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(57) Séng ché dé cap dén polyme dang rang luge, cu thé 1a dé cap dén copolyme
ludng tinh d& phan huy sinh hoc ¢6 mach chinh wa nuéc va mach bén 1a cic
nhom béo ky nudc. Cic polyme ndy tao ra cac t6 hop phan tir c6 kich thuée nano
trong moi trudng nudc, cé phan bén trong ky nudc c6 kha nang hoa tan cac hop
chét hitu co khong hoa tan va phd v cic protein vo virut. Cic polyme nay tly ¥
chita nhém chiic d& phan tng tao ra cac diém gan cho khéng thé, phéi ti, va goc

huéng dich khac gitip cho t6 hgp niy bam dinh vao dich virut.
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Linh vwe ky thuit dwgc dé cap
Séng ché lién quan dén linh vyc polyme ludng tinh, va cu thé 14 sang ché dé
cap dén polyme dang rang luge tao mixen tuong hop sinh hoc. Sang ché con lién

quan dén linh vire phan phdi dugc chét va cac chét khang virut huéng dich.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Copolyme khéi ludng tinh chira khdi ky nuéc va khéi wa nuéc da dugc nghién
ctru nhiéu trong nhitng ndm gin day, vi ching c6 kha ning ti 1dp rap thanh nhiéu
dang céu tric nano khi dung méi bao quanh thaiy d6i. Xem bai bdo: Cameron va cac
ddng tac gia, Can. J. Chem./Rev. Can. Chim. 77:1311-1326 (1999). Trong dung dich
nudc, meg ky nuéc cia polyme ludng tinh ¢6 xu huéng tu lp rap dé tranh tiép xuc
v6i nuée va giam dén mire t6i thidu nang lugng mdt phén cich tu do cla hé nay.
Ddng thoi, khdi wa nude tao ra “vanh” dugce hydrat hod trong méi trudng nude, va vi
thé tb hop nay duy tri dugc cAu tric én dinh vé& mat nhiét dong hoc. Két qua lataora
huyén phil dang keo 8n dinh gidng nhur latec chira c4c hat td hop polyme véi cac 16i
ky nuéc va vanh ua nudc.

Copolyme ludng tinh dang ring luge khic véi copolyme khdi & chd mach
chinh chi yéu c6 tinh ky nu6c hodc ua nuée, véi nhanh bén gbm c4c mach polyme
c6 tinh phan cyc ngugc véi mach chinh chir khéng két hop vao mach chinh. D3 diéu
ché dugc copolyme dang rang lugc véi mach chinh ky nude va mach nhanh va nuée
(xem Patent My s6 6,399,700 cdp cho Mayes va céac dong tic gia), cling nhu
copolyme véi mach chinh va nudce va mach nhanh ky nudc (patent My 56 6,521,736
cép cho Watterson va cac dong tac gia). Copolyme darig thir nhat dugc dung dé thé
hién da hoa tri ctia phéi tir d6i v6i thu thé bé mit té bao, con copolyme dang thir hai
dugc ding dé hoa tan duoc chét va phan phdi chiing dén té bao.

D3 ¢6 cac nghién ciru vé viée ding td hop polyme ludng tinh 1am chit mang
dé hoa tan cac duoc chét khong hoa tan, chit mang phan phdi dugc chét hudng dich,
va 1am hé phan phéi gen. Céc & hop nay c6 céu tric én dinh hon mixen c6 phén tur
lwong thip thong thudng, do ving ky nuéc ndm bén trong c6 céu tric hang rao mach
va/hoic cdu triic tinh thé. Do chit mang c6 ban chét polyme nén td hop nay twong dbi
khé bi phén rd nhu xdy ra v6i cac hé liposom thong thudng khi cac hé nay bi pha

lodng dén ndng do thip hon ndng d9 mixen t6i han. Vi khong c6 mang hai 16p nén t6
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hop polyme nay c6 thé dung hop mot cach dé dang v6i mang té bao va phan phdi cac
thanh phan cin mang tryc tiép dén té bao. Ban chit ludng tinh ciia cac t6 hop nay
cling 1am cho hoat tinh gidng chét tdy rtra, va thich hop 14 céc td hop dich c¢6 kha

ndng dung hop va pha v céc protein vo virut.

Do poly(etylen glycol) (PEG) c6 tinh tuong hop sinh hoc rét tét va cac hat
dugc phu PEG “nhe” c6 kha nidng théy 0 1a tranh dugc hé ludi ndi mo, nén mixen,
liposom, va céc polyme két hop PEG d3 dugc xem xét rong rdi 1am nguyén lidu dbi
v6i cac hé phan phdi duoc chit. Da c6 nhidu cac bai bao vé viéc st dung poly(etylen
glycol) (PEG) 1am hop phén va nudc cia PEG-lipit (tao thanh liposom va mixen); vi
du, xem bai béo: Krishnadas va cic dong tac gia, Pharm. Res. 20:297-302 (2003).
Copolyme khéi ludng tinh tu 1ap rap, ma c6 thé tu lip rap thanh "polymersome"
(dang polyme twong tw liposom) bén hon, ciing da dugc nghién ctru ding 1am chét
mang dé hoa tan va phan phdi dugc chit (Photos va céc dong tac gia, J. Controlled
Release, 90:323-334 (2003)). Ngoai ra, xem trong tai liéu: Gref va cac dong tac gia,
Int. Symp. Controlled Release Mater. 20:131 (1993); Kwon va céc dong tic gia,
Langmuir, 9:945 (1993); Kabanov va cac ddng tac gi, J. Controlled Release, 22:141
(1992); Allen va céc ddng tac gia, J. Controlled Release, 63:275 (2000); Inoue va cac
déng tac gia, J. Controlled Release, 51:221 (1998); Yu and Eisenberg,
Macromolecules, 29:6359 (1996); Discher va cac dé)ng tac gia, Science, 284:113
(1999); patent M§ sé 6,322,805 cdp cho Kim va céc ddng tac gia; patent My sb
6,616,941 cép cho Seo va cic ddng tac gia va patent chau Au s& EP 0583955 ciia Seo
va cac ddng tac gia. Ciing da ¢ bao céo v& viéc st dung 'poly(etylenimin) (PEI) theo
cich niy, chi yéu tip trung vao viée phan phdi oligonucleotit (patent M¥ rsé
6,569,528 cap cho Nam va céc dong tac gid; cong b6 don yéu ciu cip patent M§ s6
20040248842 cia Wagner va cic dong tac gia). Theo huéng tuong ty, Luo va cac
dong tic gia, trong bai bio: Macromolecules 35:3456 (2002), di md ta dendrime
polyamidoamin lién hgp véi PEG (“PAMAM?) thich hop dé phan phéi polynucleotit.

Ngoai nhu ciu hoa tan, phén bd, va phan phéi duge chét con c6 nhu ciu tim ra
cac hé phan phéi duoc chét huéng dich ma chuyén dic hiéu dén md, khéi u, hodc co
quan dich. Piéu nay thudng dugc thuc hién bang viéc gin khang thé hodc cac phdi tir
khac vao thanh té bao & vi tri dich nho 4i lyc ddc hidu. Tuy nhién, trir cac dAu cubi
clia mach polyme, PEG chira nhém chirc, va phan 16n cic nhém & dau tin cung bi
hép thu theo cach khong thé tranh khéi boi méi lién két véi hop phin copolyme khéi
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khéc. Vi Iy do ny, viéc gin cac gbc hudng dich nhur cac khang thé hodc phén tir dinh
bam té bao v6i copolyme khdi PEG thudng chi giéi han & khdi khong chira PEG, ma
didu déang tiéc 1a day lai khong phai 12 phan copolyme thudng tiép xic v6i vanh cia
t hop tur lap rap nay.

Hién tuong téch pha din dén qua trinh tur tip hop ciia copolyme khdi thanh td
hop polyme lai dé c6 tinh thuén nghich, va da c¢6 nd lyc nhdm gia ting d6 n dinh
ctia to hop nay bang cach tao lién két ngang phan 15i ky nuéc (xem tai liéu: Patent
chau Au s6 EP 0552802). Viéc lién két cong hoa tri dugc chét véi hop phin ky nude
ctia copolyme khdi ciing da duoc dy dinh (patent M§ s6 6,623,729 cap cho Park and
Yoo; patent chau Au s§ EP 0397307).

