 98,3
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Giir giira
lin  pha .
Thoi NaCl . Bo DPwong
1P loang thir | Ty s0 pha
gian trong . sung kinh PDI | %Encap
[mM] 1 va lan | lodng
giir Xitrat EDTA? | (nm)
pha loang
thir 2
mM
T-0 58 NaCl 84,21 0,155 |98
200 15 gidy 1:1,5;1:2,5
=8 | mM 79,34 0,128 | 98,5
mM
T-0 " NaCl 78,38 0,13 |984
200 15 giay
=8 | Mm 79,37 0,125 | 98,7
mM
1:1,5;1:1,5 | C6
T-0 58 NaCl 78,98 0,09 |984
200 25 giay
=8 | mM 79,39 0,151 | 98,8
mM

Vi du 13: Tac dung ciia sw cai thién quy trinh san xuit ARN I6n dwge bao nang

bang hat nano lipit d6i véi d6 hiéu nghiém in vivo

Theo phwong 4n nay, Hinh 4 d4 thé hién rang khong chi cac thudc tinh héa 1y cia ARN
16n dugc bao nang bing hat nano lipit dugc duy tri va cai thién t6t nho viée st dung cac
quy trinh duoc ting quy md dugc md ta trong ban mo ta nay, ma do hiéu nghiém in vivo
cling dugc duy tri va cai thién. Bang 23 di thé hién su khéc biét san xuat cua hai quy
trinh nay, khong phai 13 nhitng gi dwoc mé ta trong Bang 23, tit ca cac didu kién tao dang
ché pham va dang sép dat quy trinh khac 13 twong tw v6i Vi du 7.

Theo phuong 4n nay, 50 pl cia ARN 16n duge bao nang bang hat nano lipit c6 ARN ma
héa protein gai cia COVID dugc tiém ¢ ca hai chéan cta chudt nhét Balb/c theo kiéu
trong co d& dem lai lidu lvong nhu duge mo ta trén Hinh 4. Nam con chudt nhiat trong
mdi nhém. 40 Ngay sau, huyét thanh dwoc thu gom va dugc kiém nghiém bang cach sur
dung thir nghiém Luminex - hé théng thir nghiém mién dich dugc don ghép trén co s&

hon trong dang thirc vi dia dé kiém tra mirc biéu hién khang thé protein gai cia COVID.
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Bang 23
Nong do | ID cua | Ap suat
) Manh
Tong NaCl hé ngwoc
£ . (%
toc dg | trong thong trén Puwong
Lipit i i i cia
(IP] dong chat ong Cau kinh PDI | %Encap a5
0
chay dém dong kién T | (nm)
tinh
ml/phut | xitrat ARN nho i
khiet)
(mM) (inso) kep
Mau
12
69
Quy . o
160 50 0,03 Co 79,59 10,177 | 98,2 Tiéu
trinh \
chuan
A
71
Mau
20
70
Quy R s
300 150 0,04 Khong | 75,71 | 0,169 | 98,8 Tiéu
trinh ,
chuan
B
71

Cac cin nhac thém

Phin mo ta trén diy dugc dua ra d& giup chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay thuc
hanh duoc céc kiu sip dit khac nhau dwoc mé ta trong ban mé ta niy. C6 thé c6 nhidu
cach khac dé thuc hién cong nghé ddi twong. Cac chic ning va yéu t6 khac nhau duoc
md ta trong ban md ta nay c¢6 thé duge phan bd mot cach khac biét véi nhitng chirc ning
va yéu td dugc thé hién ma khong di tréch khéi pham vi ctia cong nghé d6i tuong. Cac
dang cai bién khac nhau cia cac kiu sp dat nay sé& tré nén séng to d6i véi chuyén gia
trong linh vuc k¥ thuét ndy mot cach dé dang, va cic nguyén ly chung duge dinh nghia
trong ban mé ta nay cé thé dugc ap dung cho céc kiéu sap dat khic. Vi vy, ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt nay c6 thé tao ra nhiéu dang thay dbi va cai
bién cho cong nghé ddi twong, ma khong di tréch khoi pham vi ctia cong nghé d6i tuong.

