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Linh vie k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché @ cap dén hat nano dé st dung trong phong ngira va diéu tri bénh tu
mién, tinh trang di tmg hodc cac tinh trang viém mén tinh khac, va san sinh té bao T diéu
hoa. Cu thé, sang ché d& cap dén hat nano chira mixen chira polyme ludng tinh c6 khéi
luong phan tr trung binh s6 (Mn) ndm trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol, téo ra hat
nano hoa tan trong nudc, va it nhit mot peptit chira it nhit mot epitop té bao T. Sang ché
cling dé cép dén duoc phém chira hat nano. Dugc phém nay cé thé duoc st dung dé san
sinh té bao T didu hoa dic hiéu it nhit mot epitop té bao T & dbi tuong dé diéu tri hoac
phong ngira bénh trong d6 qué trinh e ché dap tng mién dich dic hiéu 13 c6 lgi. Sang

ché ciing dé cap dén phuong phap san xuét hat nano nay.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Bénh tr mién tao ra ganh ning dang ké dbi voi dbi tuong bi bénh va céc hé théng
cham séc strc khoe. Cac li€u phép hién nay chu yéu dwa vao dugc chit trc ché mién dich
¢ cac tac dung khong mong mudn dang ké. Liéu phap mién dich dic hidu ty khang
nguyén chil yéu huéng dich tic nhan giy bénh mién dich dic hiéu bénh dan dén tinh

trang mién dich chung chua duoc hoat hoa thé hién nhu cu y té chua dugc dap tmg.

Kha ning chdng chiu tu khang nguyén dugc duy tri béi nhidu co ché kiém soat té
bao lympho tr phan tmg c6 kha ning gy bénh, bao gdm co ché loai bo, suy giam hoic
trc ché dong bai té bao T diéu hoa. Do d6, bénh tir mién c6 thé do kiém soat khong diy
du té bao lympho tu phan tng, va muc dich chinh cta liéu phap mién dich dé diéu tri
bénh tr mién 13 cdm tng kha ning chéng chiu tr khang nguyén bang cach khéi phuc qua
trinh didu hoa. Cach thirc dic biét tiém ning dé khéi phuc kha nang tir chéng chiu c¢6 thé
13 cach thic ting sinh té bao T didu hoa CD4+CD25+FOXP3+ dic hiéu tu khang
nguyén. Qua trinh van chuyén sinh dudng cia té bao nay c6 thé phong ngira tinh trang tur

mién hoc tinh trang viém.

Gan dong vai trd trung tim trong qua trinh e ché dap tmg mién dich khong mong
mudn chéng lai khing nguyén Iy truyén qua dudng mau, vi du khing nguyén thuc

pham, thAm nhap vao hé tuan hoan. Co ché co ban nay cia gan c6 thé dugc sir dung dé

1

V47



52077 2147

didu hoa giam ddc hiéu dap tmg mién dich bét loi chéng lai khang nguyén hodc tw khang
nguyén protein bén ngoai. Peptit khang nguyén co ngudn gbc tir protein nhu vay, khi
dugc ghép cap véi chit mang c6 kich ¢& nano va st dung qua dudng tiém tinh mach,
khéng nguyén thue phdm bét chude hoat hoa hip thu bai té bao gan dic hiéu, té bao tao
thanh c4c xoang gan, sau d6 boi dap tng mién dich c6 kha ning chéng chiu. Do d6, kha
ning chdng chiu dic hiéu peptit cd thd dugc cam tng dbi v6i khang nguyén gdy bénh
midn dich x4c dinh, din dén cai thién hodc tham chi loai bé phan Gng mién dich bét lgi.
Do d6, cach tiép can nay cé thé dugc st dung dé diéu tri bénh dang dién ra va cling c6

th dugc st dung dé phong ngira bénh twong tng trong chién luong phong ngira.

Vi du, qué trinh biéu hién 1&ch vi trf cua khang nguyén than kinh trong gan c6 thé
phong ngtra bénh viém than kinh tuw mién & cac chudt nhét bi bénh viém nio tiy tu mién
thir nghiém (EAE), trc 12 m hinh dong vat bi bénh xo cing rai rac (MS). Phat hién nay
c6 thé dugc giai thich béi kha ning cia gan dé san sinh té bao T diéu hoa dic hiéu khang
nguyén than kinh c6 kha ning kidm so4t t6i wu va Gc ché dap tmg mién dich ty mién. Té
bao tao thanh cic xoang gan dong vai tro quan trong dé dat duoc tac dung ndy. Té bao
tao thanh c4c xoang gan biéu hién phan tt MHC/HLA nhém I va nhém II trén bé mit clia
né, do dé c6 thé c6 kha ning trinh dién peptit twong Gng voi ca té€ bao biéu hién CD8
(thdng qua qué trinh trinh dién chéo) va té€ bao T biéu hién CD4. Qud trinh trinh di¢n
peptit khang nguyén baéi t& bio tao thanh cic xoang gan bién ddi té bao T tic dong va
nguyén thé thanh té bao T didu hoa theo co ché dic hidu khang nguyén in vitro. Day 13
rang 14 co ché sinh Iy nhe d6 t& bao tao thanh cac Xoang- gan c6 thé tao ra kha ning chéng

chiu chéng lai khang nguyén lay truyén qua dudng mau.

Hat nano dugc tiép hop véi peptit khang nguyén dic hiéu bénh vao bé mit hat,
nhu khang nguyén lay truyén qua dudng mau, huéng dich gan sau khi tiém tinh mach.
Khi dugc hip thu béi té bao tao thanh céc xoang gan, c6 thé bdi qua trinh 4m bao, hat
nano tich tu trong khoang endosom & d6 peptit khang nguyén dugc gidi phong ra khoi bé
mit cta hat. Didu nay din dén peptit khang nguyén nay dugc trinh dién ¢ bé mit cua té
bao tao thanh cc xoang gan, dugc didu hoa bdi phan tt MHC/HLA. C6 bang chimg cho
thdy qua trinh san sinh tiép theo ctia té bao T didu hoa tao ra kha niang chdng chiu mién

dich dic hiéu tur khang nguyén tuong ng trén co s& epitop peptit khing nguyén cua no.
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WO 2009/067349 d2 cap dén dugc phim chira hat nano tuong thich sinh hoc dugce
lién két v6i phédi tir yéu tb phién ma thy thé aryl hydrocarbon d st dung trong diéu tri rbi

loan tu mién béng cach lam ting sb luong va/hoac hoat tinh cua té bao T diéu hoa.

WO 2013/072051 @ cap dén duge phdm d8 st dung trong san sinh té bao T diéu
hoa dic hiéu it nhét mot epitop té bao T & dbi tuong dé diéu tri hoic phong ngtra bénh
trong d6 qué trinh rc ché dap ting mién dich dic hiéu 13 c6 loi. Hat nano chira mixen
chira polyme ludng tinh tao ra hat nano hoa tan trong nudc, va peptit chira it nhét mot
epitop té bao T dugc lién két voi phia bén ngoai cia mixen. Tai liéu nay goi y sir dung
poly(maleic anhydrit-alt-1-octadecen) c6 ban trén thi truong lam polyme ludng tinh c6
khéi lrong phan tir nim trong khoang tr 30000 dén 50000g/mol va dd tinh khiét khoang
90%.

Tuy nhién, trong cic Ung dung y t& nhét dinh, quan trong 13 hat nano c6 thé dugc

san xuAt véi do tinh khiét rit cao bang cach sir dung cac phuong phép tinh ché hiéu qua.

Vin cin c¢6 hat nano dugc cai tién dé diéu tri va phong nglra bénh trong d6 qua
trinh rc ché dép tng mién dich dic hiéu 13 c6 lgi, vi du trong bénh tu mién, tinh trang di
g, cdy ghép, trc ché khang thé khang duge chit (ADA) chéng lai dugc chat didu tri
bénh hoidc vecto gen, hodc bénh trong d6 dap Gmg viém 1a qua murc, méan tinh hodc bét

loi, va trong d6 dugc pham ndy thich hop dé st dung trén d6i tuong 13 nguoi.
Bén chit k§ thuit ciia sang ché

Pé giai quyét cac vén d néu trén, sang ché @& cap dén hat nano chira a) mixen
chira polyme ludng tinh co khéi luong phan tir trung binh s6 (Mn)nam trong khoang tir
6000 dén 1000g/mol, va b) it nhit mot peptit chira it nhat mot epitop t€ bao T.

Céc tac gia sang ché di ngac nhién phat hién thdy rang hat nano chtra polyme
ludng tinh cd khéi luong phén tir trung binh s (Mn) nam trong khoang tir 6000 dén
1000g/mol c6 thé dugc san xuét d& dang dén d¢ tinh khiét cao hon.

Khoéng bi gi6i han boi ly thuyét bat ky vé tic dung clia hat nano theo sing ché,
duge hiéu rang khi hat nano dugc hép thu béi boi té bao tao thanh cc xoang gan, it nhit
mot peptit duogc lién két v6i phia bén ngodi clia mixen dugce gidi phong, boi hoat tinh
thily phén, phan giai protein hodc cac hoat tinh khac trong endosom, xtr Iy nhu thé peptit

nay la khang nguyén 13y truyén qua duong mau, va trinh dién véi té bao T trong mdi
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truong dung nap. Polyme ludng tinh khéi lwong phan tir thap cho phép bai tiét cac phan
tir polyme riéng 1€ khi gidi phong in vivo. Diéu nay cung cip cho qué trinh bai tiét cua
gan méit, duong nhu 1a qua trinh bai tiét vu tién cho hat nano.

Céc tic gia sang ché di ngac nhién phat hién thdy ring polyme ludng tinh khéi
luong phén tir thip c6 khéi lwong phan tir trung binh s6 (Mn) nam trong khoang tir 6000
dén 1000g/mol c6 thé dugc bai tiét dé dang. Ciing dugc mong doi rang polyme ludng
tinh khdi lwong phén tir thip va cac chét chuyén hoéa ciia né duge thai trir nhanh ra khoi

co thé sau khi di€u tri.

Céc tac gia sang ché di ngac nhién phat hién thdy ring polyme ludng tinh khéi
lwong phan tir thip ¢ cac ddc tinh ¢ 1¢i trong san xuAt hat nano theo sang ché. Polyme
ludng tinh khdi lugng phén t& thip san sinh it chét két tu hon trong qua trinh bao 151 dang
ran so v6i polyme ludng tinh khéi luong phan tir cao. Ngoai ra, polyme ludng tinh khéi
lwong phén tir thip cb thé duogc tinh ché hidu qua hon so véi polyme ludng tinh khéi
luong phan tir cao. Cu thé, polyme chua lién két ¢6 thé dugc phan tach hiéu qua hon khi
polyme ludng tinh khdi luong phan tir thip dugc st dung trong hat nano theo sang ché.

Sang ché ciing d cap dén dugc pham chira hat nano.

Sang ché ciing dé cap dén dugc phim chira hat nano dé sir dung trong san sinh té
bao T didu hoa diic hidu it nhit mot epitop té bao T & dbi twong dé diéu tri hodc phong
ngira bénh trong d6 qué trinh rc ché dap g mién dich dc hiéu 14 c6 1gi.

Cudi cing, sang ché dé cap dén phuong phép sn xuét hat nano, bao gdm cac budc
sau: i) diéu ché polyme ludng tinh c6 khéi lugng phén tir trung binh s6 (Mn) nim trong
khoang tir 6000 dén 1000g/mol, ii) tiry ¥ tinh ché polyme ludng tinh, iii) diéu ché mixen
chtra polyme ludng tinh, iv) bd sung it nhat mot peptit dé thu dugc hat nano.

M3 ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1 13 hinh v& thé hién so do tong hop phirc chit st oleat.

Fig.2 13 hinh v& thé hién so d6 tong hop hat nano sét oxit siéu thuén tir (SPION).

Fig.3 1a hinh v& thé hién so dd tong hop poly(maleic anhydrit-alt-1-octadecen)
khdi lugng phén tir thdp (LM-PMAOD).
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Fig.4 12 hinh v& thé hién so d6 téng hop poly(axit maleic-alt-1-octadecen) khéi
lugng phan tir thip (LM-PMAcOD).

Fig.5 13 hinh v& thé hién so dd bao SPION béng polyme.
Fig.6 13 hinh v& thé hién so dd ghép cip peptit v6i hat nano theo sang ché.

Fig.7 1a hinh v& thé hién anh chup kinh hién vi dién t truyén qua ciia hat nano
theo sang ché (d6 phéng dai 100 14n).