Hién tuong tach pha din dén qua trinh tw 1ip rdp cua copolyme khdi thanh céc
t5 hop polyme lai d& c6 tinh thuan nghich, va da c6 nd luc tim c4ch gia ting do on
dinh ctia t5 hop nay bang céch tao lién két ngang phén 16i ky nuéc (xem: patent chau
Au s6 EP 0552802). Viéc gén cong hod tri thubc vé6i hop phén ky nuéc ciia copolyme
khéi ciing da duoc du dinh (patent My sb 6,623,729 cip cho Park va Yoo, patent
chéu Au sb EP 0397307).

Céc polyme dang nhénh cdy duge lién hop mot céch d& dang véi gbc huéng
dich, va ciling c6 tiém ning dbi véi cac té bao diac hiéu dich in vivo (Singh et al.
(1994) Clin. Chem. 40:1845) va phong bé s bam dinh cta cac chét géy bénh 1a virut
va vi khudn véi chit nén sinh hoc. Polyme mach nhanh dang rang lugc va polyme
ghép dang nhanh cdy dugc lién hop véi nhiéu axit sialic da dugc danh gia 1a c6 kha
ning trc ché qua trinh ngung két hdng clu virut va ngin ngira sy nhiém khuén cta
céc t& bao dong vat ¢6 vu in vitro (Reuter et al. (1999) Bioconjugate Chem. 10:271).
Céc chét trc ché virut hidu qua nhit 12 c4c phan ti 16n mach nhénh dang ring lugc va
céc phan tt 16n ghép dang nhanh c4y c6 hoat tinh trc ché virut gip 50.000 lan.

Géan day, cong ty dugc phim Starpharma da thong bao vé sy phat trién thanh
cong loai dugc chét diét sinh vét trén co s& polyme dang nhéanh cay (VivaGel™)
hgén ngira duoc sy nhiém HIV b%mg cach gin két v6i thy thé trén bé mat virut
(Halford (2005) Chem. & Eng. News 83 (24):30). Chen at al. (2000)
(Biomacromolecules. 1:473) d4 cho ring polyme dang nhénh cay poly(propylenimin)
da dugc tao nhém chirc amoni bac bbn 13 dugc chit diét sinh v4t rt hiéu nghiém.

Tuy nhién, van cé nhu ciu tim ra hé phan phéi dugc chét c6 dic tinh dn dinh,

tuong hop sinh hoc, d& gin cac gbc hudng dich vao phin bén ngoai cua td hop, va
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phan phbi mot cach c6 hiéu qua thubc dén dich t& bao mong mudn. Ngoai ra, ciing c6
nhu ciu vé chét khang virut huéng dich c6 tinh én dinh va d6 tuong hop sinh hoc
tuong tu.

Ban chit k§ thuit cia sang ché

Nhim dép tmg nhu cdu néu trén, muc dich cua sang ché 1a dé xut phan tir
polyme dang rang lugc twong hop sinh hoc chira mach chinh wa nuéc mang cac gbc
c¢6 diém phén mach nhéanh va cic mach nhanh ky nuéc dugc gin voi cac gbe c6 diém
phan mach nhanh ndy. Sang ché con d& xuét huyén phii chira t6 hop polyme dugc tao
ra tir polyme ndy trong nuéc, va dé xult phuong phdp hoa tan cac hop chét hiru co
khong hoa tan hodc it tan, chéng hah nhu cac dugce chét, thudc nhudm, vitamin, va
céc chat tuong tw, bang cach két hop cac hop chét nay vao phin 16i ky nuéc cia té
hop polyme d6. Phuong phap hoa tan céc chét hitu co khong hoa tan trong nudc vao
trong dung moi nuée chi yéu bao gdm budce cho chét hitu co khong hoa tan trong
nuée d6 tiép xtic véi polyme theo sang ché trong dung mdi nude hodc hdn hop dung
mdi nude. ‘

Polyme dang ring lugc nay vé co ban c¢é cau truc sau:

&)
=),

Cau tric nay c6 mach chinh chira cac goc c¢6 diém phan mach nhénh B nim

n

1

xen k& véi céc khdi polyme hoa tan trong nude, wa nuée A. Cac mach bén ky nuéc C
va céc phdi tir Z duge gin vao céc gbc ¢6 diém phan mach nhanh. Tét hon 13, cac
mach bén C 1a cac hydrocacbon mach thing hoic mach nhénh, tiy ¥ dugc thé bang
mot hoic nhiéu phin tir thé wa nude, hodc cac hydrocacbon vong hodc da vong c6 6-
30 nguyeén tir C tily y dugce thé bing mdt hodc nhidu phan tir thé wa nudc. Cac mach
bén C ciing c6 thé 14 cac axit amin, peptit, hoic polyme ky nuéc. Phan tir thé wa nuge

thich hop d6i v6i cac mach bén C 14 nhém hydroxyl, carboxy, va amino, ciling nhu



19984

c4ac nhom amit, sulfonamit, sulfoxit va sulfon. Phin tir thé ua nuéc dugc wu tién 1a
cac nhém khong proton phin cyc nhu bic ba amit, sulfoxit, va sulfon.

Céc phdi tir Z 1a cac phdi tir c6 4i Iuc gén két dic hicu v6i bé mit cia virut.
Thuat ngit “4i luc gin két dic hidu” duge ding dé chi phéi tir c6 kha ning gin két
v6i bé mit cua virut in vivo véi su ¢6 mit ciia nhidu bé mat va phén tir I16n dugc tim
théy trong co thé dong vat c6 vii. Nhém s 1a lién két hodc nhém dém, va khi s 13
nhém dém, mdi s c¢6 thé mang tir 1 dn 4 nhém Z. n ¢6 tri s§ nim trong khoang tir 3
dén 100; p c6 tri sb trung binh nam trong khoang tir 1 d&n 2, var ¢6 tri sb trung binh
nam trong khoang tir 1 dén 4.

Gdc c6 diém phan mach nhanh B 12 géc da hoa tri ¢6 cac lién két v6i hai khéi
polyme A, lién két véi 1-2 mach bén C (trung binh), v mdt hodc nhiéu lién két véi
cdc nhém d&m “s” vi/hogic phdi tir Z. Theo cac phuong 4n cu thé, cac lién két véi B
va s va/hodic Z duge thiét 1p qua nhidu nhém chic dé phan g, chung c6 kha ning
dung 1am cac diém gin két. Theo phuong an dugc dic biét uu tién, gbc hudng dich
nhu phéi tir hodc khang thé dugc lién két cong hod tri v6i gbe c6 diém phén mach
nhénh cta polyme theo sang ché, va dugc chét duge két hop vao 16i ciia cac td hop,
& tao ra phirc hop duoc chét huéng dich. _ |

Sang ché ciing d& xuét phan tir polyme dang ring lugc twong hop sinh hoc
nhu dugc mo ta trén dy, thdm chi 1a khi khong c6 mit ctia chit didu tri phan tir nho
vbn ¢6 dic tinh khéng virut. Hoat tinh khéng virut ndy dugc cho 1a do kha ning
gidng chit ty rtra coa polyme ludng tinh lam pha v& 16p vO ngoai ctia cac hat virut.
Theo cac phuong an dugc vu tién, hoat tinh khang virut dugc ting cudng bang céch
gin gbc hudng dich ¢6 4i luc gan két véi b& mat cia virion can huéng dich.

Sang ché con dé xuit phuong phép diéu ché polyme dang ring luoc, cac td
hop, va cic t6 hop polyme va phirc hop dugc chit hudng dich duge md ta trong ban
md ta ndy. Polyme theo séng ché tr tip hop thanh cac td hop polyme c6 tac dung hoa
tan, phan bd, va phan phdi mot cach c6 hicu qua dugc chét in vivo; c6 hoat tinh
khéng virut; khong ddc, twong hop sinh hoc, va 6n dinh; va c6 kha ning mang gdc

huéng dich 1a nhiéu té bao va virut trén cac bé mit bén ngoai clia chiing.
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M0 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 1a thé hién tic dung cua viéc st dung ché phdm theo sang ché dén thoi
gian séng trung binh ciia chudt nhét bj nhiém virut cim. '

Fig.2 thé hién mirc ting thoi gian sdng cta chudt nhit bj nhiém virut cam khi
dugc diéu tri bang ché phdm theo sang ché.