Mic dit phdn mo ta chi tiét sang ché chira nhiéu diém cu thé, nhung khong nén hiéu cac

diém nay 13 1am gi6i han pham vi cua céng nghé dbi twong, nhung thuan tiy 13 minh hoa
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cac vi du va khia canh khéac nhau cua cong nghé d6i twong. Can phai nhan thay dugc rang
pham vi ciia cong nghé dbi twong bao gdm cac phurong an khac khong duge ban luan chi
tit trén day. C6 thé tao ra cac dang cai bién, thay ddi va bién dbi khac nhau vé dang sép
xép, van hanh va céc chi tiét cia phuong phap va thiét bi ciia cong nghé ddi twong duoc
bdc 10 trong ban md td nay ma khong di tréch khéi pham vi cia sang ché nay. Ngoai ra,
cling khong can thiét dé thiét bi hodc phwong phap nao d6 giai quyét moi vin d& ma co
thé giai quyét duoc (hodc s¢ hitu moi vu diém ma c6 thé dat dugce) nhd cdc phuong 4n
khac nhau theo sang ché dé dugc bao quét trong pham vi cila sang ché. Cach str dung
trong ban mo ta nay ciia “c6 thé” va cic dang phai sinh ctia n6 s& dugc hiéu theo nghia 14

“c6 18” hodc “thry ¥ ddi nguoc voi dang khang dinh.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap san xuit hat nano ARN dugc bao nang bang lipit, bao gdm cac budc
a) cho dung dich nudc chita ARN chay qua dng thtr 1 ¢6 dudng kinh trong (inner
diameter - ID) 1 tir khoang 0,01 inso dén khoang 0,08 inso; trong d6 do pH cta dung
dich nuéc nay ndm trong khoang tir khoang 3,0 dén khoang 4,5 v6i nong d6 NaCl tuy y
13 1én dén khoang 300 mM;
trong d6 ARN nay chtta tir khoang 6.000 dén khoang 13.000 nucleotit;
b) cho dung dich etanol chitra céc lipit chay qua 6ng thir 2 ¢6 ID 1 tir khoang 0,01
inso dén khoang 0,04 inso & tbc d6 dong chay la khoang 0,2 dén khoang 1 lan téc do
dong chay cua dung dich nu6c qua dng thir 1, trong d6 cac lipit nay bao gdm lipit cation;
va
c) tron dung dich etanol v6i dung dich nudc;
trong d6 phwong phép tron nay tao ra dung dich dau ra chay trong éng thir
1 bao gdm dong chay nhidu loan ciia ARN va cac lipit trong etanol khoang 10% dén 75%
thé tich/thé tich; va
trong d6 hat nano ARN duoc bao nang bang lipit nay cé ciu tric hai 16p.
2. Phuwong phap san xuét hat nano ARN dugc bao nang bang lipit, bao gdm cac budc
a) cho dung dich nu6c chita ARN chay qua 6ng thir 1 ¢6 dudng kinh trong (ID) thir
nhét; ‘
trong d6 ARN nay chia tir khoang 6.000 dén khoang 13.000 nucleotit;
b) cho dung dich etanol chtra cac lipit chay qua 6ng thir 2 ¢6 dudng kinh trong (ID)
thr hai, & tbc d6 dong chay 1a khoang 0,2 dén khoang 1 14n téc do dong chdy cua dung
dich nuéc qua éng thir 1, trong d6 cac lipit nay bao gom lipit cation; va
C) tron dung dich etanol v6i dung dich nudec;
trong d6 ID thir nhit va ID th hai va téc d6 dong chay qua 6ng thir 1 va
6ng thtr 2 duoc chon lya dé tao ra luc co x4t du thap dé gift nguyén tinh nguyén
ven cua ARN;
trong d6 phuong phép trdn nay tao ra dung dich dau ra chay trong 6ng thi
1 bao gdm dong chay nhiéu loan ctia ARN va c4c lipit trong etanol tir khoang 10%
dén 75% thé tich/thé tich; va

trong d6 hat nano ARN duoc bao nang bang lipit nay c6 cAu tric hai 16p.
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3. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 phuong phép tron niy bao gdm viéc
cho dung dich etanol va dung dich nuéc chay vao céu kién tron gom 6ng thi 2 dugc ndi
lién theo kiéu vudng géc vé6i éng thir 1.

4. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 phuong phap tron niy bao gdm viéc
cho dung dich etanol va dung dich nudc chay vao thiét bi lic tron da dau vao.

5. Phuong phép theo mot diém bét k¥ trong sé cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ndng do
ciia ARN trong dung dich nudc ndy ndm trong khoang tir khoang 85 microgam/mL dén
khoang 2100 microgam/mL.