Fig.8 12 hinh v& thé hién phan b6 khéi lugng phéan tir cia LM-PMAcOD nhu dugc
x4c dinh bing cich st dung phuong phap sic ky thdm gel va chun hiéu chinh 13
polystyren.

Fig.9-Fig.11 12 hinh vé& thé hién sc ky dd SEC tinh ché ciia cic miu HM-
PMAcOD-SPION.

Fig.12 13 hinh v& thé hién két qua phan tich sic ky loai c& tinh ché cac méu LM-
PMAcOD-SPION.

Fig.13 1a hinh v& thé hién sic ky dd SEC cua cac san pham sau khi bao.
M3 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén hat nano chtra mixen chira polyme ludng tinh c6 khéi lugng
phén tir trung binh s6 (Mn) nam trong khoang tr 6000 dén 1000g/mol tao ra hat nano hoa

tan trong nudc, va it nhét mot peptit chira it nhat mot epitop t& bao T. Hat nano ¢ thé

cling chtra 13i ky nude dang ran dugce bao boi mixen.

Thuét ngit “hat nano” va “hat c6 kich ¢& nano” dugc su dung thay thé cho nhau
trong ban mo ta. Céc hat nhu vay c6 duong kinh ndm trong khoang tir 1nm dén 999nm,
t6t hon néu nim trong khoang tir 2nm dén 600nm, nam trong khoang tir Snm dén 500nm,
nim trong khoang tir 10nm dén 300nm, ndm trong khoang tir 30nm dén 100nm hogc ndm

trong khoang tir 40nm dén 50nm.

Theo sang ché, hat nano 12 cau tric dugc tao ra béi it nhat mdt mixen va peptit
duoc lién két voi mixen ndy. Peptit ndy c6 thé dugc lién két vé6i phia bén ngoai cla
mixen hodc duoc bao nang bén trong mixen.

Theo mdt phuong 4n cla sdng ché, hat nano theo sng che chira 131 ky, nu6e dang

ran, mixen bao 15i ndy chtra polyme ludng tinh c6 khéi luong phan tir trung binh s6 (Mn)
5
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nim trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol tao ra hat nano hoa tan trong nuéc, va it nhét

mdt peptit chira it nhat mot epitop té bao T.
Mixen

Thuét ngir “mixen” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi thé két tu cia cac phéan tir
ludng tinh duge phan tin trong dung dich nudc. Cac phén than nuéc cla cic phén tir
ludng tinh tiép xic véi dung mdi xung quanh, ngin cich cac ving “tin cung” ky nude
clia cac phéan tir ludng tinh & phia bén trong clla mixen, do d6 tao ra hat nano hoa tan
trong nuéc. Loai mixen ndy cling dugc goi la mixen pha thuén (hodc mixen dau trong
nude).

Mixen c6 thé dugce tao ra boi mot, nhitng cling ¢6 thé nhiéu hon mot, vi du hai, ba
hodc bén phan tir polyme ludng tinh. Mixen ¢ thé dugc tao ra béi cac phan tir polyme
ludng tinh gidng hoic khéc nhau. Nhin chung, thuit nglt “a” hodc “the” dugc su dung
trong ban mo ta khong nhim muc dich giéi han & “mot”, trir khi ¢6 quy dinh khéc.

Theo phuong 4n uu tién, mixen dugc tao ra béi 16p don cua cac polyme ludng
tinh.

Mixen nhu vy c6 thé khac biét v& mit cu tric vé6i 16p kép hodc liposom dugce tao
ra bdi polyme ludng tinh. Trong trudng hop nay, cac chu trac khong, hodc khong chiém
ty 18 phin trim déng k& (vi du khong nhidu hon 10%, nhiéu hon 5%, hogc tt hon néu,

nhiéu hon 1%), duoc chira trong hat nano theo sang ché.

Theo mot phuong an cla sang ché, polyme ludng tinh duge st dung dé san xudt it
nhat 70%, t&t hon néu it nhit 90% mixen. Theo phuong 4n uu tién, mixen cAu thanh tir
polyme ludng tinh.

Theo mdt s6 phuong 4n ciia sang ché, hat nano khong chtra 13i ky nudc dang ran.
Theo cac phuong 4n khéc, hat nano chtra mixen va 18i ky nudc dang rin.

Phuong phép san xuét hat nano theo sang ché dugc mo ta chi tiét dudi day.

Polyme ludng tinh

Polyme ludng tinh theo sang ché thudong chira ving ky nudc chira chudi béo ky
nuée c6 chidu dai chira tir 8 dén 23, t5t hon néu 8 dén 21, t6t nhit néu 16 dén 18 nguyén

tr cacbon.
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Vung thin nudc cua polyme ludng tinh ¢ thé mang dién 4m trong dung dich

nudgce.

Theo phuong 4an uu tién cua sang ché, polyme ludng tinh tao ra mt cach tw nhién
cac mixen trong dung dich. Khi 16i ky nuéc dang ran c6 mit, polyme ludng tinh tao ra
c4c mixen xung quanh 15i dang rén, tao ra hat nano hoa tan trong nudec.

Khéi luong phan tir trung binh s6 (Mn) ciia polyme ludng tinh nim trong khoang
fir 1000 dén 6000g/mol. Khéi luong phan tir trung binh sb ¢6 thé duge xac dinh bang
cach st dung phuong phép sic ky thim gel, t6t hon néu st dung chuén hiéu chinh 12
polystyren.

Theo phuong 4n uvu tién khéi lugng phén tir trung binh s6 duge xac dinh bing
cach st dung cot PL-gel hdn hgp D & nhiét do 40°C, pha dong cAu thanh tir
tetrahydrofuran/axit axetic 90/10% (thé tich/thé tich), téc do dong bang 1,0mL/phut, két
hop vé6i bo phan phat hién chi s6 khic xa ¢ nhiét d6 35°C va chuin hiéu chinh 12
polystyren.

Theo phuong 4n uu tién nhét, khdi luong phén t& trung binh s6 dugc xac dinh

bang cach sir dung phuong phap sdc ky thdm gel va céc didu kién do sau:

Chuén tham chiéu Chuén polystyren (M\lK; (gl(\)/é% g/lrnnlcl) 1danh); IOQOg/mol den
Cot Agilent PL-gel hdn hop-D, 300 x 7,5mm ID, 5pm
Nhiét d6 cot 40°C
B0 phéan phét hién B6 phén phat hién chi s6 khuc xa ¢ nhiét d@6 35°C
Téc @ dong 1,0mL/phit
Thé tich tiém 20uL
Nhigt do :.IQ (gfgn lay mau MBoi trudng xung quanh
Thoi gian chay 15 phut
Pha dong Tetrahydrofuran/axit axetic [90/ 10]%(thé tich/thé tich)
Chuong trinh pha dong Ding dong

Polyme ludng tinh c6 thé copolyme dan xen. Copolyme dan xen la copolyme chira

hai géc cua céac don vi monome dugc phan bd theo trinh tu dan xen.

Theo mot phuong én cia sing ché, polyme ludng tinh 13 copolyme cta maleic
anhydrit va it nhat mot alken.

Alken dugc st dung trong san xuat polyme ludng tinh c6 thé duoc chon tir mot

hodc nhiéu 1-decen, 1-undecen, 1-dodecen, 1-tridecen, 1-tetradecen, 1-pentadecen, 1-
7
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hexadecen, 1-heptadecen, 1-octadecen, 1-nonadecen hodc 1-eicosen, t6t hon néu alken

nay la 1-octadecen.

- Theo phuong 4n vu tién cla sang ché, polyme ludng tinh 12 copolyme ctia maleic
anhydrit va alken.

Theo phuong 4n wu tién clia sang ché, polyme ludng tinh c6 khung poly-maleic
anhydrit than nuéce chinh c6 cac chudi bén alkyl ky nudc. Thong thuong, chudi bén nay
c6 thé c6 tir 5 dén 23 nguyén tir cacbon, cu thé tir 9 dén 21 nguyén tir cacbon. Theo
phuong 4n uu tién nht, cc chudi bén ndy 13 chudi mach thing va cé tir 10 dén 18

nguyén tir cacbon.

Polyme ludng tinh cd thé chira khdi ciu tric sau

— OH HO —n

trong d6 R 12 nhém hydrocarbyl hodc nhém hydrocarbyl dugc thé. Theo phuong
4n uu ti€n cla sang ché, R 14 nhém C4-C», alkyl, nhu nhém C;-C g alkyl.

Theo phuong 4n thdm chi wu tién hon, R 1a nhém alkyl mach thing, t6t hon néu
nhém C,-Cy; alkyl mach thing, t5t nhat néu R 13 nhém pentadecyl mach thing hoic
nh6ém nonyl mach thing.

Polyme ludng tinh c6 thé cAu thanh tir khéi cdu trac duge dinh nghia néu trén.

Theo cac phuong an khéc theo sang ché, polyme luéng tinh chura it nhét 50%, tot
hon néu it nhat 70%, t5t nhat néu nhidu hon 90% khdi cdu tric dugc dinh nghia néu trén.

Theo phuong 4n uu tién, polyme ludng tinh dugc chon tir nhém bao g6m poly(axit
maleic-l—octadecen), poly(axit maleic-1-tetradecen) hodc poly(axit maleic-1-dodecen),
t5t hon néu polyme niy 13 poly(axit maleic-1-octadecen) va khéi luong phén tir trung

binh s6 cua polyme nay nim trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol.
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Theo phuong 4n dic biét uu tién, polyme ludng tinh dugc chon tir nhém bao gbm
poly(axit maleic-alt-1-octadecen), poly(axit maleic-alt-1-dodecen) va poly(axit maleic-
alt-1-tetradecen), tot hon néu polyme ndy 13 poly(axit maleic-alt-1-octadecen) va khéi

luong phan tir trung binh sb clia polyme nay 14 tir 5000 dén 1000g/mol.

Phuong phép san xuét polyme ludng tinh theo sing ché ciing dugc mo ta chi tiét
dudi day.

Peptit

Hat nano theo sang ché con chira it nhit mot peptit chira it nhit mot epitop té bao
T. Peptit nay c6 thé dugc lién két v6i phia bén ngoai cia mixen hodc dugc bao nang bén
trong mixen (theo cac phuong an & d6 16i ky nude dang ran khong c6 mit trong hat nano
theo sang ché). Theo d6, peptit ndy c6 thé duge bd tri & phia bén ngoai cia mixen hodc

phia bén trong mixen.

Peptit nay co thé duoc lién két cong hoa tri hodc khong cdng héa tri v6i mixen, tbt

hon néu duoc lién két cong hoa tri véi mixen.

Theo phuong an uu tién, peptit duge lién két cong héa tri véi mixen bang céch st
dung phuong phap ghép cdp cong hoa tri peptit da biét trong linh vuc ndy nhu phuong
phap ghép cdp carbodiimit hodc suxcinimit. Tét hon néu, peptit duge lién két cong hoa tri
v6i mixen bang cach st dung 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit (EDC).

~, G

Thuét ngt “peptit” dugc st dung trong ban mo ta khong nham muc dich gi6i han
kich c@, cu thé, peptit co thé chtra protein toan phﬁn hodc tir 8 dn 2000 axit amin, t5t hon
néu, 8 dén 200 axit amin, 8 dén 100 axit amin, 9 dén 60 axit amin, hogc 10 dén 20 axit
amin. Thuat nglt nay cling bao gbm td hop clia céc peptit khac nhau, which c6 thé duoc

lién két v6i nhau dudi dang polypeptit dung hop.

Theo phuong an uu tién cia sang ché, peptit nay chira 10 dén 20, nhu 13 dn 17

axit amin.
Theo phuong 4n dic biét wu tién, peptit nay chira 15 axit amin.

Peptit chtra it nhit mét epitop té bao T. Phuong phép xac dinh epitop té bao T va
chon loc epitop té bao T la da biét trong linh vuc ndy va dugc md ta trong céc tai liéu
Rammenxem et al., 1999 (Immunogenetics 50 213-219) va Sanchez-Trincado et al. 2017

(J Immunol Res. 2017:2680160. doi: 10,1155/2017/2680160. Epub 2017 Dec 28). Theo
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sang ché, epitop té bao T 14 trinh tu peptit cdm Ung té bao T didu hoa. {t nhit mot epitop
cAn phai c6 kha ning dugc trinh dién bdi céc t bao cua dbi trong duge st dung hat
nano. Tt hon néu, peptit chira mot sd epitop cho phép peptit nay dugc trinh dién trong
nhiéu loai phirc hgp twong thich md chinh.