Fig.3 thé hién mirc gidam trong lwong trong khodng thoi gian 7 ngay cia chudt

bi nhiém virut ciim khi duge diéu trj bang ché phdm theo sang ché.

M0 ta chi tiét sang ché

Polyme theo sang ché, dugc goi trong ban mod ta nay 1a “m-polyme”, c¢6 kiéu
cdu triic dang rang lugc, v&i mach chinh duge tao ra tir céc gbc chtra diém phan
mach nhénh B xen k& véi khéi polyme hoa tan trong nuéc, va nude A; va c6 nhiéu
mach bén ky nuéc C duge gén v6i mbi gbe c6 diém phan mach nhanh, nhu duge thé
hién trong Cong thitc 1. Mach bén C 13 cac nhém ky nuée, trong di ngin ma co thé
1a c4c phan tir, mach hogc oligome béo. Ly tudng, néu tri sé ctia p 1a sb nguyén bang
2, 3, hoic 4. Trén thuc té, thong qua cac phan tng hoa hoc, phé bién 14 tao ra mach
bén véi hiéu qua khong dugce that hoan hao, diéu nay din dén trj sé trung binh cia p
trong qua trinh diéu ché polyme xét vé téng thé khong phai 14 sb nguyén nhu du tinh.
Ngodi ra, ciing ¢6 thé thu dugc cac tri sb trung binh khong phéi 1a s6 nguyén theo
thiét ké, nhu duge ban luin sau ddy. Do do, tri sb trung binh cta p trong polyme theo
sang ché 13 16n hon mot va c6 thé ¢6 thé 1én d&n bdn (1 < p < 4). Theo cac phuong 4n

dugc uu tién, tri s p ndm trong khoang tir 2 dén 4, va tdt nhat 1a 1,5 < p<2.

Khdi polyme ctia mach chinh A dugc chon tir cac mach polyme wa nudc
va/hogic hoa tan trong nuée, bao gdm nhung khéng chi giéi han & poly(etylen glycol),
poly(propylen glycol), poly(etylen imin), poly(rugu vinylic), poly(vinylpyrolidon),
polysacarit, va cac chit twong tw. Tt hon néu, cac don vi polyme A 1la cidc mach
poly(etylen glycol) c6 cong thitc (CH,CH,0),— trong d6 m nam trong khoéng tir 1
dén 10000, tét hon néu ndm trong khoang tir 3 dén 3000.

Trong qué trinh san xuit poly(etylen glycol) v&i cac loai khac nhau, trong
cong nghiép dd biét cac phuong phép lién hop gbc lién két hod tri hai (vi du,
bisphenol A diglyxidyl ete) v6i hai mach poly(etylen glycol), diéu nay gitip cho co
thé gdp d6i mot cach hitu hiéu trong luong phan tir ctia polyme dong thoi van duy tri
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khoang trong lugng phan tir twong ddi thdp. Do vy, cic phan tir “poly(etylen
glycol)” thu dugc nay bi ngit & giita mach polyme béi cic gbe lién két phi glycol
(xem, vi du, san phim cdng ete poly(etylen glycol)-bisphenol A diglyxidyl, dang ky
CAS (Chemical Abstracts Services) s& 37225-26-6). Ngoai ra, cling d3 biét cac
oligome cao, tirc 1a céc oligome c6 ba mach PEG dugc phan cach dudi nhau bai hai
gbc ete bisphenol A diglyxidyl, xem, vi dy, cong bd don qubc t& s6 WO 00/24008.
Do d6, cac thuat ngit “poly(etylen glycol)” va “poly(propylen glycol)” bao gbém |
poly(etylen glycol) va cic mach polyme poly(propylen glycol) két hop cac don vi lién
két phi glycol, bao gbm nhung khéng chi gi¢i han & ete bisphenol A diglyxidyl, ete
bisphenol B diglyxidyl, ete bisphenol S diglyxidyl, ete hydroquinon diglyxidyl, va
cac ete twong tw. Pdi véi muyc dich ciia ban md ta nay, khong tinh cac gbc lién két bat
ky nhu vay la “don vi monome”.

Tét nhét 1a khdi polyme A nay c6 chidu dai trung binh ndm trong khodng tir
hai muoi dén nim muoi don vi monome. Céc mach polyetylen glycol c6 thé dugc thé
& d4u cubi bang cac nhém chire thich hop dé dung 1am lién két vé6i cac gbe khac, bao
gbm, nhung khong chi giéi han & cdc nhém amino, mercapto, acrylat, acrylamit,
maleat, maleimit, va cac géc tuong tu, & mdt hodc ca hai dau cudi. Tri sb ciia n ndm
trong khoang tir 1 dén 1000 va t6t hon 13 nim trong khoang tir 3 dén 100. Trong
lugng phan tr trung binh ctia m-polyme c6 thé thay dbi trong khoang tir 1000 dén
100000 dalton hodc 16n hon; tét hon 1a 16n hon 2000 dalton, va t&t hon nira 1a 16n
hon 7000 dalton.

Cac nhém ky nude C c6 thé 13 gidng nhau hodc khac nhau, va c6 thé vi du la
cac hydroCacboﬁ mach thing (tuy ¥ dugc thé bing mot hoic nhiéu phén tir thé wa
nuéc), cac hydrocacbon da vong (tuy ¥ dugc thé bing mot hodc nhiéu phén tir thé va
nuéc), axit amin, peptit va polyme ky nuéc. Céc phan tir thé wa nuée thich hop bao
gbm, nhung khéng chi giéi han & cdc nhém chire hydroxyl, ete, Xxyano, va amit. Pugc
dic biét uu tién 14 céc gbc Cg dén Cy alkyl mang céc phin tir thé w-hydroxy, o-
xyano, o-amido, hodc w-alkoxy. Trong ban mé ta ndy, thuat ngir “phin tir thé” bao
gbm cé viée thé mot nguyén tir khac loai, nhu nguyén tr O, N, hodc S cho nguyén tir
cacbon trén mach hydrocacbon hodc hé nhan cia géc C. Do d6, cac lién két ete va
amit, va cac nhén di vong, c6 thé duoc dua vao géc C.

Tét hon, néu cac nhém ky nude C 1a cac mach béo c6 tir 8 dén 20 nguyén tir

cacbon tong di ngin, nhung ciing c6 thé 1a oligome mach ngin. Oligome thich hop
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bao gdm céc oligo axit hydroxy ching han nhu poly(axit glycolic), poly(axit DL-
lactic), poly(axit L-lactic), va copolyme ctia poly(axit glycolic) va céc axit poly(axit
lactic)hydroxy, va poly(axit amin), poly(anhydrit), poly(orthoeste), va
poly(phosphoeste), polylacton ching han nhu poly(epsilon-caprolacton) poly(delta-
valerolacton) poly(gama-butyrolacton) va poly(beta-hydroxybutyrat). Cac gbc C ciing
c6 thé dugce chon tir cac phéan tir ky nuéc, chfmg han nhu cholesterol, axit cholic, axit
lithocholic, peptit ky nuéc, va cac chét tuong tu. Trong lrgng phén tir cia mdi gbe C
14 16n hon 40, t6t hon 14 ndm trong khoang tir 50 dén 1000, va tbt nhit néu nim trong
khoang tir 100 dén 500. Tri s6 logP (octanol-nuéc) cia phan tir C-H 13 16n hon
khoang 1,4, va t6t hon 1a 16n hon khoang 2,0, va t6t hon nita 13 16n hon khoang 2,5.
N6i chung, gbc C bit ky duogc cho 1a thich hop d& sir dung trong sang ché néu phéan
ttr C-H hiu nhu khong hoa tan trong nuée. Thuat ngit “hiu nhu khong hoa tan” duge
ding dé chi phan tir C-H & dang 16ng tao ra pha tach biét khi tron 13n véi nuée.