6. Phwong phép theo mot diém bét k¥ trong sé cac diém tir 1 dén 5, trong d6 ndng do
cta lipit trong dung dich etanol ndm trong khoang tir khoang 5,0 mg/mL dén khoang 125
mg/mL.

7. Phuong phap theo mot didm bt ky trong sé cac diém tir 1 dén 6, trong d6 dung
dich nudc duge bom qua dng thir 1 bang bom thr 1 ¢6 4p suét ngugce 1a khong nhiéu hon
khoang 200 psi, va dung dich etanol dwgc bom qua dng thit 2 bang bom thir 2.

8. Phuong phap theo diém 1, trong dé 6ng thir 1 c6 ID nam trong khoang tir khoang
0,02 inso dén khoang 0,03 inso va 6ng thi 2 ¢6 ID nam trong khoang tir khoang 0,01
inso dén khoang 0,02 inso.

9. Phuong phap theo mot diém bt ky trong s& cac diém tir 1 dén 8, trong d6 dung
dich nu6c duoc bom & tbe d6 dong chay ndm trong khoang tir khoang 40 mL/phut dén
khoang 375 mL/phtt.

10.  Phwong phap theo mot didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, trong d6 cac
dung dich nudc, etanol, va dau ra dugc duy tri trong khoang nhiét do tir khoang 10 °C
dén khoang 25 °C.

11.  Phuong phép theo mot diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 10, con bao gém
viéc bom chét dém pha lodng thir nhit va tron chit dém pha lodng v6i dung dich dau ra
bing cach dua chit dém pha lodng vao dung dich dau ra dé tao ra dung dich dau ra dugc
pha logng thir nhét.

12.  Phwong phap theo diém 11, con bao gdm viéc bom chit dém pha lodng thir hai
vao dung dich dau ra duoc pha lodng thi nhét, nhd d6 tao thanh dung dich dau ra duoc
pha logng cudi clng, trong d6 ¢ thoi gian tri hodn giita 14n bom chit dém pha lodng thi

nhét va chat dém pha loing tht hai.
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13.  Phuwong phap theo diém 11 hodc 12, trong d6 chat dém pha lodng thir nhat bao
gom:

a) chéat dém c6 do pH tir khoang 5,5 dén khoang 7,0; va

b) tlly v, ndng do natri clorua 1én dén khoang 100 mM; va,
chét dém pha lodng thit hai bao gom:

a)  chat dém co dod pH tir khoang 7,4 dén 8,0; va

b)  tiy ¥, ndng dd natri clorua lén dén khoang 100 mM.
14.  Phuwong phép theo diém 12 hodc 13, trong d6 chat dém th hai ndy bao goém
sucroza 1én dén khoang 15% trong luong/thé tich, chat chdng oxy héa lén dén khoang
0,5% trong luong/thé tich, 1én dén 20 mM cua chét tao chelat, hodc két hop bét ky ctua
cac yéu t6 ndy.
15.  Phuong phap theo mot diém bat ky trong s6 cac diém tir 11 dén 14, trong d6 dung
dich dau ra dugc pha lodng thir nhat nay chira khoang 1,0% dén khoang 10,0% etanol.
16.  Phwong phép theo mot diém bat k¥ trong sd cac diém tir 11 dén 15, trong d6 chat
dém pha loéing thir nh4t dugc bom & téc d6 dong chay tir khoang 80 mL/phtit dén khoang
900 mL/phut va chat dém pha loéing thir hai duoc bom ¢ toc do dong chay tir khoang 240
mL/phit dén khoang 5400 mL/phtt.
17.  Phuong phap theo mot diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 16, trong d6 hat
nano ARN dugc bao nang bang lipit ndy c6 kich ¢& hat trung binh nim trong khoang tir
khoang 50 nm dén khoang 120 nm.
18.  Phuwong phép theo mot diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 17, trong d6 phan
lipit ctia hat nano ARN dugc bao nang bang lipit con bao gdm mot hodc nhidu chét dugc
chon lya tir nhém gdm lipit trg gitp, cholesterol, va thé tiép hop lipit PEG.
19.  Phuong phép theo mét diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 18, trong d6 ARN
nay la ARN tu sao chép.
20.  Phuong phép theo mot diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 19, con bao gém

viéc lam déng kho dung dich ddu ra duge pha lodng cudi cling.
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