Do té bao T didu hoa chi yéu 1 té bao T biéu hién CD4, nén qué trinh trinh dién
trén MHC nhém II 13 mdi quan tAm chinh. Loai HLA cta dbi tuong ndy, vi du d6i tuong
1a nguoi, va co thé d& dang dugc thir nghiém dudi dang mét phﬁn ctia qua trinh chon loc
cac epitop. Céc epitop ctia peptit ddc hiéu co thé dugc trinh dién trén cdc phin t¢ MHC

dac hiéu la da biét va/hodc c6 thé dugc chon loc béng phﬁn mém thich hop.

Peptit dugc thiét ké trén co s& dit liéu d3 dugc cong bd dé dam bao rang peptit nay
- trong qua trinh lién két v6i yéu té han ché HLA dic hiéu - gén két MHC/HLA véi 4i luc
cao va kich thich va hoat hoa t6i uu té bao T. Mét cach 1y tudng, peptit duge chon duoc
suy ra tir peptit duge xr Iy tu nhién va dugc dic trung dudi dang yéu td quyét dinh mién
dich.

Peptit ¢6 thé duge tdng hop, bidu hién tai td hop hodc phan 14p hogc cai bién tir
c4c ngudn tu nhién. Peptit, hodc it nh4t mot epitop ma té bao T didu hoa can dugc san
sinh chéng lai, tbt hon néu c6 ngudn gde tir peptit/protein ma dap tng mién dich viém
can dugc e ché chéng lai, vi du trong pham vi diéu tri hodc phong ngtra bénh tur mién
hodc tinh trang di Gtng. Peptit nay co thé 13 khang nguyén di ung, khang nguyén tu mién
d4 biét, hodc manh chirc ning hogc dén xudt cua ching. Peptit c6 thé két hop céc epitop

khéc nhau tir cac khang nguyén khéc nhau.

Theo phuong an uu tién cua sang ché, peptit 13 peptit khang nguyén c6 ngudn gbc
tr Desmoglein-3 (Dsg3). Vi du, peptit co thé 13 mot hoic nhidu hon mot peptit
Desmoglein-3 duge dic trung béi SEQ ID NO.1-SEQ ID NO.3.

Theo mdt phuong an cla sang ché, hat nano chi chira mot loai peptit chua it nhét
mdt epitop té bao T.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché d& cap dén ché phim chira cAc hat nano khac
nhau, trong d6 mdi hat nano chira mot sd peptit c6 clng trinh ty axit amin nhung ché
phim chira c4c hdn hgp cla cc hat nano khac nhau vé trinh tr peptit. Ché phim nay cé

thé chira c4c hat nano khac nhau chua tir 2 dén 6 peptit khac nhau. Theo mdt khia canh,

10
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ché phém chita cac hat nano khac nhau nay c6 thé chira ba loai khac nhau cta cac hat
nano, mdi hat nano ndy dugc dic trung bdi mot trong sb cac trinh ty SEQ ID NO.1-SEQ
ID NO.3.

LGi ky nude dang ran

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, hat nano chira 18i ky nuéc dang ran dugce bao it

nhit mot phan béi mixen.
L&i nay c6 thé 12 161 vo co, tot hon néu chira sat oxit, CdSe, bac hodc vang.

Duong kinh cta 161 nay co thé nam trong khoang tir 2nm dén 500nm, t6t hon néu
nim trong khoang tir 3nm dén 25nm, t6t hon nita néu ndm trong khoang tir Snm dén
15nm. Pudng kinh cta 16i nay c6 thé duge x4c dinh bing st dung kinh hién vi dién tr
truyén qua (TEM) hodic phuong phép tan xa tia X goc nho (SAXS).

CAc 16i v6 co cu thé 13 hat nano st oxit duge 1am én dinh b%mg axit oleic hodc mot
axit carboxylic khac (C14-Cp, tdt hon néu, C;6-Cig), chim lugng tir (CdSe/CdS/ZnS duge
lam n dinh, vi du béng trioctyloxinphosphinoxit), vang hat nano, vi du dugc lam bn dinh

béng hop chét sulfonic.

Ban than céac 18i v6 co nhu vay thuong khong 4n dinh trong dung mdi chira nuée
nhu nude, nhung nhing céc 18i ndy trong cac mixen polyme 1am cho céc 13i nay hoa tan
trong nude. Cac phan ky nudc cia polyme ludng tinh tuong tac véi 161 ky nude cua hat
nano, dan dén hinh thanh 16p bao don cta polyme xung quanh 13i ndy. Trong quy trinh
bao, polyme ludng tinh co6 thé thay thé phan ky nudc ctia 15i ndy béng cach trao d6i phdi
ttr, do d6 mixen 16p kép dugce tao ra xung quanh 16i nay. Theo mét phuong an cua sang
ché, polyme it nhat mot mot phan thay thé axit oleic trén bé mit ctia hat 15i nay va phin
than nudc cua polyme tuong tac véi bé mat cta 151 st oxit va phan ky nudc clia polyme
twong tac v6i nhau tao ra mixen 16p kép xung quanh 161 sit oxit, ddn dén sit oxit dugc

bao bdi polyme.
Theo mét phuong 4n uu tién cia sang ché, 1561 nay 13 siéu thuén tir.

Theo mot phuong 4n dic biét vu tién cua sang ché, 16i ndy 1a hat nano sét oxit siéu

thuan tir (SPION), c6 thé duoc lam én dinh bing axit oleic.

11
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T4t hon néu 131 ndy tao ra hat nano theo sang ché c6 thé theo ddi qua diu vét, vi
du bang dic tinh huynh quang ctia no6, kinh hién vi dién tir hodc cic phuong phéap phat
hién khac.

Hat nano

Céc tac gia sang ché di phat hién thdy rang hat nano d8 st dung trong sang ché

thich hop dé van chuyén peptit vao té bao tao thanh cac xoang gan cla d6i tuong in vivo.

Hat nano c6 thé con chira géc, vi du carbohydrat hodc protein huéng dich hat nano
nay, hodc ting cuong hudéng dich dén té bao dic hiéu nhu té bio tao thanh cic xoang gan
va/hodc té bao Kupffer. Gbc nhu vay c6 thé tang cudng hoic ting tbc qué trinh hap thu tir
hé tudn hoan thong qua qua trinh nhép bao qua trung gian thy thé. Vi du vé gbc cai bién
thich hop 1a carbohydrat nhu manoza.

Do chira polyme tao ra mixen, nén hat nano theo sang ché c6 thé mang dién am
hodc khong mang dién; t6t hon néu, hat nano nay mang dién 4m & do pH nim trong
khoang tir 6 dén 7. Polyme bao c6 thé chtra axit, vi du axit carboxylic, cAc nhém, din dén

dién tich 4m cida hat nano.

Hat nano theo sang ché c6 thé c6 thé zeta ndm trong khoang tir -20 dén -50 mV,
t6t hon néu ndm trong khoang tir -25 dén -45 mV, t5t hon nita néu nam trong khoang tir -
28 dén -42 mV & d6 pH nim trong khoang tir 6 dén 7 (46 pH trong qué trinh do). Thé

zeta ¢6 thé duge do bing cach sir dung thiét bi Malvern Zetasizer Nano ZS.

Hat nano theo sang ché c6 thé c6 dudng kinh thity dong luc hoc (tri s6 trung binh
theo phuong z) nim trong khoang tr 10nm dén 100nm hozc nim trong khoang tir 10nm
dén 70nm, t6t hon riéu nim trong khoang tr 10nm dén 50nm, t&t hon nita néu nim trong
khoang tir 20nm dén 40nm, t6t nhat néu nim trong khoang tir 22nm dén 32nm, nhu dugc
do bang phuong phép tan xa dnh sang dong (DLS).

Hat nano theo sang ché c6 thé c6 chi sb da phén tan nho hon 0,50, t5t hon néu nim
trong khoang tur 0,05 dén 0,45, tbt hon nita néu nam trong khoang tir 0,10 dén 0,40, nhu
dugc do bang phuong phap tan xa dnh sang dong (DLS).

Puodng kinh thiy dong luc hoc va chi s6 da phan tan dugc xac dinh bang cach sir
dung phuong phép phén tich tan xa anh séng dién di, t6t hon néu Malvern Zetasizer.
Theo mdt phuong an, phuong phép xac dinh duong kinh thuy dong lyc hoc va chi sb da
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phén tn dugc thuc hién bang cach sir dung phuong phap phén tich tin xa anh sang dién
di, cbc do polystyren ding mét 14n, phin mém Zetasizer 712, nuée milli-Q. Cac chuén
dang hat hinh cAu c6 kich ¢ nano bang 20nm va 100nm (NIST ching nhén hogc tuong
duong) duge pha lodng trong dung dich nuéc natri clorua 0,9% va cac mau thir nghiém
dugce pha‘loéng trong nude. Toan bd cac chét phan tmg chita nuéc dugc loc qua mang
0,22pm trude khi st dung. Theo phuong an vu tién nhét theo séang ché, phirong phap x4ac
dinh dudong kinh thuy dong luc hoc va chi sb da phan tin dugc thyc hién bing cach sir
dung phuong phép phén tich tan xa 4nh sang dién di két hop véi cac diéu kién phan tich

Sau:

Toéng quan cac diéu kién phan tich:

Théng sb Thiét lap
ChAt phan tan Nuébe
RI chit phén tin 1,33
Do nhét (cP & nhiét d6 25,0°C) 0,8872
RI vt liéu (mAu) 2,42
RI vat liéu (chuén) 1,333
D6 hip thu vat lidu 0,05
Nhiét d6 (°C) 25
Vi tri do (mm) 4,65
Céc do Céc do dinh c& dung mot lan
B0 suy giam Ty dong
Thoi gian do Tu déng

Dit liéu dugc danh gia trén co s& duong kinh trung binh (tri sb trung binh theo
phuong z, nm theo cudng do), 1a thong s6 cling dugc biét dén trong DLS duéi dang tri sd
trung binh nira bét bién va chi sb da phén tan (PDI), dugc sir dung 1am dai lugng do phén
b kich ¢d.

Hon nita, hat nano theo sang ché c6 thé c6 ham lugng polyme tbng s6 nim trong
khoang tir 0,1 dén Smg/mL, t5t hon néu nam trong khoang tir 0,5 dén 4mg/mlL, t6t hon
nita néu nim trong khoang tir 1 dén 3mg/mL. Ham lugng polyme tdng sb duoc xac dinh
bang phuong phép sdc ky tham gel. Dé do ham lugng polyme tbng sd, peptit dugc thuy
phan, va hat duge phan huy (vi du st dung dung dich HCI 6M). Polyme dugc chiét xuét
sau khi bd sung EDTA. Sau khi lam bay hoi dung méi, phan cin dugc tai hoa tan va ham

legng polyme dugc x4c dinh bing phwong phap sic ky tham gel.
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Tét hon néu ham lrong polyme tong sé duge xac dinh bang cach st dung cac chét
phan tng va nudc chudn tham chiéu sau (cAp d6 HPLC), axetonitril (chp @ HPLC),
tetrahydrofuran chira BHT (cAp @6 THF-HPLC), axit axetic 100% (cAp do phan tich), axit
hydrocloric 37% (cip 40 phén tich), axit etylendiamintetraaxetic dinatri salt dihydrat (cAp
dd phén tich), etyl axetat (cAp d6 phan tich), natri hydroxit (cAp do phan tich) va poly(axit

maleic-alt-1-octadecen) 13 chit dbi chiéu.

Cac didu kién sic ky dé xac dinh ham lugng polyme tbng sb 1a:

Cot Agilent PL-gel Hbdn hop-D, 300+75 mm ID, Sum
Nhiét do cot 40°C
Tbc d9 dong 1,0mL/phut
B0 phén phat hién B6 phan phét hién chi so khuc xa & nhiét d6 35°C
Ty 16 mau 2,31 Hz hoic twong duong
Thé tich tiém 20uL
Nhiét do gogglnag lay mau Mbi trudng xung quanh
Thoi gian chay 15 phut
Pha dong THF/axit axetic [90/10]%(thé tich/thé tich)
Chuong trinh pha dong Ding dong

Theo mdt phuong 4n dac biét uu ti€n cia sang ché, hat nano chua 16i sat oxit dugc
bao nang bdi mang bao chira poly(axit maleic-alt-1-octadecen) c6 khdi lugng phan ti
trung binh s6 ndm trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol hodc nhé hon va peptit chia it

nhat mot epitop té bao T, t6t hon néu peptit ndy dugc lién két cong hoa tri v6i mixen.
Do dé, theo mdt khia canh, sdng ché @ cap dén hat nano chta

a) mixen chira polyme ludng tinh chira khdi cdu tric sau

@] 0 R
OH HO n

trong d6 R 12 nhém hydrocarbyl hodc nhém hydrocarbyl dugc thé, t6t hon néu
R 13 nhom alkyl mach théng, t&t hon néu nhém C;;-Cy7 alkyl mach théng, va trong 46
polyme nay co khéi luong phan tr trung binh s6 (Mn) clia nam trong khoang tir 6000 dén
1000g/mol, va

b) it nhét mot peptit chira it nht mot epitop té bao T; va
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¢) 16i ky nuéc dang ran dugce bao it nhat mot phan béi mixen, trong do 181 nay
chita vat liéu vo co co thé theo ddi qua dau vét duge chon tir nhém bao gdm sat oxit,

CdSe/CdS/ZnS, bac va vang.