Mot dic diém dic trung ctia polyme dang rang lugc theo sang ché d6 12 mach
bén C khong phan bd déu va ddng nhét doc theo mach polyme, ma dung hon 13 xuét
hién thanh timg cum [C],. Céc cum nay cach nhau mdt cach déu din nhidu hoic it
hon doc theo mach polyme, tuy thudc vao mirc d6 ddng nhit phan tir ctia don vi
polyme A. Do d6, khoang cach giita hai mach bén C gén vé6i gbc tao mach nhanh
chung B 13 khéc véi khoang céch giita hai mach bén gin véi cac gbe tao mach nhanh
khéc.

Theo mot phuong 4n dic biét thich hop clia sang ché, cac gbc c6 diém phan
mach nhanh B con chira mot hodic nhiéu nhém chirc d& phan tmg X, nhu duoc thé
hién trong Cong thirc 2.

Xr

i

[

2

Trong Cong thirc 2, timg nhém d& phan tmg X c6 thé 13 gidng nhau hodc c6
thé 1a khac nhau, va tuy ¥ c6 thé dugc phong bé hoidc duoc bao vé khi cin thiét trong
qué trinh 1ip rap polyme 2. Tri sb trung binh cia r s& thay dbi trong khoang tir 0
(khong c6 nhém X) dén khoang 4. Thong thuong, cac nhém dé phan vmg nay s& duge
chon tir cac nhom chire da biét trong linh vye k¥ thuét nay hitu ich cho viéc tao thanh
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céc méi lién két cong hod tri gifta cac loai phan tr. Cic nhém nay X c6 tac dung lam
diém gin két cho cac phan tr thude, cac gbe huéng dich md hoic té bao, cic gbe
huéng dich virut, hosic cac gdc gin vé6i chat mang (ching han nhu cho muc dich bao
phit 1én bé mit ciia stent hodc dung cu y té khac). Theo mot sd phuong 4n, c6 thé c6
mot diém dinh X. Theo mot phuong 4n khac, c6 thé ba hoic bén dang nhém dé& phén
ng khac nhau. Géc gin véi chit mang c6 thé gin voi chit mang thong qua cac mdi
lién két cong hoa tri, cic tuong tac ddc hiu khong phai 1a cong hoa tri (vi du, cic
turong tac khang thé-khang nguyén, hoic khong ddc hiéu (vi du, thong qua viéc cip
d6i ion hogc twong tic “ky nudc”). Cac nhém dé phan tmg thich hop X bao gdm
nhung khong chi gi6i han & -OH, -NH,, -SH, -CHO, -NHNH,, -COOH, -CONHNH,,
haloaxyl, acetoaxetyl, -CN, -OCN, -SCN, -NCO, -NCS, va cic nhém tuong tu; mbi
lién két d6i d& phan tng ching han nhu vinylic, acrylic, alylic, maleic, xinamic, va
céc mdi lién két tuong ty, va cac nhém c6 méi lién két ba da phan tmg ching han
nhu axetylencarboxy va axetylencarboxamido (thich hgp cho cic phan mg cong
Michael, phan tmg Diels-Alder, va c4c phan tg cong gbc trr do).

Céc gbc huéng dich t& bao vi du bao gbm, nhung khong chi gii han &, cac
phéi tr ddc hidu véi thy thé, khang thé, va céc géc huéng dich khac, chéng han nhu
peptit ¢o trinh ty axit amin Arginin-Glyxin-axit Aspartic (RGD) ho#c motif Tyrosin -
Isoloxin-Serin-Arginin-Glyxin (YISRG); cac yéu tb sinh truéng bao gém yéu t6 phat
trién biéu bi, yéu td phat trién mach ndi mo va yéu t6 phat trién nguyén bao sgi; cic
. phdi tir bé miat virut ching han nhu axit sialic va cédc din xult axit N-
axetylneuraminic; cac phéi tir thu thé té bao chﬁng han nhu folat, methotrexat, axit
pteroic, estradiol, estratriol, testosternon, va cdc hormon khac; manoza-6-phosphat,
cac dudng, cac vitamin, tryptophan, va cac chit twong tur. TSt hon néu khang thé 1a
khang thé don dong huéng dén cac khang nguyén bé mit dic hiéu té bao; céc gbe
huéng dich thich hop bao gdm khong chi khang thé ddy di ma con bao g0m manh
khang thé chura trinh tu gin két khang nguyén hoat tinh, ching han nhu méanh Fab’2,
manh Fab’, hodc chét tuong tu peptit mach ngin cuta trinh ty gin két voi khang
nguyén hoat tinh ctia cac khang thé nhu vay.

Vi du vé cac gbc huéng dich virut bao gdm cac phéi tir phan tir nhé gan két
Va1 virut, chﬁng han nhu aminoalkyladamantan, Fuzeon™, PRO-542, BMS-488043,
axit sialic, axit 2-deoxy-2,3-didehydro-N-axetylneuraminic, 4-guanidino-Neu5Ac2en
(zanamivir), oseltamivir, RWJ-270201, va c4c phdi tir tuong tu; oligopeptit,

oligosacarit, va glycopeptit gan két v6i bé mat virut, va khang thé va manh khéng thé
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huéng dén cac khang nguyén bé mit dic hiu cta virut. Theo céc phuong an dugc uu
tién, sang ché d& xudt m-polyme mang cdc phdi tir cho neuraminidaza hodc
hemagglutinin (chit ngung két t hdng ciu) cua virut. DA biét 15 rang ban than céc
polyme nhu véy c6 hoat tinh khéng virut; xem ching han T. Masuda va cic ddng tic
gia, Chemical & Pharmaceutical Bulletin 51:1386-98 (2003); M. Itoh va cac ddng tac
gia, Virology 212:340-7 (1995), va Reece va cic dbng tic gia, patent M§ sb
6,680,054 (2004). Phan 15i ky nuéc ciia polyme va td hgp polyme khang virut theo
sang ché c6 thé tuy ¥ dugc nap mot hodc nhidu thude khang virut thong thuong, ma

t6t hon néu thudc nay dugc giai phong & vung ngay cén hat virut.

Céc nhém gén khéc 6 lién quan dén muc dich y hoc c6 thé 13 cac hoa chit
phéan tir nho, peptit, khang thé hodc manh khéng thé, enzym, hodc cac dugc chét, cac
chit nay c6 thé anh huéng dén cdc quy trinh sinh hoc ching han nhu hormon ho#c
céc chit chii van hodc chit dbi khang hormon, cac chit gdy anh huéng dén sy gin két
clia virut, cic chét gdy anh huéng dén chu trinh t& bao hodc céc qua trinh trong té bao
sau khi thdm nhdp vao ndi bao, va céc chét teong tu. Co thé nham dich dén cac té
bao ciia sinh vét don bao va da bao, bao gém vi khudn, ndm, dong vat bac cao hon,
va thuc vat. Biotin ¢6 thé gin véi m-polyme va dugc st dung lam diém gin két cho
cac protein, peptit dugc lién hgp véi avidin va streptavidin, va cic chit dich hodc
dugc chét khac ching han nhu khang thé, hormon sinh trudng, cac thudc thir hién
hinh anh, va céc chét turong tyr

“Chét mang” ding dé chi cac chét 1iéu, bé mit, chit két dong hiru co hodc vo
co chéng han nhu thuy tinh, bé mit cua silic oxit hoic kim loai, chét mang ngoai bao,
chét két dong protein chéng han nhu ving hoai tir dang tinh bf)t thudc cac dang khéc
nhau, bé mit t€ bao, bé mt virut, va cic bé miit ddng nhat hogc khong ddng nhit ma

noi chung c6 thé hodc khong thé dugc dic ta ky, bao gdm céc prion.

Vi du vé céc gbc gin voi chit mang thuy tinh hodc silic dioxit bao gbm céc
halosilan, alkoxysilan, axylsilan khac nhau ciing nhu cac hod chét ¢6 cac nhém chirc
nhu viy ké ca polyme. Céc gbc gén khac c6 thé duoc tao ra tuy theo céc dac tinh hoa
1y cu thé ciia chit mang. Cac gbc gén thich hop, vi du nhu cdc nhém dwgc st dung
trong 16p bao stent, 1a da biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay.

Theo khia canh thtr ba ctiia sang ché, cac goc c6 di€ém phan mach nhanh B
dugc noi véi cac goc khic co diem géan két mach nhanh & dau do trong mach polyme

& tao ra chu tric hydrogel duoc tao lién két ngang. C6 thé tao ra lign két ngang nhu
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véy bang cach cho polyme phan tmg véi cic gbc da chirc ma chira cac nhém chirc
dong nhét hodc cac nhém chirc khac nhau, it nhit mot gbc trong d6 phan tmg véi X
hoic nhém dé& phan tng trén C nim & gbc c6 diém phan mach nhanh ther nhét, va it
nhit mot trong s6 gbc nay phan g v6i X hodc v6i nhém chirc d& phan g c6 mit
trén C & nhém tao diém phan mach nhanh thir hai. Ciing c6 thé tao ra lién két ngang
thong qua lién két v6i cac nhom chire du tan ciia mach polyme A. Polyme dugc tao
lién két ngang nhu vay tuy y c6 thé chira cac nhém chirc d& phén tng thich hgp cho
viéc gin cac phan tir thubc hodc cac gbe hudng dich.

Thong thuong, gbe c6 diém phin mach nhanh B thu duge tir phan tir da chuic
c¢6 nhidu nhém d& phéan tmg, hai trong sb cac nhém nady thich hop dé gin vé6i don vi
polyme wra nuéc A, va hai trong s6 cac nhém nay thich hop dé gin cac nhém ky nude
C. Gbc B ¢6 thé tuy ¥ ¢6 cac nhém d& phan tng X bd sung nhu da néu trén.

Céc nhom 12 diém phén mach nhénh dugc vu tién déc biét 1a cac li€n hgp cua
dithiothreitol (DTT), dithioerytritol (DTE), hodc 2,3-diaminobutan-1,4-dithiol v4i hai
phan tir axit maleic. Két hop ctia gbc ¢6 diém phan mach nhanh ndy véi gbc A 1a
polyetylen glycol tao ra mach chinh polyme c6 cong thirc 3 va 3a:

O Ho oH ©
T __SKS__ (OCH,CHy)r
Y Y
o) o)

n

3

Q@ HN  NH; @

*~—0 ﬂ OCH,CH
_S S__ ( 2 Z)m
Y \4

0 0 n

3a

trong 46 Y va Y’ ¢6 thé 14 gidng nhau hodc khac nhau, va tét hon néu dwoc chon tir
OH, NH,, ONH,, NHOH, va NHNH,. Theo m&t phuong an dugc wu tién, cic nhom
hydroxyl hodc amino ctia dithiol ndy 1a cidc nhém dé phan tmg X, c6 tac dung 1am céc
diém gin két cho cic gbc huéng dich hoic cac gbe thudce, trong khi d6 cac nhom
chirc Y va Y’ déng vai trd nhu 13 céc diém gén két cho cac gbc C. Theo cach khac,
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cac nhém Y va Y’ nay c6 thé dong vai trod nhu 1a cac di€m gan két, con cac nhéom

hydroxyl hodc amino dugc sir dung dé gin cac gbc C.

Céc cong thirc 3 va 3a dugc du dinh dé néu ra ring mbi nguyén tir luu huynh
c6 thé doc lap duoc gin v6i nhom carbonyl cua este PEG & vi tri alpha hodc beta.
Séng ché bao gdbm ché phdm ddng phan don cling nhur cdc hdn hop cia cac dong
phan vj tri & mot hodic ca hai lién két C-S. Ngoai ra, do c6 bdn nguyén tir cacbon bét
d6i trong Cong thirc 1, sang ché bao gOm tAt ci cac ddng phan khong dbi xtng, chit
ddng phéan phén khéng quang hoat (d6ng phan meso), va chit ddng phan khéng dbi

quang va cac hdn hop ciia chiing.

San phdm cong Diels-Alder cua axit axetylen dicarboxylic va furan ciing c6
thé déng vai trd nhur 1am gbc c6 diém phan mach nhénh thich hop. Vi du, da biét ring
polyeste c6 cong thic 4 thu dugce tir PEG va axit axetylendicarboxylic ¢6 thé tham
gia phan ung Diels-Alder véi furan (M. Delerba va cic ddng tac gia, Macromol.
Rapid Commun. 18(8):723-728 (1997)). Do @6, chit nay c6 thé dugc xir 1y bing
phéan Umg Diels-Alder véi furan dugce thé & hai vi tri 3,4 dé tao ra chét chéng han nhu
chét c6 cong thirc 5, va polyme c¢6 cong thic 5 ¢ thé duge cai bién bang phan tng
hydroxyl ho4 hozc epoxy hoa dé tao ra cac nhém d& phéan tng (vi dy, X va X’ trén So
do 1).
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Tuong tu, phan ung cia PEG véi dianhydrit cla axit etylendiamin tetraaxetic
s€ tao ra polyeste c6 cong thirc 6:
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Céc gdc c6 diém gin mach nhanh thich hop khac c6 thé thu dugce tir axit
tartric, axit etylendicarboxylic, axit trilotriaxetic, dianhydrit cta axit 3,4,3',4'-
diphenyl sulfon tetracarboxylic, dianhydrit cta axit 3,4,3',4'-diphenyl ete
tetracarboxylic, dianhydrit pyromelitic, cac alkandithiol ching han nhur 1,2-
etandithiol va 1,4-butandithiol, bis(2-mercaptoetyl)ete, 2-mercaptoetylsulfua,
dimercaptopropanol, dimercaptopurin, dimercaptothiadiazol, axit
dimercaptosucxinic, benzendimetanthiol, benzendithiol, cac benzendimetanthiol
dugc dihalogen ho4, 4,4°-thiobisbenzenthiol dugc dihalogen ho4, va cc chét tuong
tu.

Khi Y va Y’ 13 OH, cac nhém ky nuée C c6 thé duge lién két voi polyme
bang cach amit hod hodc este hod c4c nhém cia axit carboxylic. Tt hon, néu céac
nhém ky nuée C ndy chi yéu 1a cac nhém hydrocacbon va ¢6 kich ¢& trong ddi nhod
(Cg-Ca) , va c6 thé 12 mach théng hodc mach nhanh hoic chtra mot hodic nhidu nhén.
Vi du bao gdm nhung khong chi giéi han & cac nhom thu duge tir cac phan tir C-H,
n-octanol, n-decanol, n-dodexylamin, n-pentadexylamin, cholesterol, va axit
cholicdugc lién két cong hoa tri. Mic di, dé thuan tién polyme theo sang ché dugc
thé hién 13 c6 nhidu nhat hai mach bén ky nuéc khac nhau, nhung cin phai hiéu rang
céc hdn hop ciia hai hodc nhiéu hop chét ky nudc c6 thé duoc st dung dé tao ra
nhidu mach bén ky nuéc gin vao mdi polyme cu thé.

Nhu 12 mét vi du cu thé, polyme c6 cong thic 2, trong 36 X =OH var =2,
duge diéu ché bang cach cho polyetylen glycol phan tng v6i anhydrit maleic dé tao
ra polyeste 7, sau d6 phan tng véi dithiothreitol dé tao ra hop chit c6 cong thirc 8.
Sau d6, axit c6 cong thirc 7 ndy dugc amit hoa bing n-octadexylamin dé tao ra
polyme dang ring luoc mong mudn 9 (So dd 2).4Polyme dang rang lugc amit dugce
dan xut tir DTT duoc thé hién bing cong thirc 9 dugc dé cap trong ban mé ta nay 1a
“n-Polyme A”; polyme c6 cong thirc 9 cu thé So dd 2 s& dugc ky hiéu 1a “Cig-mt-
Polyme A”.
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So dd 2

Viéc thay thé 2,3-bis(t-butoxycarbonylamino)butan-1,4-dithiol (diéu ché dugc
bang phuong phép ciia DuPriest va cac ddng tac gia, trong patent My 56 4,755,528)
cho dithiothreitol, sau khi khir bao vé, din dén tao ra n-polyme dugce tao nhom chire

amino tuong tmg c¢6 cong thirc 9b (So db 3).
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Tuong tu, viéc st dung butandithiol cé cong thirc 10c tao ra polyme c6 cong
thirc cdu tric téng quét 9c, véi nhém dém L thay cho viéc gén sau d6 céc gbc huéng
dich (So dd 4). Cac nhém dém L nay c6 thé 1a nhoém dém bat ky da biét trong linh
vuc k¥ thuat nay sir dung dé gin cac phéi tir hodc cac nhan véi cac phan tir chét nén,
bao gébm nhung khong chi gi6i han & nhém dém alkylen C, dén C, va oligo(etylen
glycol) ¢6 tir 1 d&n 10 don vi -CH,CH,O-.