Tét hon néu khéi luong phan tir trung binh s6 ctia polyme nay nam trong khoang
tir 6000 dén 1000g/mol.

Tét hon néu hat nano theo sang ché c6 dudng kinh thity dong lyc hoc nim trong

khoang tir 50nm dén 10nm nhu duge do bang phuong phap tan xa anh sang dong.
Dugc phdm
Séang ché ciing dé cap dén dugc pham chira hat nano theo sing ché.

Peptit dugc str dung co thé c6 mit trong duoc phdm & nong do nim trong khoang
tir 0,01mM dén 2mM, t6t hon néu nim trong khoang tir 0,ImM dén 1mM, tét nhat néu
nim trong khoang tlr 0,45mM dén ImM.

Theo phuong 4n wu tién, lugng cla polyme tu do (chua lién két) trong dugc phdm
nay nhé hon 10%, tét hon néu nhé hon 5%, t6t nhit néu nhé hon 2% tong luong cua
polyme.

Duoc phém theo sang ché c6 thé cling chura it nhit mot t4 duge va/hodc ta duge
pha loang thich hop. Tt hon néu ta dugc pha lodng 13 nuée hodc trén co sé nude, vi du
dung dich dém nhu dung dich nuéc mudi dém phosphat (PBS), dung dich Ringer, dung
dich dém TRIS hodc dung dich natri clorua. Cac chit bao quan thich hop co thé dugc

chira hodc khong dugc chura.

R& rang 13, cu thé dé st dung cho dbi twong 13 ngudi, tot hon néu duge pham nay
1a vo trung va tuong tich sinh hoc.

Theo phuong an uu tién clia sang ché, dugc phidm chira hat nano theo sing ché
dugc phan tan trong D-manitol, TRIS va/hodc axit L-lactic.

Theo mot phuong an cua sang ché, duoc phdm chira hat nano theo sang ché khong
chira 161 ky nu6c dang ran, hat nano nay dugc phan tin trong D-manitol, TRIS va/hodc
axit L-lactic. Viéc stt dung dung dich dém nay c6 c6 loi & chd hat rat 6n dinh trong dung

dich dém nay va c6 thé dugc dong khd sau do.
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Hon ntra, dugc phém c6 thé chira nhiéu hon mot loai hat nano theo sang ché, trong
d6 céc loai khac nhau cia cc hat nano c6 cac peptit khac nhau dugc lién két v6i phia bén
ngoai cla mixen. Bing cach sir dung hon hop cua cac hat nano, kha nang chéng chiu
mién dich rong hon c6 thé dugc cam tmg ddng thdi béi mot s6 tw nguyén peptit. Cac
peptit ndy cd thé ¢6 ngudn gbc tir mot protein sinh mién dich duy nhét, hodc tir cac

protein khac nhau.

Theo phuong 4n uu tién cia sang ché, dugc phidm chira tir 2 dn 6 loai hat nano
khac nhau, trong d6 tdt hon néu toan bd céac peptit duge lién két ctia cac loai hat nano

khac nhau chtra it nhit mét epitop té bao T.

Theo mdt phuong an ddc biét uu tién clua sang ché, dugc phdm chua tir 3 dén 4
loai hat nano khdc nhau, trong d6 toan bd céc peptit duoc lién két ctia cac loai hat nano
khéc nhau chira it nhit mot epitop té bao T. Cu thé, mdi hat nano cé thé duoc lién két vai

mot peptit khang nguyén khac co ngudn gbc tir Dsg3.

Dugc phdm c6 thé chira hat nano & ndéng dd nhé hon 100pM, t6t hon néu nim
trong khoang tir 0,5uM dén 80pM, t6t nhit néu ndm trong khoang tir 1pM dén 50pM.
Khi nhiéu hon mot hat nano ¢ mit trong dugc ph'?lm, mdi hat nano nay c6 thé c6 mit &
ndéng d6 nhé hon 100pM, t5t hon néu nam trong khoang tr 0,5uM dén 80puM, tét hon
‘nita néu ndm trong khoang tir 1pM dén 50puM.

Dugc phim theo sang ché c6 thé chira cac loai hat nano khéc nhau & ndng do ding

mol.
Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén duge pham chira hat nano chua

a) mixen chira polyme ludng tinh chira khéi cdu tric sau

OH HO
trong d6 R 12 nhém hydrocarbyl hodc nhom hydrocarbyl dugc thé, tt hon néu

R 12 nhém alkyl mach thing, t6t hon néu nhém C;;-Cy7 alkyl mach thing, va trong d6
polyme nay cé khéi lugng phan tir trung binh s (Mn) nim trong khoang tir 6000 dén
1000g/mol, va
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b) it nht mét peptit chtra it nhit mét epitop t€ bao T; va

¢) 161 ky nu6c dang rin duogc bao it nhit mot phan béi mixen, trong d6 181 nay
chtra vat liéu vo co cb thé theo ddi qua dAu vét dugc chon tir nhém bao g&‘)m st oxit,

CdSe/CdS/ZnS, bac va vang.

T4t hon néu khéi lugng phén ti trung binh sb cia polyme trong dugc phim nim
trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol.

Tét hon néu hat nano trong duoc phim theo séng ché c6 dudng kinh thiry dong luc
hoc nim trong khoang tir 50nm dén 10nm nhu duge do bing phuong phép tan xa dnh

sang dong.

Theo khia canh wu ti€n, sang ché @ cap dén duoc phém chtra it nhat ba loai hat

nano khéc nhau, trong d6 mdi hat nano nay chura

a) mixen chira polyme ludng tinh chira khéi céu tric sau

FO

OH HO
trong d6 R 12 nhém hydrocarbyl hodc nhém hydrocarbyl dugc thé, t&t hon néu

1

R 12 nhém alkyl mach thing, tt hon néu nhém C;;-Cy7 alkyl mach thing, va trong d6
polyme nay cé khéi luong phan tir trung binh s (Mn) nam trong khoang tir 6000 dén
1000g/mol, va

b) mot peptit chira it nhit mot epitop té bao T; va

¢) 161 ky nuéc dang rin dugc bao it nhat mot phan béi mixen, trong d6 16i nay
chtra vat li€u vo co cb thé theo ddi qua d4u vét duoc chon tir nhém bao g&‘)m st oxit,

CdSe/CdS/ZnS, bac va vang; va

trong @6 ba loai hat nano khac nhau nay khac nhau v trinh tu peptit, trong d6 loai
hat nano thir nht chtra peptit c6 SEQ ID NO.1, loai hat nano thir hai chira peptit c6 SEQ
ID NO.2 va loai hat nano th ba chtra peptit c6 SEQ ID NO.3.

Str dung trong y té
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Dugc phém theo sang ché duge du dinh dé st dung trong va bao ché dé stir dung

cho d6i tugng c6 bénh trong d6 qua trinh e ché dap ung mién dich dic hiéu 14 ¢6 1oi.
Duoc phém theo séng ché c6 thé dugce sir dung cho dbi tuong can diéu tri.

Lidu luong va ndng do cAn thiét dé sir dung cho dbi tugng c6 thé duge xac dinh
b6i nhan vién y t& ¢6 trach nhiém theo tinh hubng thuc t& va cu thé cia ca bénh. An
exemplary dose phai chira 0,03pmol dén 0,90pmol/khéi lugng co thé cia ddi tugng bi
bénh, vi du dbi tuong 14 ngudi.

Budc str dung co thé dugc 1p lai, vi du hai 14n, ba 1an hoic bdn lan, vi du trong 1,

2,3,4,5,6,7,10 hoac 14 ngay giita cac 14n sir dung.

Tét hon néu, duge pham theo sang ché 13 dé st dung trong trc ché dap tng mién
dich dac hiéu, nhu diéu tri hodc phong ngira bénh trong d6 qua trinh e ché dap tmg mién
dich dic hiéu 1a cé loi. Tét hon nita néu, dugc phém theo sang ché 13 dé st dung trong
san sinh té bao T diéu hoa dic hiéu it nhit mot epitop té bao T & doi tuong dé diéu tri

hoic phong ngira bénh trong d6 qua trinh ¢ ché dép tmg mién dich dac hiéu la c6 loi.

Bénh c6 thé 13 bénh tu mién lién quan dén tu khang nguyén xéac dinh. Theo sang
ché, thuat ngit “bénh tu mién” duge hiéu va xac dinh béi Hayter et. al. (Autoimmunity
Reviews 11 (2012) 754-765). Theo phuong 4n wu ti€n, bénh tur mién duge chon tr nhém
bao gdm bénh bong nude, bénh bong nude vay 14, bénh da béng nudce dudi biéu bi, benh
da bong nudc toan than, bénh da bong nude tu mién man tinh duéi thuong bi, hdi ching
Goodpasture, bénh viém da vi mach, bénh u hat di keém viém da mach (bénh u hat
Wegener), ban xuit huyét giam tiéu ciu huyét khdi, ban xudt huyét giam tiéu ciu mién
dich, bénh viém mang bd ddo, bénh viém mang bd dao trude cép tinh lién quan dén
HLA-B27, bénh xo clng rai rac, bénh viém tiy thi than kinh, bénh dai thdo duong typ I,
chirng ngt rii ¢6 hodc khong ¢ mét dot ngdt truong luc co, bénh khong dung nap gluten,
bénh viém da herpetiformis, bénh duong hd ha‘ip di tmg/bénh hen phé quan, bénh nhugce
co, bénh viém tuyén giap hashimoto, bénh tuyén giap tu mién, bénh Graves, bénh tuyén
giap tw mién, bénh suy tuyén cén gidp tu mién, bénh tuyén gidp tu mién, hdi chimg khang
phospholipit, bénh Addison tu mién, bénh thiéu mau tan huyét tr mién, bénh viém day
than kinh hiy myelin man tinh, bénh da day than kinh, hdi chting Guillain-Barré, bénh
gidm bach cdu trung tinh ty mién, bénh xo ctng bi thé dai, bénh Batten, bénh méu khé

dong mic phai typ A, bénh viém da sun tai dién, hoi chimg Isaac (bénh ting truong luc
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co th?lnvkinh mic phai), bénh viém n3o Rasmussen, hoi chimg Morvan, hoi chung Stiff-
person, bénh thiéu mau 4c tinh, hoi chiung Vogt-Koyanagi-Harada, bénh xo gan mat
nguyén phat, bénh viém gan tu mién typ I, bénh viém gan tu mién typ II, bénh lupus ban
d6 hé théng, bénh viém khép dang thép, bénh viém da co/bénh viém da co, hoi ching
Sjogren, bénh xo cung bi, bénh bach bién va rung téc tirng mang.

"6t hon nita néu, bénh ty mién duge chon tir nhém bao gém bénh bong nudc, hoi
chimg Goodpasture, bénh viém da vi mach, ban xuat huyét giam tiéu cau huyét khdi,
bénh xo clng rai rac, bénh viém tiy thi than kinh, bénh dai thdo dudng typ I, ching ngi
1li ¢6 hodc khong c6 mat dot ngdt truong luc co, bénh khong dung nap gluten, bénh
Addison ty mién, bénh thiéu mau tan huyét tr mién va bénh médu khé dong méc phai typ
A.

Thuat ngfr “diéu tri” dugc sit dung trong ban mo ta dé chi bién phap 1am gidm cac
triéu ching cta bénh cu thé & dbi trong, va/hodc cai thién thong sb do co6 thé xac dinh

lién quan dén rdi loan cu thé.
Phuong phép san xuét polyme ludng tinh va hat nano

Phuong phép san xut polyme ludng tinh va hat nano chira polyme nay dugc mo

ta trong cac vi du 1-4.