BocHN\L
HN/kO
0—(CH,CH,0)7, | v ohs
OH HO SH
O« _NH
o 0
- I
7 SNHBoc 10¢

-
I S
[

\

0
1 HN o
(OCH2CH2)m'—_
s
‘\fo
T CHyCH L I -0
N
( 2)” > NHp  (CHy)irCH,
9¢
So d6 4

Theo cac phuong 4n khac, c6 thé sir dung polyme PEG véi cac nhém amino
dAu tan @& diéu ché cac vi du c6 cac mdi lién két amit gitta cac don vi A va B, nhur
dugc thé hién trong céc ciu triic 10-14 sau day. Mdi trong s6 cac polyamit nay c6 thé
dugc tao din xuét théng qua phan img ctiia PEG diamin
H,N-(CH,CH,0),,CH,CH,-NH, v6i anhydrit mach vong thich hgp:
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O cac diéu kién phan tmg nhe nhang, c4c axit amido néu trén 13 cic san pham
du tinh. Khi gia nhiét, cé thé mong doi 12 tao ra imit, dn dén viéc tao thanh polyme
vé6i it nhém dé phan tmg hon nhung van thich hop dé gén cac gbc ky nuéc C. Theo
c4ch khac, mach bén ndm bén C c6 thé dugc cong vao dau cubi cia khéi polyme A,
va cac gbc c6 diém phan mach nhanh c6 thé dugc tao ra & thoi didm polyme hoé (So
dd 5).
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Ngoai cac diamin don gian nhu 1,3-diaminopropan, nhu dugc thé hién trong
So dd 5, c6 thé st dung cdc diamin c6 cac nhém chire d& phan tng X (tuy y duoc che
du) dé tao ra polyme c6 cong thirc 15 thich hop dé gén céc gbe huéng dich (So d6
6). Trong cong thitc sau day, p c6 thé thay ddi trong khoéng tir 0 dén 4, va mbi X doc
1ap 1a giéng nhau hodc khac v6i nhém X bat ky khic c6 thé c6 mat. Nhom d& phén
tng X khong nhét thiét 1 nhém bén, nhung c6 thé vi du 1a nhém NH trong mach céc
nguyén tr tao thanh diamin, nhu trong monome H,N-(CH,);-NH-(CH,);-NH,.
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Mot s6 m-polyme duoc didu ché nhu trén c6 cac nhém d& phén Umg X thich
hop dé tao din xuét tiép dé gin cac gbc hudng dich ching han nhu cic phan tir nhd,
peptit, nucleotit, dudng, khang thé, v.v., hoic dé tao ra lién két ngang gifta cdc mach
polyme thong qua cac chét tao lién két ngang ludng chirc hodc da chirc. Theo cac
phuong 4n ddc biét, viéc dan xuat hod mot phin cac nhém d& phan éng trén mach
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polyme dugc thyuc hién d tao ra n-polyme c6 nhiu nhém d& phén tng khac nhau,
cho phép gin nhiéu gbc hudng dich va cac gbc thude vao mot mach polyme. Do do6,
viéc cong hgp mot lugng thip hon hé sb ty lugng cia acryloyl clorua (hodc anhydrit
maleic) vao m-polyme cia Vi du 1 s& tao ra polyme c6 ca hai dang nhém acryloyl
(hodc maleyl) va cac nhém hydroxyl con lai. Phan tmg cong Michael tiép theo véi
axit mercapto-carboxylic véi mot lugng thip hon hé sé ty luong, vi du nhu HS-
(CH,)3-COOH, s€ tao ra polyme v6i cidc nhom hydroxyl, acryloyl, va carboxyl. Phan
Umg cdng hop véi xystein dua thém cac nhém amino va carboxyl, ngoai cdc nhém dé
phan tmg con lai bat ky sau do bang cach ding chit phan tng véi mét lugng thap
hon hé sb ty lugng.

Mot phuong phap khac tao ra n-polyme da chirc bao gdm viée loai bd c6 tihh
toan mot phén clia cac mach ky nude C. Vi du, n-polyme & Vi du 1 ¢6 thé duge didu
ché vé6i cac nhom axit carboxylic khong phan tng bang phuong cich don gian 1a loai
b6 luong alkylamin tao mach bén trong budc amit hod. Con mdt phuong phap khéc
1a amit hoa bang hén hop cac amin, ma mot phin ctia n6 chira nhém d& phan tng X.
Ngodi ra, & diéu kién thich hop (du anhydrit maleic trong budc A va du DTT trong
buéc B), c6 thé tao ra ché phdm polyme c6 viing nhém thiol tw do mong muén.

Bing céch thiét ké, n-polyme cta Vi du 1 chtra cdc nhém hydroxyl thu dugc
tir gbc DTT trong mach chinh, nhém nay déng vai trd nhu 1a cic nhém dé phan tng
X. Este ho4 cic nhém nay bang acryloyl clorua hodc metacryloyl clorua trong méi
trudng nudc véi sy 6 mit cia dung dich dém cacbonat/bicacbonat din dén viéc thay
thé acryloyl trén cac nhém —OH. Polyme dugc acrylat hoa nay c6 thé dugc xtr Iy
tring hop gbc mét cach d& dang (c6 hodc khong c6 monome gdc bd sung nhu hop
chat acrylic hodic méi lién két ngang ching han nhu hop chét bisacrylic) dé thu dugc
hydrogel thich hgp dé phéan phdi dwoc chit c6 kidm sodt (c6 vai trd nhu vién thubce
16n polyme hogc vién cdy dudi da) va dung cho cac mg dung khu trti (chéng han nhu
cao dan lén da hodc thudc md). Ngoai ra, nhém acryl ciing c6 thé dugc xir ly bing
phan tmg cdng Michael, dic biét 13, véi thiol, ching han nhu thiol trong gbc xystein
& protein, enzym, peptit, khéang thé, manh Fab’2 hodc méanh Fab’, hoic gbc huéng
dich khéc (So db 7).
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Sau khi 1am khd, n-polyme c6 cic nhém hydroxyl dé phan tng ciing c6 thé
duogc este hoa b?mg anhydrit maleic dé gén nhém maleat nhém, chit nhan Michael,
ddng thoi tao ra nhém carboxylic tur do. Trong polyme thu duoc, d4 sin c6 méi lién
két @i maleic cho phan tng cong Michael, dic biét 13, véi thiol, ching han nhu lién
két d6i cta gbc xystein trong protein, enzym, peptit, khang thé, manh Fab’2 hoic
manh Fab’, hodc gbc hudng dich khac (So db 8), va sin c6 nhém carboxyl dé thuc
hién phén tng lién hop véi cic nhém amino ciia cac thude hodc phdi tir, hodc gbe

lysin trong c4c protein va peptit.

C6 thé gin tiép nhém khac véi nhém carboxylic méi duge tao ra (hodc s&n c6
tir truéc) thong qua phan tmg amit hoa. Do d6, c6 thé gin it nhit hai gbc huéng dich
khac nhau ngay ca & cac diéu kién phan trng bdo hoa (ttrc 1 cac gbc s& dugc gén co

mit véi mét lugng dur theo hé sb ty lugng).
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So do 8

Polyme mang c4c nhém carboxylat mach bén c6 thé dugc amit hoa bing amin
& diéu kién phan tng phan tng lién hop thong thuong, va chiing ciing c¢6 thé dugc
chuyén ho4 thanh cic nhém isoxyanat thong qua phuong phép tai b tri Curtius va
sau d6 duogc lién hop v6i amin hodc rugu dé 1an luot tao thanh ure va carbamat. Céc
phén mg nhur vay c6 thé duoc st dung dé dua cac nhém ky nuée C vao, hodc dé gin
céc gbc hudng dich.

C6 thé dua amin tr do vao polyme bing cach it nhit thuc hién phan Gng it
nhit mot phin mét trong s6 cac nhom d& phén tng véi diamin. Diamin nay phai dugc
Ira chon sao cho mot trong sé cic nhém amin hodc 13 dugc bao vé hoic khong c6
tinh phan g & cac diéu kién phan Gng. Phuong phép sau c6 thé thudong duge thuc
hién bang cach sir dung etylendiamin & do pH vao khoang 7,5, vi hé s6 pKa ciia hai
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nhém amino nay khac nhau mot cach déng ké. Tét hon néu, qué trinh amit hoa nay
dugc thyc hién nhu 1a m§t buéce riéng r& sau khi dua cic nhom bén ky nudc vao. Sau
d6, peptit hodc phan tir khéc c6 nhém carboxylic ¢ thé duge gin & amin trr do nay
bang cach amit hoa.

Do d6, ngay ca & didu kién bdo hoa, c6 thé c6 dén ba peptit khac nhau hoic
gbc huéng dich khac duoc gin véi m-polyme ndy: mot nhém dugc gin théng qua
thiol, mot nhém dugce gin thong qua amin hoic hydroxyl, va mdt nhém duogc gén
thong qua nhém axit carboxylic.

Ngodi ra, cdc nhém hydroxyl va thiol ciing ¢6 thé dugc chuyén hoa thanh
amin bic mdt bing phan mg v6i aziridin hodc haloalkyl amin (ching han nhu
bromoetylamin ho#c cloetylamin). Viéc amit hod bing xysteamin s& dua nhém
disulfua vao, nhém ndy c6 thé dugc cho phan tmg truc tiép v6i xystein cia peptit
hoic khang thé dé gin peptit hodic khang thé; hodc co thé truée hét duoc khir, vi du
bang aminoetanthiol hoic DTT, dé phén tmg tiép véi peptit hoic khang thé.

Bing céch thuc hién céc phan tmg mot phdn, ta ¢ thé dua cac nhém chuc d&
phan ng bd sung vao polyme theo sang ché, bao gdbm nhung khong chi giéi han &
(1) cac nhém d& phan tng véi thiol ching han nhu cac dAn xuét ciia axit acrylic hodc
axit maleic, (2) cdc nhém d& phan tmg véi axit carboxylic ching han nhur amino hoic
hydroxyl, (3) cdc nhém d& phan tng v6i amin ching han nhu carboxyl, va (4) céc
nhém d& phéan mg véi disulfua ching han nhu mercapto. S Iuong cic nhém chirc
dugc bd sung nhu vay cho mdi phan tir polyme c6 thé thay ddi trong khoang tir 1/r
1én dén mét s6 14n boi sb ciia r, tuy thude vao chit phan tmg duge st dung va lugng

dugc str dung.

Theo cach khac, c6 thé gin thém hai hoic nhidu phéi tir dic hiéu vao dé cai
thién tinh dic hiéu gin két vé6i, ching han bé mit virut, hogic té bao. Ciing c6 thé st
dung hai hogc nhiéu phéi tir ddc hiéu dé tao ra twong téc gifta cdc dich té bao khac
nhau, vi du nhu, mot phdi tir ¢6 thé hudng dich téi hat virut, va phéi tir kia c6 thé tao
thuan loi cho viéc gén két véi thé thuc bao, nhy d6 dura hat virut dén gin hodc tiép
xtc véi thé thue bao va thiic ddy qua trinh thyc bao.

Céc qua trinh tao din xuét nhu vy cho phép gin ba hodc nhidu gbc hudng
dich va/hoidc tri liéu khac nhau v6i polyme thong qua gén két voi cac nhém chic
khac nhau (chidng han nhu amin, carboxylat, va thiol). Do d6, ta c6 thé gdn chét
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huéng dich dic hiéu md, chit hién hinh anh, va chit tri liéu vao mot mach polyme,
va sau d6 qua trinh tu ldp rap cia polyme sé& tao ra chét tri liéu dich ma c6 thé theo
ddi dugc sy phan b va hiéu qua hudng dich cua né.

Viéc gén cia phdi tir vao cac don vi co s& (mét xich) ctia polyme theo sang
ché tao ra trinh bay da hoa tri ctia phdi tr trén mach polyme ndy va trén bé mit cac
hat nano. Viéc trinh bay da ho4 tri thudng din dén sy gia ting dang ké 4i luc dbi véi
dich. Vi du, khang thé da hoa trj ¢6 thé hiru hiéu hon nhiéu trong viéc tiép can véi va
thanh thai dich so véi khang thé hoa tri hai thong thuong. Cac protein gin két véi
hydrat cacbon va hydrat cacbon, vé mit ban chit, da duoc biét dén 1a da hoa tri, va
khong c6 hiéu qua khi mang hoa tri mot. Tuong tu, cac gbc huéng dich peptit va
hydrat cacbon da hod tri s& hitu hiéu hon nhiéu monome don 1¢. Sy gia tdng trong
lugng phan tir do viéc gén véi polyme 1am giam t6c do thanh thai cta peptit va phéi
ttr khac ¢ than. Ngoai ra, mach chinh PEG mang lai cho peptit 1oi ich twrong tir lgi ich
clia qua trinh PEG ho4, bao gdm ¢4 viéc tranh duge su kiém so4t clia hé mién dich.

Ngoai ra, gbc huéng dich da hoé tri s& gin vai dich da hoa tri (nhu hat virut)
va 1am trung hod né mdt céch higu qua hon gdc huéng dich monome. Kha nang trinh
bay nhiéu peptit (khdc nhau) ¢ dang da hod tri s& lam ting tinh ddc hidu. Vi du,
polyme that sy dic hiéu véi HIV (gin két véi virut HIV) ¢6 thé duoc tao nén bing
cach gin véi mét peptit tuong ng véi ving gin két CD4, va mt peptit khac tuong
tmg v6i ving gin két CCR-5 hoic CXCR-4 cita virut ndy, va c6 thé mot peptit thit ba
tirong tmg véi thu thé khac (l4n Iugt CXCR-4 hodc CCR-5). M¢t polyme nhu vay c6
thé che phit hoan toan viing gan két ctia virut va 1am cho virut nay khong thé gin véi
t bao va do d6 khong thé gdy nhidm. Ngoai ra, cac dic tinh hoat dong bé mit cia
polyme c6 thé 1am mét én dinh chinh céu trac virut khi gén két v6i né. Thay cho cac
peptit, c6 thé sir dung phén tir nho gdy anh huéng dén theo ciing mdt kiéu gén két
(CD4, CCR-5, CXCR-4), hodc hén hop cac peptit va cac phan tir nhd, tdt hon néu c6
hoat tinh bd trg. Polyme thu dugc ndy s& 1am cho virut tu do bat ky tré nén bét hoat,
va do d6 c6 thé 1a chit ly tudng ding dé ngimg sy truyén nhiém, bing cach sir dung
chiing 1am hop phén ciia cic chit 1am tron bao cao su va céc chét tuong tu. Ngodi ra,
c6 thé tiém polyme nhu vay vao bénh nhan dé 1am giam sy lan truyén HIV.

Thong thudng, khi sit dung chét phan tng da chirc ching han nhu DTT, ¢6 thé
¢6 qua trinh lién két ngang mot phan gitra cic mach polyme thdng qua qua trinh este
hoa axit carboxylic véi DTT hodc c4c phan ting phu twong tu. Cac nhém hydroxyl
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phu & ving trung tdm ctia mach PEG, vi du cc nhém lién két véi gde ete bisphenol
A diglyxidyl ciing c6 thé dong gép vao lién két ngang néu ching c6 mit trong
nguyén liéu PEG nay. Céc céu tric hydrogel lién két ngang thu dugc ciling 1a cac chit
lidu hiru ich. Vi du, bing cach ting 1én mét cach thich hop quy md ciia lién két ngang
nay hodc bang cach tao lién két ngang nho sir dung mdi lién két ngang thay thé
(ching han nhu bisoxirane), c6 thé tao ra cac chét lidu 13 hydrogel mém déo c6 thé
déng vai trd nhu 13 noi Iuwu trir thude. Bang cach cai bién mot cach thich hop céc chét
liéu ndy (vi du 1am giam chiéu dai mach PEG, mé& rong hon cdc nhom carboxylic, va
dua thém vao cic nhém acrylic thich hop) c6 thé tao ra chit liéu hydrogel mach
thing hoic lién két ngang ma c6 thé dong vai trd nhu 14 noi chira thude ma c6 thé
duogc mang trén dung cu ¢ dinh nhu stent hoic duoc ha‘ip thu vao dung cu nhu miéng
dan cta cao dan dinh hodc cao dén cai dudi da. Nhin chung, cac chét lidu lién két

‘ngang nhu vy s& 1a thich hop dé giai phong c¢6 kiém soat hon 1a giai phéng hudng
dich ting cuong.