Mot phuong phap didu ché polyme ludng tinh c6 khéi lugng phan tir trung binh sb
(Mn) nidm trong khoang tr 6000 dén 1000g/mol 1a phuong phap hai bude, bao gbm budc
didu ché polyme ctia anhydrit va budc thity phan anhydrit dé thu duge axit. Bugc thuy
phan dang anhydrit cua polyme dé thu duoc dang axit c6 thé dugc mo ta nhu sau:

- - P N i b — P —F
©T o7 e . bazo "

aH HO
R = (CH,),,CH,

R = (CH,),,CH,

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap san xut hat nano, bao gbm cic budc sau:
i) diéu ché polyme ludng tinh c6 khéi lugng phan tir trung binh s (Mn) nim trong
Kkhodng tir 6000 dén 1000g/mol, ii) ty ¥ tinh ché polyme ludng tinh, iii) diéu ché mixen

chira polyme ludng tinh, va iv) bd sung it nhit mot peptit dé thu duoc hat nano.
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Theo cac phuong 4n cua sang ché trong d6 cac peptit dugc bao nang bdi mixen,
bude iv) duoc thuc hién truée bude iii). Theo cac phuong 4n nay, cac peptit duge bd

sung vao polyme ludng tinh trude khi tao mixen.

Polyme ludng tinh dugc st dung trong hat nano theo sang ché c6 thé duogc diéu

ché (bude i) bing budc tbng hop copolyme hoa gbc bang cach st dung chit hoat hoa géc.

Khéi lugng phan tir ctia polyme cd thé duoc kidm soét bang cach didu chinh ndng
dd cua cac chét phan g hodc lugng cua chit hoat héa géc. Khdi lugng phén tr cua

polyme c6 thé duge phan tich bing phuong phép sdc ky thdm gel.

Buéc téng hop copolyme héa c6 thé duoc thuc hién trong dung méi hiru co nhu

1,4 dioxan, xylen hodc clobenzen.

Nhidu chit hoat hoa gbc 12 da biét trong linh vuc ndy; cac chét hoat hoa gdc nay
bao gdm cac peroxit va cac hop chit loai azo khac nhau. Vi du vé cac peroxit thich hop
bao gdm benzoyl peroxit, lauryl peroxit, di-t-butyl peroxit, 2,4-diclobenzyl peroxit, t-
butyl hydroperoxit, cumen hydroperoxit, diaxetyl peroxit, dietyl peroxycarbonat, t-butyl
perbenzoat va perborat. Céac hop chit loai azo thich hop bao gdém 2,2’-azobis(2-
metylpropionitril), p-broinbenzendiazoni fluoborat, p-tolyldiazoaminobenzen, p-
brombenzendiazoni hydroxit, azometan va phenyl-diazoni halogenua. Tét hon néu, chit

hoat hoa gdc 1a 2,2’-azobis(2-metylpropionitril).

Buéc tong hop copolyme héa c6 thé duoc thuc hién & nhiét do cao nhu nim trong

khoang tir 70°C dén 120°C, tt hon néu nim trong khoang tir 90°C dén 110°C.

Tét hon néu, bude tdng hop copolyme hda duge hoat hoa bang cach gia nhiét hon
hop dén nhiét do nam trong khoang tr 70°C dén 120°C, t6t hon néu ndm trong khoang tir
90°C dén 110°C.

Theo phuong an wu tién cia phuong phép theo sang ché, budc i) bao gdm cac
buée trdn cac chit phan ung, khir oxy hdn hop, gia nhiét hdn hop, sau d6 1am ngudi hdn
hop. Sau dd, polyme cd thé duoc hoa tan va khudy qua dém. Chét rén duoc tao ra c6 thé

duoc thu nhan, t6t hon néu bing cach st dung phuong phép ly tam.

Theo phuong 4n uu tién cia phuong phdp theo sang ché, budc ii) bao gdm buéc
bd sung bazo vao polyme (vi du NaOH). Tt hon néu, bazo duge cho phan tng véi
polyme & nhiét do cao, t5t hon néu ndm trong khoang tir 50°C dén 70°C, nhu 60°C cho
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dén khi hau nhu toan bd cac chét rén duge hoa tan. Hon dich thu dugce cé thé duoc axit
héa (vi du 46 pH <2). Sau d6, hdn hop phan tmg c6 thé duoc chiét xuat bing dung méi
hitu co nhur etyl axetat. Lop hitu co ¢o thé dugc chiét xuit bing dung dich natri hydroxit.
Dung dich nuédc co thé duoc chiét xudt mot 14n nita bing dung mdi hiru co nhu etyl

axetat, sau d6 1am kho dé thu duge polyme ludng tinh tinh ché.

Polyme c6 thé ciing dugc tinh ché (budec iii). Tét hon néu, polyme nay ciing dugc
tinh ché bing cach chiét xuét polyme bing n-hexan hodc n-heptan. Budc chiét xuét c6 thé

dugc thue hién & ndng do 16n hon 10g/L, tdt hon néu 100g/1.

Hon nita, budce tinh ché bd sung polyme ludng tinh c6 thé dugc thuc hién bd sung
& gitta budc 1) va budc ii). Trong budc tinh ché bd sung nay, san phidm phan tmg thé cua
phan tng polyme hoéa dugc hoa tan va két tia. Theo phuong 4n uu tién, dung moéi 1a
diclometan va polyme nay dugc két tia bang cach st dung hdn hop clia metanol/heptan
hodc axetonitril/iso-propanol. Cac hdn hgp dugc st dung co thé chira 95/5% (% thé
tich/thé tich) metanol/heptan, 10/90 (% thé tich/thé tich) axetonitril/iso-propanol hodc
5/95 (% thé tich/thé tich) axetonitril/iso-propanol. Theo phuong 4n vu tién, hén hop két
tia dugc bd sung & nhiét do nam trong khoang tir -10°C dén 10°C, t6t hon néu nim trong
khoang tir -5°C dén 5°C.

Do tinh khiét ctia polyme ludng tinh sau khi thuy phan va didu ché c6 thé duge do
bang phuong phép 'H NMR.

Trong phuong phép theo sang ché, mixen duoc tao ra bang cach diéu ché dung
dich chira polyme ludng tinh. Tét hon néu, mixen duoc tao ra trong dung dich nude. Cac
chét ddng 6n dinh c6 thé dugc bd sung vao polyme ludng tinh dé ting cudng hinh thanh
mixen.

Peptit dugc s dung trong budc iv) ¢ thd duoc téng hop bing cach st dung
phuong phap tdng hop pha ran.

Peptit ndy c6 thé dugc lién két cong hoéa tri hodc khong cdng héa tri voi mixen.

Theo phuong 4n wu tién cia phuong phép theo sang ché, peptit dugc ghép cdp véi
bé mit clia hat nano bang cach st dung phuong phap ghép cap peptit dd biét trong linh

vure nay, vi du phuong phép ghép cap carbodiimit hodc suxcinimit.
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Theo phuong 4n dic biét vu tién ctia phuong phép theo sang ché, peptit duge ghép
cdp v6i bé mit ctia hat nano théng qua 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit trong

pha nudc.

Hat nano thu dugc co thé duoc tinh ché bang cach sir dung buée loc va rira tdc dd
cao dé loai bo cac chit phan tmg ghép cdp va cac thanh phan c6 khdi lugng phan tir thép
bét ky.

Theo phuong an wu tién, phuong phép san xuét hat nano bao gdm cac budc sau: a)
diéu ché hat nano chtra 151 ky nude, b) didu ché polyme ludng tinh c6 khéi luong phén tir
trung binh sé (Mn) nim trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol, t6t hon néu bang cach sir
dung budc tdng hop copolyme hoa gde, ¢) tiy ¥ tinh ché polyme ludng tinh, d) tron hat
nano chira 16i ky nudc va polyme ludng tinh @ thu dugc cac mixen, €) bd sung it nhit

mdt peptit dé thu dugc hat nano.

Phan mo ta cla cac buédc i) dén iii) va iv) néu trén cling dugc 4p dung tuwong Ung

cho céac budce b) dén d) va e).

L&i ky nude & bubce a) co thé dugc tdng hop bang cach sir dung céc chét phan Gng
thich hop trong dung dich. Theo phuong 4n wu tién clia phurong phép theo sang ché, 16i
ky nude c6 thé dugce tdng hop bang cach str dung cac chét phan tng 12 mudi kim loai va
mubi cia axit carboxylic trong su ¢6 mit ctia dung mdi hiru co. Tét hon néu, phan tng

duoc thuc hién & nhiét do cao trong dicu kién han ché oxy.

Mixen c6 thé duge tao ra bing cach bd tri copolyme ludng tinh xung quanh 15i &
bude e). Tét hon néu, buse d) bao gdm céc buéc phu 1a bude hoa tan polyme ludng tinh
va hat 161, loai bé dung mdi cho dén khi mang mong duoc tao ra, bd sung dung dich nudc
bazo & nhiét do ting va 4p sudt moi trudng xung quanh dé thu dugc thé phéan tan keo
dang nudc, pha lodng dung dich thu duge va tiy ¥ loc dung dich nay. Sau do, mot s6

budc rira cé thé duge 4p dung.
Vi du thye hién sang ché
Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua cdc vi du sau, ma mo ta chi tiet

phuong phép tong hop hat nano theo séng ché. Cac vi du nay chi nhim muc dich minh

hoa chir khong giGi han pham vi clia sang che.

Vi du 1: Diéu ché 16i tinh thé sat oxit siéu thuan tir (SPION)
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So db téng hop phirc chit sit oleat dugc thé hién trén Fig.1.

Trong budc thu nhét, phirc chit sit oleat dugc tdng hop bang cich tron axit oleic,
natri hydroxit va sit clorua trong didu kién hdi luu & nhiét d6 70°C. San phdm dugc tinh
ché bing mét sb budce rira trong phéu phén tach, sau d6 lam kho bang natri sulphat va cd

trong thiét bi bay hoi quay dé thu duoc 13 sét oxit tinh thé (Fig.1).

Trong budce thi hai (Fig.2), phuc chét sét oleat dugc hoa tan trong 1-octadecen &
nhiét d6 phong va khudy cho dén khi hoa tan hoan toan. Sau do, axit oleic dugc bd sung

vao, khir oxy va gia nhiét trong 3 gid & nhiét 4o 300°C dé tao ra tinh thé nano sét oxit.

Sau khi lam ngudi, sén phém duoc tinh ché béng mdt sb budce rira béng cach sur
dung phuong phdp phan tach tir va axeton/tetrahydrofuran (THF). SPION dugc tinh ché
duoc pha lodng trong clorofom va c6 trong thiét bi bay hoi quay dé thu duge SPION c6
phan bd kich ¢& hep va do két tinh t6t.

Vi du 2: Didu ché poly(axit maleic-alt-1-octadecen) khdi luong phan t thip
(LM-PMAcOD)

So db téng hop poly(axit maleic-alt-1-octadecen) khéi luong phan tir thip (LM-
PMAcOD) la quy trinh hai bude dugc thé hién trén Fig.3 va Fig.4.

Trong budc thi nhét, maleic anhydrit (48.9mmol) va 1-octadecen (48.2mmol)
duoc hoa tan trong 1,4 dioxan (10mL) (chét tc ché 1,4-dioxan dugc loai bd trude do
bang cach loc hop chit ndy qua nhém oxit (3g)). Sau d6, AIBN (5,79mmol, 2,2’-
azobis(2-metylpropionitril)) dugc bd sung vao. Binh phén tmg dugc trang bi bd lam
ngudi, sau d6 dugc suc véi nito va duy tri & didu kién qua &p nito. Hon hgp dugc gia
nhiét dén nhiét d6 100°C két hop khudy. Sau 1 gio bude gia nhiét dugc bat dau, tim gia
nhiét dugc théo ra cing véi cac nit ddy; hon hop phan Gng duoc tiép xtc v6i khong khi.
Hén hop duoc 1am ngudi dén nhiét 46 phong trong 2 ngay két hop khudy. San phim dugc
tinh ché bang cach dong bay hoi véi diclometan va két tia véi isopropanol va axetonitril
dé thu dugc poly(maleic anhydrit-alt-1-octadecen) khéi lugng phan tir thip (LM-
PMAOD) c6 khéi lugng phan tir trung binh s (Mn) nim trong khoang tir 2500 dén
4000g/mol.

Trong buéc thit hai, LM-PMAOD duoc thiy phan thanh poly(axit maleic-alt-1-
octadecen) (LM-PMAcOD) trong dung dich natri hydroxit. Budc chiét xuét axit-bazo
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bing H,SO, etylaxetat, v NaOH dugc thyc hién dé tinh ché san pham va loai b6 céc tap
chét nhu 1-octadecen con du. San phdm dugce 1am khé trén magie sulphat, ddng bay hoi
v6i clorofom va cubi ciing duge tinh ché bang phuong phép chiét xuét ran-16ng trong n-

heptan (Fig.4).

Khéi Ivgng mol trung binh sé (Mn) va khdi luong mol trung binh khdi (Mw) clia
polyme thu dugc dugce xac dinh bang cach st dung phuong phap sic ky thim gel.

M3au chira LM-PMAcOD (1,5mg) dugc hoa tan trong THF (1,0mL) (khong chira
chét dn dinh) va cdp vao hé thdng séc ky thdm gel. Polystyren dugc sir dung lam chuin
hiéu chinh. Tetrahydrofuran dugc s dung lam dung mdi rira gidi va téc do dong bang
1mL/phut. Nhiét d6 dugc thiét 1ap dén 30°C.

Khéi lugng mol trung binh s6 (Mn) ciia LM-PMAcOD thu dugc bing 1540g/mol
va khéi lugng mol trung binh khéi (Mw) bing 2410g/mol. Do d6, chi s6 da phan tan bang
1,56 wnhu dugc tinh toan for the mau, which is characteristic for a polyme produced via

non-controlled free radical phan (mg polyme hoéa (xem Fig.8).
Vi du 3: Bao SPION bing polyme
Budc bao SPION bing polyme dugc thé hién trén Fig.5.

Vi du 3a: LM-PMAcOD (100mg) duoc san xuét theo vi du 2 dugc hoa tan trong
clorofom (4mL) trong binh phan tng day tron dung tich 100mL. Hoén hop dugce gia nhiét
cho dén khi polyme dugc hoa tan hoan toan. Dung dich chira oleat-SPION (3,3mL) dugc
san xuét theo vi du 1 dugc bd sung vao hdn hop, sau d6 bay hoi & ap sudt <10 mbar trong
15 phut ¢ nhiét d§ 40°C trén thiét bi bay hoi quay & tbc do bang 280 vong/phit. Sau do,
NaOH 5mM (10mL) duogc bd sung vao hdn hop va khudy trén thiét bi bay hoi quay trong
15 phat ¢ nhiét 4o 50°C cho dén khi toan bod cac chét rin mau den duogc hoa tan. Dung
dich dugc pha lodng 8 14n bing céch sit dung NaOH 25mM (70mL) dé hoa tan toan bd
polyme. Dung dich thu dugc dugc khudy trén thiét bi bay hoi quay trong 15 phit, dé thu

duge dung dich mau nau.

Sén phém duoc loc qua bd loc PES 0,45um va 0,2pm. Sau do, san phém loc dugc
tinh ché bang phuong phép loc dong tiép tuyén (TFF).

Vi du 3b: Quy trinh twong ty duge thuc hién véi polyme c6 bén trén thi trudong co

khéi lugng phén tir ndm trong khoang tir 30 dén 50 kDa (#419117 Merck) sau khi thuy
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phan theo vi du 2. Do viéc loai b6 polyme chua li€n két ra khoi cac SPION dugc bao boi
polyme bing phuong phap TFF 13 khong hiéu qua, nén phuong phép phan tach tir bd
sung duge thuc hién bing cach cot Miltenyi dé tinh ché mé PMAcOD-SPION MX0194.

Vi du 4: Peptit va ghép cép peptit
So dd ghép cip peptit va tdng hop hat nano dugc thé hién trén Fig.6.

Cac peptit dugc téng hop bing phuong phap Fmoc tir huéng C dén hudng N bang
cachs str dung phuong phap tbng hop peptit pha rén (SPPS). Nhém amin alpha ciia mdi
axit amin dugc bao vé bing nhém fluoren-9-ylmetoxycarbonyl (Fmoc), trong khi cac

nhém chirc & chudi bén cling duoc bao vé bang cidc nhém bao vé thich hop khéc nhau.

Nhin chung, phuong phap tbng hop peptit pha ran bao gbém cac chu trinh khir bao
vé dau tan cing N dugc 13p lai, tiép theo 13 cac phan Gng ghép cip. Axit amin dugc bao
vé béng nhém Fmoc thit nhét duoc ghép cip véi nhya. Sau d6, nhoém amin dugc khir bao
vé bang hdn hop cia piperidin trong dimetylformamt (DMF), sau d6 ghép cap voi axit tu
do cia axit amin dugc béo vé bang nhém Fmoc thit hai. Chu trinh ndy duoc lap lai cho
dén khi thu dugc trinh tu mong mudn. Nhua duoc rira & gitta mbi budc. Thoi diém két
thac ctia mdi phan tmg ghép cdp duoc theo doi bang thir nghiém ninhydrin dinh tinh.
Trong budc cudi cling ctia quy trinh tbng hop, peptit tho-nhua dugc rira lién tiép bang
DMF vi metanol, va 1am khd. Sau d6, cac nhém bao vé duge loai bd ra khéi peptit va
peptit dugc phan cit ra khoi nhua bang cach sir dung axit trifloaxetic (TFA). Peptit tho
thu duge duge phan 1ap bing cach két ta biang ete tir hdn hop phan cit.

| Hon nfta, peptit dugc tinh ché bang phuong phap HPLC didu ché dé dat duogc cac
yéu cau vé do tinh khiét, va ion d6i TFA dugc thay thé bang clorua bang céch st dung hé
dung moi-dung dich dém thich hop. Cudi cung, peptit dugc tinh ché dugc dong kho.

Céc peptit dugc sir dung cé axit amin & d4u tan cung N va axit ty do (mubi HCI) &
dAu tan cing C va c6 chidu dai chira 15 axit amin.

Céc peptit tu do (cac vt liéu ban déu) dugce xac dinh déc tinh béng phuong phép
LC-MS.

Céc trinh tg peptit va khdi luong don déng vi tinh toan dugc dugc sir dung trong
cac ﬁ du cia sang ché duge thé hién trén Bang 1.

Bang 1: C4c trinh ty peptit va khéi lugng don dong vi
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n . Khoi lwgng
SENQOID Trinh tw C;ll:ﬁgnﬂtlgc don d(‘:)ng vi
: (1y thuyet) (Da)
1 LNSKIAFKIVSQEPA Cy5H125N1902, 1643,9
2 TPMFLLSRNTGEVRT | C74H;24N20x38 1720,9
3 REGIAFRPASKTFTV Cr6H120N2,091 1678,9
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'Khéi luong phan tir ciia peptit duge do bang phuong phap khdi phd ion hoa hoa

hoc ap suét khi quyén tia dién da ché do.

Cac peptit dugc ghép cip vé6i bé mit cia mixen dugc san xuit theo vi du 3a bang
cach sir dung 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit (EDC) trong dung dich dém
axit boric/natri tetraborat decahydrat (SBB).

EDC trong dung dich dém SBB dugc bd sung vao mixen dugc san xuit theo vi du
3. Sau 15 phut & nhiét do phong, cac peptit duoc bd sung vao va hdn hop phan tng duge
khudy trong 2 gi® va 15 phiit & nhiét 0 phong.

Dung dich hat nano thu dugc dugc loc va tinh ché béng bude tinh ché bé"mg
phuong phép loc dong tiép tuyén (TFF).

Vi du 5: Xéc dinh dac tinh cta hat nano

Hat nano dugc san xuit theo vi du 4 cling dugc x4c dinh dac tinh bing cach sir

dung nhiéu phuong phép phan tich.

L3i sat oxit dugce xac dinh dic tinh béng cach sir dung kinh hién vi dién tir truyén
qua va SAXS. Céc phan tich bang kinh hién vi dién tir truyén qua dugc thuc hién trén hat
nano dugc phén tan trong 5% (khdi lwong/thé tich) D-manitol, SmM TRIS va 6mM axit
L-lactic. Cac két qué tinh todn kich ¢ hat cla cac hat nano dugc san xuét theo vi du 4
- trén co s& phan tich bang kinh hién vi dién t& truyén qua dugc thé hién trén Bang 2. Céc

anh chup bing kinh hién vi dién tir truyén qua duoc thé hién trén Fig.7.

Bang 2: Cac két qua tinh toan kich ¢& trung binh cia 16 st oxit trén co s& phan

tich bang kinh hién vi dién ti truyén qua

TPC Kich ¢ trung binh | Dg léch chuin
cua 16i sat oxit (nm) (%)
SEIS%)%%J 9,74 1,.04
SEQIDNO2 0.5 092
SETQP%)?\(I)(S).S 9,80 0,96
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Céc phép do SAXS dugc thuc hién trén hat nano dugc phén tan trong 5% (khéi
lwong/thé tich) D-manitol, SmM TRIS va 6mM axit L-lactic.

Céc két qua tinh ton kich c¢& hat clia c4c hat nano dugc san xuét theo vi du 4 trén

co s& phan tich SAXS dugc thé hién trén Bang 3.

Bang 3: Céc két qua tinh toan kich ¢& trung binh cia 131 sit oxit trén co s& SAXS

analysis
TPC Kich ¢& trung binh D§ léch
SEQ ID NO ciia 16i sit oxit chuan
. ) (nm) (%)
TPC0002
SEQ ID NO.1 0.8 L1
TPC0003
SEQ ID NO.2 10,0 L1
TPCO0005 .
SEQ ID NO.3 0.8 L1

Kich c& hat va phan bd kich ¢& hat dugc x4c dinh bang phuong phap tan xa anh
sang dong (DLS). Puong kinh thuy dong luc hoc (tri s§ trung binh theo phuong z) va chi
s4 da phan tan dugc xé4c dinh bang cach sir dung thiét bi Malvern Zetasizer Nano ZS hoic

thiét bi twrong tu theo ché do don phuong thirc.

Céc phép do nay dugc thuc hién trén hat nano dugc san xuét theo vi du 4 dugc

phén tan trong 5% (khdi Iugng/thé tich) D-manitol, SmM TRIS va 6mM axit L-lactic.

Céc két qua dugc thé hién trén Bang 4. Céc két qua nay cho thdy ring cong thirc

nay 1am dn dinh hat va.cé thé 1am giam ty 1& phan trim ctia cac hat kich ¢& 16n.

Béng 4: C4c két qua phan bd kich c& trén co s¢ phéan tich DLS

Tri s0 trung . X
TPC binhtheo | Dy | Dy | Do | C12sos®
SEQ ID NO. phwong z (nm) | (nm) | (am) P o
(%)
(nm)
TPC0002
SEQ ID NO.1 23 15,8 | 24,0 | 37,6 0,13
TPCO0003
SEQ ID NO.2 25 16,8 | 25,1 | 393 0,17
TPCO0005 SEQ
D NO 3 26 16,4 | 249 | 539 0,25

Dién tich bé mit cia hat dugc phan tich bing cach do thé zeta & @6 pH nim trong
khoéang tir 6 dén 7 (46 pH trong qué trinh do) st dung thiét bi Malvern Zetasizer Nano
ZS. Céc phép do nay dugc thuc hién trén hat nano dugc san xuét theo vi du 4 dugc phan

tan trong 5% (khdi lrgng/thé tich) D-manitol, 5mM TRIS va 6mM axit L-lactic.
27



52077 28147

Céc két qua dugc thé hién trén Bang 4.

Bang 4: Cac két qua do thé zeta

TPC Thé zeta D) léch P din dién | Chat hrgng
SEQ ID NO. (mV) thé zeta (mV) (mS/cm) két qua
SE%’%’?%J -39,5 5,38 1,30 Tét
TP%)%?S’)_SZEQ -39,1 5,95 1,44 Tbt
TP%)%)(S)_SZ‘EQ -30,1 4,63 1,42 Tét

Ham lugng polyme tdng sb dugc xac dinh bang cach st dung phuong phap sic ky
thAm gel. Peptit dugc thily phan, va hat dugce phén huy trong HCl 6M. PMAcOD duge
chiét xuét bang etyl axetat sau khi bd sung EDTA. Sau khi lam bay hoi dung méi, phan
cin dugc hoa tan lai trong hén hgp THF/axit axetic trege khi phén tich.

Céc két qua duoc thé hién trén Bang 5.

Bang 5: Ham luong polyme téng sb

TPC Ham lwgng polyme
SEQ ID NO. | tbng s6 (mg/mL)
TPC0002 L62
SEQ ID NO.1 ’
TPC0003
SEQ ID NO.2 142
TPC0005 136
SEQ ID NO.3 ’

Dic tinh quang phd cta hat nano duge xéc dinh bang phuong phép quang phd
hdng ngoai bién ddi Fourier (FTIR).

Céc thong s dugc thiét 1ap clia cdc bang hép thu chinh dugc thé hién trén Bang 6.

Béang 6: M6 ta cac ché do dao dong hdng ngoai ddi v&i hat nano

Tan 0 cua cac M3 ta céc ché dd
bang hag thy dao dong hong ng(')ai
(cm' ) v <
3500 - 3000 Rong, axit carboxylic O-H kéo gian
2920-2919, 2851-2850 Alkan C-H kéo gidn
1646-1642 C=0 kéo giin, C-N kéo gian dugc ghép cip yéu va N-H kéo giin
1534-1544 C-N kéo gian, dugc ghép cdp manh véi N-H udn cong
1402-1395 Axit carboxylic O-H u6n cong
574-569 Lién két Fe-O

Vidu 6: Anh hudng cia cac kich ¢& khac nhau cta polyme ludng tinh
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Anh huéng ctia cac kich c& khac nhau cia polyme ludng tinh trong hat nano theo
sang ché duge nghién ctu. Cac SPION duge bao béi cic polyme PMACOD c6 khéi
luong phén tr trung binh s6 bang 3100, 4800 va 5900g/mol.

Cac polyme nay dugc tdng hop, tinh ché va x4c dinh dic tinh, sau d6 cac polyme
nay dugc st dung trong phan tng bao cac oleat-SPION. Sau khi bao, polyme con du
duge loai bo bang cach str dung TFF tinh ché.

a) Téng hop poly(axit maleic-alt-1-octadecen) (PMAcOD) with khéi lwong phan
t khéac nhaus

Ba chiéu dai khac nhau ctia poly(axit maleic-alt-1-octadecen) dugc tbng hop bing
bang phan tmg polyme hda gbc tu do maleic anhydrit va 1-octadecen. Phén tng dugc
thuc hién trong 1,4-dioxan béng cach su dung chit hoat hoéa 1a 2,2’-azobis'(2-
metylpropionitril). Phan tng polyme héa duogc hoat hoa bing cach gia nhiét hon hop dén
nhiét @6 100°C. Thir hai, sau khi tinh ché, polyme dugc thity phin bang cach sir dung
dung dich natri hydroxit dé thu dugc PMACOD.

Céac polyme c6 khéi lugng phan tir cao hon dugce tdng hop bang cach thuc hién
phan {mg polyme hoéa trong cac diéu kién dam dic hon vd/hodc thuc hién phan Gng
polyme héa véi lugng giam ciua chat hoat héa.

Luong cua cac chit phan tng dugc sir dung trong tdng hop ba polyme nay dugc

thé hién trong Bang 7.

Bang 7: Lugng cua cac chét phan tmg

Chiéu | Maleic | ¢ jecen | AIBN | 1,4-dioxan
dai anhydrit (@) (@ (mL)
(g/moD) | (g .
PMAcOD3100 | 3100 4.8 12,36 1,004 40,8
PMAcOD4800 | 4800 4.8 12,18 0,950 10,0
PMAcOD5900 | 5900 4.8 12,18 0,500 10,0

Do tinh khiét ctia polyme sau khi thity phan maleic anhydrits va thyc hién phan
ung dugc do bang 'H-NMR (400 Hz, 30mg mAu, 10mg chudn axit benzoic, 700uL D-
clorofom) va chiéu dai ctia polyme dugc phén tich bang phuong phép sic ky thdm gel
(Agilent PL-gel hon hop-D, 300 x 7,5mm ID, 5pm, 2mg/mL trong THF/axit axetic
(90/10), thoi gian chay mau 1a 15 phut).
b) Anh huéng ciia cac chiéu dai khac nhau ctia polyme ludng tinh
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PMACOD c6 cic chidu dai khac nhau dugc sir dung d€ bao oleat-SPION.

Thi nhét, cic budc bao duogc thuc hién bang cach sir dung cing ty 1& khéi luong
polyme va SPION. DPé x4c dinh dugc cac diéu kién bao t5t nhéat, ty 16 mol polyme va
SPION duoc duy tri khong ddi. Luong cua chét két tu dugc so sanh. Phuong phap c6 it
chét két tu nhét duoc l3p lai, sau d6 dugc tinh ché bang cach sir dung phuong phap TFF.
Viéc loai bd polyme va lugng cua chét két tu duoc theo ddi trong quy trinh TFF bing
cach str dung phuong phép sic ky loai c¢& (SEC).

Oleat-SPION dugc bao bai PMAcOD3100, PMAcOD4800 va PMAcOD5900) dé
x4c dinh ty 18 polyme/SPION t4i uu.

Pé bao oleat-SPION, polyme va hat nano dugc hoa tan trong clorofom. Sau do,
clorofom dugc bay hoi. Trong budc cudi cling ctia quy trinh bao, dung dich nudc natri
hydroxit dugc bd sung vao binh phén Ung va trén & nhiét d6 50°C. Déi véi
PMAcOD3100, 100mg polyme dugc st dung. DPbi véi PMAcODA4800, cac budc bao
bang 100mg polyme va 145mg polyme dugc so sanh. Péi véi PMAcOD5900, cac bude
bao bang 100mg polyme va 177mg polyme dugc so sanh. Theo cach thirc nay, cac lugng
tuong duong ciia monome dugc so sanh véi cic luong tuong duong cua cac chudi

polyme so véi PMAcOD3100.

Didu kién din dén luong cia chét két tu it nhét dugc xé4c dinh bang cach sir dung

phwong phép sac ky loai cd.
Céc két qua duoc thé hién trén Bang 8.

Bang 8: Tong quan céc chét két tu dugc san sinh bdi bude bao cdc SPION bang

cac polyme khac nhau
Chidu dai Lwong cia ”})Im’ng lwong . (%hat
polyme ciia polyme so voi | két tu
(g/mol)

(mg) PMAcOD3100 (%)

PMAcOD3100 3100 100 1 5,9

100 0,65 52

PMAcOD4800 4800 145 093 59
PMAcOD5900 5900 100 0,53 16,0

177 0.93 7,8

¢) Anh hudng cac chidu dai polyme khéc nhau sau khi tinh ché

Céc oleat-SPION dugc bao bing cich sir dung quy trinh tuong tu nhur dugc st
dung truée d6. Dbi v6i toan bd cac polyme, lugng twong duong cia cac chudi polyme
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duoc st dung. Sau khi bao, chc PMAcOD-SPION dugc tinh ché bang phuong phép TFF.
Do khé loai bo cac lugng cudi cling clia polyme PMAcOD5900, nén budce bao nay bing
0,15 g polyme (0,79 duong luong so v6i thir nghiém chun bdng PMAcOD3100) ciing

duoc thir nghiém.

Lugng cua chét két tu va luong polyme con lai trong mAu duge xdc dinh bing
phuong phép sic ky loai c& (SEC). Sau khi bao, PMAcOD3100 chira 5,9% chét két tu,
PMAcODA4800 chira 6,2% chét két tu va PMAcOD5900 chira 10,7% chét két tu. Diéu

nay phtt hop véi dit liéu dugec mo ta trong phan trude do.

Tiép theo, cdc PMAcOD-SPION duge tinh ché bang TFF. Cac hat dugc nap lén
mang, sau d6 cac hat ndy dugc rira bing 5mM NaOH/45mM NaCl. M3i 10 DV (déi véi
PMAcOD3100) hoic 20 DV (d6i v6i PMAcO4800 va PMAcOD5900) (DV = thé tich loc
tudn hoan c6 pha lofing bing dung mdi trong quy trinh tinh ché TFF), mAu dugc 14y va do
bang phuong phép SEC (sau d6). Trong quy trinh tinh ché TFF, cac miu trong quy trinh
cing duoc 14y dé theo d&i muirc do gidm lugng cua polyme va mirc d9 ting lugng cia chét

két tu.
Céc két qua duge thé hién trén Bang 9.

Bang 9: Tong quan cac thir nghiém TFF

Lin Luong ciia | Chitkétmo | Chatkettu | py
N sau khi
chay polyme thoi diém TFF duge
mau (mg) bat dau (%) (%) stt dung
(i)

1| PMAcOD3100 100 5.9 7.0 160

2 | PMAcOD4800 100 6,2 73 160

3 177 10,7 10,7 150

4| PMACODS900 150 10,9 10,4 110

Cac san phém TFF cua céc lan chay mau th 1, 2 va 4 duoc loc qua bd loc 0,2pum.
Céc san phdm TFF cia 14n chay mau thtt 1 cling duge loc qua bd loc 0,1pum dé giam

luong ctua chét két tu.

Trude va sau khi loc cac mAu, cac phép do bang phuong phap tén xa énh sang
dong (DLS) dugc thuc hién dé& x4c dinh tri s6 duong kinh trung binh theo phuong z va
chi s6 da phan tan (PDI). Toan b cac mé chira cic SPION dugc bao bdi PMAcOD thé
hién tri s6 dudng kinh trung binh theo phuong z ndm trong khoang tir 26nm dén 28nm va
chi s§ da phan tan nim trong khoang tir 0,25 dén 0,33 (xem Bang 11).
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Luong cua sit duge xac dinh bang céch sir dung phuong phap quang phd hip thu
nguyén tir (AAS) nim trong khoang tir 38mg dén 50mg sau khi loc, twong ung véi ty 1€
thu hdi sit nim trong khoang tir 83% dén 110%.

Céc két qua dugc thé hién trén Bang 10.

Bang 10: Dit liéu DLS; trude va sau khi loc.

Lin 2 Khong
chgy San pham dwoc loc Puge loc
mau ]
Tris6 Tri sb
trung , : 5 Ty 1é
binh rung Ham |y
PDI | binhtheo | PDI luong -
theo huon sét (mg) hoi sat
phuong phrons (%)
z (nm)
z (nm)
1 PMAcOD3100 - SPION 31,7 0,382 26,8 0,256 38 83
2 PMAcOD4800 - SPION | 28,8 0,360 27,0 0,325 50 110
3 PMAcOD5900 - SPION | 32,1 0,367 27,6 0,251 46 101

Vi du 7: So sanh hiéu suit tinh ché cic PMAcOD-SPION dugc bao béi cac
polyme c6 khdi lugng phan t& khac nhau

Céc SPION dugc bao béi PMAcOD khéi lugng phan tir cao c6 ban trén thi trudng
(Mn nim trong khoang tir 30000 dén 50000g/mol) va PMAcOD khéi lugng phan tir thap
(Mn nim trong khoang tir 3000 dén 5000g/mol) dugc san xuét nhu duge mo ta trong cac
vi du 1-4. Sau d6, budc tinh ché bing phuong phap loc dong tiép tuyén (TFF) dugc sir
dung dé loai bd vat liéu chua lién két. TFF 1a phuong phap dugc chon dé tinh ché cac
SPION dugc bao do phuong phép nay co thé duoc dinh quy md dé dang. Phan tich sdc ky
loai ¢ (SEC) dbi véi cac miu thAm qua mang va cac miu khong thdm qua mang dugc
thuc hién dé theo doi quy trinh tinh ché TFF. Hiéu suét tinh ché cac SPION dugc bao bdi
polyme khdi Iugng phan tir cao va polyme khéi luong phan tﬁ:vthép bang cach sir dung
phuong phap TFF dugc so sanh.

a) Tinh ché PMAcOD-SPION khéi lugng phan tir cao

Trong buéc thtt nhat, miu chira HM-PMAcOD-SPION thd duge phén tich bang
cach sir dung phuong phap SEC trude khi tinh ché bang phuong phép TFF (méu thd, xem
Fig.9). Mé chira HM-PMAcOD-SPION th thé hién phén vai bén trai nhé cia pic HM-
PMAcOD-SPION chinh (RT: 15.541), cho thdy ring mé nay chita lugng cuc tiéu cla
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chét két tu 16n, chtra 21,2% (a/a) polyme chua lién két tu do (RT: 16,698) trong thé phan

tan.

Sau @6, miu PMAcOD-SPION khdi lugng phan tir cao dugc loc bang phuong
phap TFF sir dung mang TFF 300 kDa dé phan tach HM-PMAcOD-SPION sau khi
polyme bao ra khdi cac phan tr polyme chua lién két. Nhu duge thé hién trén Fig.9 va
Fig.10, qﬁé trinh phéan tach khong dat duge nhung ca HM-PMAcOD-SPION va polyme
HM-PMAcOD dugc chira trong san phim thAm qua mang sau khi loc.

Do d6, mot sb tiy chon d3 dugc thir nghiém dé danh gia xem hiéu Gng nay c6 thé
duoc giam hay khong. Tuy nhién, khong thanh cong. Mirc d¢ Iuu gitt cia HM-PMAcOD-
SPION 14 qué thap dé thu dugce qué trinh phan tach tbt gitta SPION va polyme ma khong
Jam mét qua nhiéu san phdm. Mang c6 kich ¢& 16 giam bang 100 kDa cho phép luu gift
SPION dugc bao boi polyme nhung ddng thoi din dén luu gitt va tip trung polyme (dugc
th& hién trén Fig.11).

Tém lai, d3 phat hién thiy rang phuong phép loc bang mang TFF 300 kDa va
phuong phép loc bing mang TFF 100 kDa déu cho phép tinh ché HM-PMAcOD-SPION
ra khéi vat liéu HM-PMAcOD chura lién két.

b) Tinh ché SPION dugc bao bsi PMAcOD khéi Iugng phan tir thap

Trong phuong phap thi hai, SPION dugc bao béi PMAcOD khéi lugng phén tir
thip dwogc tinh ché bang cach sit dung phuong phap TFF (mang loc 100 kDa). Mot lan
nira, phan tich sic ky loai c& d6i v6i cac mau thdm qua mang va cac mau khong thAm qua
mang dugce thuc hién dé theo d&i quy trinh tinh ché TFF. Cac két qua duge thé hién trén
Fig.12 d6i v6i 2 mé (cac mé MX0373A va MX0374A).

Viéc st dung LM-PMAcOD (Mn nim trong khoang tir 3000 dén 5000g/mol) thé
hién qué trinh khuéch tan hiéu qua ctia polyme chua lién két qua mang TFF 100 kDa va
loai bé nhidu hon 90% polyme chura lién két ra khéi LM-PMAcOD-SPION.

Sc ky dd SEC ctia cc san phAm sau khi bao (MX0373A va MX0374A), tinh ché
bang phuong phap TFF (mang 100 kDa) (MX0373E va MX0374E) va phuong phap loc
0,1pm cubi cing (MX0373F va MX0374F) dugc thé hién trén Fig.13.

Hon nita, dir liéu SEC clia cac mAu sau khi tinh ché bang phuong phap TFF (mang
loc 100 kDa; cac mé MX0373E va MX0374E) va sau khi tinh ché bang phuong phap
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TFF, sau d6 bang phuong phap loc 0,1pm (cac mé MX0373F va MX0374F) dugc thé
hién trong Bang 12.

Béang 12
San phim % SPION % Chat % Polyme chura lién két
(a/a) ket tu (a/a) dwoc loai bé
MXO0373E 89,0 11,0 80,4
MXO0373F 89,5 10,5
MXO0374E 88,7 11,3 78,9
MXO0374F 89,2 10,8

Dit liéu dugc cung cdp cho thiy ring cé thé tinh ché hiéu qua LM-PMAcOD-
SPION bing phuong phap TFF, trong khi d6 buéc tinh ché HM- PMAcOD-SPION
khong hiéu qua v khong din dén san phim tinh khiét.

Vi du 8: D) an toan in-vivo clia cidc mixen trén co s& polyme khoi luwong phén tir
thap chira 161 sat oxit so v§i cdc mixen trén co s& polyme khoi lugng phan tir cao chira 161

sat oxit sau khi tiém tinh mach vao cac chudt nhat

a) Mé MX0194 dugc sén xuét theo vi du 3b dugc tiém tinh mach vao cac chudt
nhét c4i CD1 & liéu luong bing 1mmol Fe/kg khdi lugng co thé va 2mmol Fe/kg khdi
lugng co thé. Mot chudt nhit d3 chét sau khi tiém 2mmol Fe/kg duge x4c dinh 13 mau thir
nghiém lién quan. C4c chudt nhat bi giét chét 14 ngay sau khi tiém. Mrc d9 gia ting dang
ké vé khéi lwong tuyét ddi ciia co quan so véi céc d6i chl’mg duogc hi€u chinh thich hop
duoc phat hién thdy (xem bang 13) dugc xé4c dinh 12 tdc dung khong mong mubn cia

mau thir nghiém dugc tiém.

b) Mé PMAcOD-SPION dugc san xuit theo vi du 3a dugc tiém tinh mach vao cac
chudt nhét cai CD1 3 l4n & liéu luong bing 1mmol Fe/kg khéi luong co thé (3mmol
Fe/kg khéi lvong co thé tong s8) cach nhau 14 ngay giita 14n tiém thir 1 va 14n tiém thi 2
va 1An tiém th 2 vA 13n tiém tht 3. Cac chudt nhit bi giét chét 24 giv sau 1an tiém cudi
cing. Khéi lugng gan chi gia ting mdt chit nhung & muc do khong dang ké dugc phat
hién thdy va khdi luong phéi khong gia ting (xem bang 13).

Mtc d6 &nh hudng dén khdi lwgng co thé béi hat nano trén co s¢ polyme khéi
lrong phén t& cao lién quan dén tac dung khong mong mubn kéo dai cia polyme khdi
lwong phén tir cao do thyc té 12 15 sit 12 twong tir nhau ddi véi cac mé dugc san xuét theo

vi du 8a va vi du 8b.
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Céc két qua ctia nghién ciru so sanh duge thé hién trén Bang 13.

35/47

Béang 13
Mirc d6 gia ting khoi Mikc do gia tang
lwrong gan khéi lrong phf‘)i
[% khéi hirong] [% khéi lrong]
Vidu 8a
Immol Fe/kg 17,4* 2,9
=5
Vidu 8a ‘
2mmol Fe/kg 25,0%* 26,2%*
=4
Vidu 8b
3mmol Fe/kg 5,7 0,7
n=12
Mirc d6 gia ting khdi Iugng co quan dugc tinh toan tir khdi luong tuyét doi
clia co quan 12 khéi lugng tuyét d6i cia co quan clia cac dong vat dap ting
tiéu chudn khdi luong co thé duoc thé hién dudi dang 100%. *p<0,05;
**p<(0,01 Phén tich Anova mét chiéu két hop phép kiém dinh Dunnett

Do d6, polyme khéi lugng phén t thip c6 doc tinh thap hon polyme khéi 1110’ng
phéan tr cao.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hat nano chira a) mixen chita polyme ludng tinh c6 khdi lugng phéan tir trung binh s6
(Mn) nim trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol, va b) it nhit mot peptit chira it nhit mét
epitop té bao T.
2. Hat nano theo diém 1, trong d6 hat nano con chira 16i ky nuéc dang rén dugc bao it
nhét mot ph'?m b&i mixen, trong d6 161 nay chira vat li€u vo co ¢ thé theo d&i qua du vét
duoc chon tir nhom bao gém st oxit, CdSe/CdS/ZnS, bac va vang.
3. Hat nano theo diém 1 hoic 2, trc.)h.gi&é‘ peptit dugc lién két véi phia bén ngoai cia
mixen.
4. Hat nano theo diém bét ky trong s6 céc diém néu trén, trong d6 polyme ludng tinh cé
khung poly-maleic anhydrit than nuéc chinh ¢6 cac chudi bén alkyl ky nudc.
5. Hat nano theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 polyme ludng tinh

chra khdi cau triic sau

trong d6 R 12 nhém hydrocarbyl hodc nhém hydrocarbyl duge thé, tot hon néu R
13 nhém C4-C,, alkyl, tot hon néu nhém Cg-Cyy alkyl.

6. Hat nano theo diém 5, trong @6 R 12 nhém alkyl mach thing, tdt hon néu nhém C;;-Cy7
alkyl mach thang, t6t nhét néu R 12 nhém pentadecyl mach thing.

7. Hat nano theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 polyme ludng tinh
duoc chon tir nhém bao gdm poly(axit maleic-alt-1-octadecen), poly(axit maleic-alt-1-

dodecen) va 'poly(axit maleic-alt-1-tetradecen), t6t hon néu polyme nay 13 poly(axit
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maleic-alt-1-octadecen), va khdi lrong phén tir trung binh s6 cua polyme niy nim trong

khoang tir 6000 dén 1000g/mol:

8. Hat nano theo diém bit ky trong s cac diém néu trén, trong d6 peptit dugc lién két

cbng hoa tri v4i mixen.

9. Hat nano theo diém 8, trong d6 peptit dugc lién Két cdng hoa tri véi mixen b.'?lng cach

str dung phuong phap ghép cip carbodiimit hodc suxcinimit.

10. Hat nano theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 peptit dugc lién Kkét

khong cong hoa tri.

11. Hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 peptit chira tir 9 dén

60 axit amin, t5t hon néu peptit chtra tir 10 dén 20 axit amin.

12. Hat nano theo diém bat ky trong sb céc diém néu trén, trong d6 hat nano nay mang

dién 4m & d6 pH nidm trong khoang tlr 6 dén 7.

13. Hat nano theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 hat nano nay cé
dudng kinh thiy dong luc hoc nim trong khoang tir 100nm dén 10nm, t6t hon néu nim
trong khodng tir 50nm dén 10nm, t6t hon nira néu ndm trong khodng tir 20nm dén 40nm

nhu duge do biang phuong phap tan xa 4nh sang dong.
14. Dugc pham chira hat nano theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 13.

15. Dugc phdm dé sir dung trong trc ché dap tmg mién dich dic hiéu chira hat nano theo

diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 13.

16. Dugc phém dé sir dung trong Uc ché dép tmg mién dich dic hiéu chtra- hdt nano theo
diém bat ky trdng sb cac diém tir 1 dén 13, trong d6 dap Gng nay lién quan dén bénh tu
mién, t6t hon néu bénh ty mién dugc chon tir nhém bao gém bénh bong nudc, bénh bong
nude vay 14, bénh da bong nude dudi biéu bi, bénh da bong nudc toan than, bénh da bong
nude tr mién man tinh dudi thugng bi, hoi ching Goodpasture, bénh vi€ém da vi mach,
bénh u hat di kém viém da mach (bénh u hat Wegener), ban xult huyét giam tiéu cau
huyét khéi, ban xuét huyét giam tiéu ciu mién dich, bénh viém mang bd dao, bénh viém
mang bd ddo trudce cép tinh lién quan dén HLA-B27, bénh xo clmg rai rdc, bénh viém tay
thi than kinh, bénh d4i thao duong typ I, ching ngu rii ¢6 hodc khong c6 mét dot ngot
truong luc co, bénh khong dung nap gluten, bénh viém da herpetiformis, bénh dudng ho

hép di tng/bénh hen phé quan, bénh nhugc co, bénh viém tuyén giap hashimoto, bénh
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tuyén giap tu mién, bénh Graves, bénh tuyén giap tu mién, bénh suy tuyén can giap tu
mién, bénh tuyén gidp tw mién, hoi chimg khang phospholipit, bénh Addison tir mién,
bénh thiéu mau tan huyét tr mién, bénh viém day than kinh hiy myelin man tinh, bénh
da day than kinh, hdi ching Guillain-Barré, bénh giam bach ciu trung tinh ty mién, bénh
X0 cung bi thé dai, bénh Batten, bénh mau kho déng_méc phai tjp A, bénh viém da sun
tai dién, hdi ching Isaac (bénh téﬁg truong luc co than kinh mic phai), bénh viém no
Rasmusseh, hoi chimg Morvan, hoi chung Stiff-person, bénh thiéu mau 4c tinh, hoi
chirng Vogt-Koyanagi-Harada, bénh xo gan mat nguyén phét, bénh viém gan tu mién typ
I, bénh viém gan ty mién typ II, bénh lupus ban do hé théng, bénh viém khép dang thip,
bénh viém da co/bénh viém da co, hdi chimg Sjogren, bénh xo climg bi, bénh bach bién

va rung toc ting mang.

17. Phuong phap sén xuat hat nano, bao gbm cac buée sau: i) diéu ché polyme ludng tinh
c6 khdi lugng phan t trung binh s& (Mn)nim trong khoang tir 6000 dén 1000g/mol, ii)
tiy ¥ tinh ché polyme ludng tinh, iii) diéu ché mixen chtra polyme ludng tinh, va iv) bd

sung it nhat mot peptit dé thu dugc hat nano.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 budc i) 1a budc téng hop copolyme héa gbe, tbt

hon néu st dung chat hoat héa gbc 14 2,2’-azobis(2-metylpropionitril).
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Sic ky db6 SEC ciia cdc san pham sau khi bao (MX0373A va MX03744), tinh ch
TFF (mang 100 kDa) (MX0373E va MX0374E) va lgc 0,1pm cudi cang
(MX0373F va MX03741)
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