Polyme dang ring lugc theo sang ché 13 hitu ich dé hoa tan trong hé dung méi
nuéc, cic chét lidu it hoa tan trong nude. Phuong phap hoa tan mot chét trong dung
mdi nudc bao gdm viéc cho chét rat it tan tiép xtc v6i polyme dang ring luge theo
sang ché v6i su c6 mit ciia nude, dé tao ra phirc hop hoa tan trong nudc clia chit nay
va polyme. Theo cach khic, polyme va cht cdn dugc hoa tan c6 thé dugc két hop
vo thanh hé nhil trong hai pha nu6ce-chét hiru co, va dung méi hiru co duge loai bo
bang céch 1am bay hoi. M6t quy trinh dua ra 1am vi du duge mé ta trong patent My
sb 6,838,089, tai liéu nay dugc dua vao ban mo ta nay b%mg céach vién dan. Cho réng
trong phan 16n trudng hop, polyme nay tu 1ap rép thanh c4c hat nano c6 chét rt it tan
duge hoa tan trong cac mach ky nuéc C két hop lai thanh m6t khéi & 161 cia céc hat
nay, trong khi d6 khdi A tao thanh vanh wa nudc 1am giagm mot cach thich hop nédng
lugng bé mit tu do giit cho huyén phu nudc cua céc hat nay dugc bn dinh.

Trong mdt sd truong hop, chét rit it tan c6 thé khong hoa tan hoan toan &
phén 161, nhung c6 thé ton tai dudi dang cac hat nano rin dugc bao quanh bai va
dugc tao huyén phu trong cdc mach C & 18i cla céc hat nay. Cho muc dich cia sang
ché, vi viéc thuc hién sang ché khong phu thudc vao mirc d6 tron cu thé bét ky cda
mach C vai chét rét it tan, nén c6 su khac nhau vé mtrc d9. Trong mot sb truong hop,
chét ndy c6 thé hoa tan & mirc d6 phan tir trong cac mach C, nhung trong céc truong
hop khéc n6 c6 thé thé hién mirc d tach pha nao d6 ra khéi méi trudng mach C.
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Trong mét sb trudng hop, c6 thé du doan 13 hé nay s& chuyén ddi tir trang thai nay
sang trang thai khac tuy theo su bién dbi caa nhiét do.

Ning lugng solvat hoa clia 16i ky nudc ctia cac hat polyme c6 thé dugc bién
d8i bing c4ch thay ddi cac nhom ky nuée C. Cac bién dbi thich hop bao gdm nhung
khéng chi gi6i han & viéc dua thém vao mdt hoic nhiéu phén tir thé wa nuée, ching
han nhu cédc nhém chic hydroxyl, ete, amit, va xyano, dé gia tdng tinh phén cyc
va/hodc trang thai phan cyc cia 16i ky nuéde.

Chét liéu rét it hoa tan ma c6 thé dugc gilr & trang thai hoa tan nho cac polyme
nay bao gém céc vitamin va chét dinh dudng hoa tan trong chat béo, bao gdm nhung
khong chi gi6i han & céc vitamin A, D, E va K, caroten, cholecalciferol, va coenzym
Q; thudc khong tan ching han nhu docetaxel, amphotericin B, nystatin, paclitaxel,
doxorubicin, épirubicin, rubitecan, teniposide, etoposide, daunomycin, methotrexate,
mitomycin C, cyclosporine, chét chuyén hod irinotecan (SN-38), statin, va steroit; cac
thubc nhudm, cic chit quang dong, va chat hién hinh &nh, va céc axit nucleic, axit
nucleic chat trong tu, va phirc hop axit nucleic. Chit tuong tu axit nucleic bao gdm
céc chit ching han nhu thiophosphat va céc axit nucleic peptit; phirc hop axit nucleic
1a phitc hop ion clia cac axit oligonucleic véi lugng vé co ban trung hoa dién tich cia

cac loai cation hodc polycation.

Cho muyc dich ctia bin md ta ndy, thubc ma 1a khong tan & do pH trung tinh
dugc xem nhu 13 “it hoa tan”, vi trong nhiéu trudng hop cin ding dén dugce phim &
didu kién trung tinh. Vi dy, ciprofloxacin c6 hoa tan trong nudc vira phai o pH thép
hon 4,5, nhung d6 pH nay c6 thé gay tiy rat dang ké khi thubc nay duge dua vao
mit. Polyme theo sang ché s& hoa tan ciprofloxacin & nudc mudi sinh Iy & do pH 7.
Ngoai ra, cho muc dich ciia ban mo6 ta nay, “it hoa tan” can duoc hiéu 1a dung dé chi
chit bat ky ma sy ting d6 hoa tan trong ta duoc 16ng nude sé& tao nén thanh phén
duogc cai thién hogc hitu ich hon. Do d6, mét thubc c6 dd hoa tan vira phai, vi du &
mirc 2g/lit, 13 “it hoa tan” néu lidu don vi dé cip trong tinh mach viéc cip 5 g.

Vi polyme theo sang ché c6 kha ning hoa tan cac loai duge chat, sang ché con
dé xuét duoc phdm chira mot hodc nhidu n-polyme theo sang ché két hop mot hodc
nhiéu dugc chét véi mot lwong didu tri hitu hiéu. Polyme theo sang ché c6 thé lam
cho thudc trd nén hiru hiéu ma theo cach khéc c6 thé 1a lugng duqc chét khong hitu
hiéu. Do d6, cho cac muc dich ctia ban md ta nay, “mot lugng didu tri hitu hiéu” 1a

lugng chit ma 1am cho toan bd dwoc phim n6i chung hitu hiéu.
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Tét ca patent, cdc cong bo don patent, va céc tai liéu cong bd duge d& cép

trong ban mo ta ndy dugc dua vao ban mo ta nay theo cich viéc dan toan bo.
Vi du thuc hién sang che

Thir nghiém
1. Quy trinh chung

Sang ché con @& xuét cac quy trinh diéu ché polyme dang ring lugc theo sang
ché. Viéc téng hop cac polyme nay dugc chuyén gia trong linh vire k¥ thuat tdng hop
hitu co thyc hién mot cach d€ dang theo cdc quy trinh dugc mo ta sau ddy. Nguyén
lidu chinh 14 polyetylen glycol, t6t hon néu chit nay dugc 1am khé trude khi st dung.
Qué trinh nay dugc thuc hién thuan lgi bing cach khudy PEG néng chay trong didu
kién chan khéng & nhiét d6 nang cao, cho dén khi bot khi lam ngung qua trinh tao
thanh. Qu4 trinh nay c6 thé mit 8-12 gid, tuy thudc vao chit luong cia PEG. Khi
dugc 1am kho, c6 thé bao quan PEG nay duéi khi argon trong thdi gian khong gidi
han. C6 thé stt dung PEG c6 sin trén thi trudng & cép do tinh khiét cong nghiép va
'nghién ctru dé diéu ché polyme theo sang ché, vi du nhu “PEG 1500 da phéan tan
trén thi truong c6 phan bd trong lwong phan tir trong khoang 1430 — 1570. Nguyén
liéu nhu véy c6 thé két hop bisphenol A diglyxidyl ete dwa thém vao nhém hydroxyl
thir hai & tim mach PEG nay. D& dam bao ring polyme theo sang ché co thé st dung
lai phan 16n va ¢6 cac dic tinh phu hop, t6t hon néu PEG nay khong c6 bisphenol A,
va ¢6 do phan tan thdp. T4t nhét 13 polyme PEG c6 don phan tin >95%, ching han
nhu polyme c6 sin trén thi trudng tir Nektar Therapeutics (tru6e ddy 13 Shearwater
Polymers), Huntsville AL, va Polypure AS, Oslo, Norway. Vi du vé PEG.dugc uu |
tién didc biét 1a “PEG-28” ctia Polypure, chiém >95% HO(CH,CH,0)xH, trong
lugng phén tir 1252.

T4t ca cac phan g dugc thuc hién trong diéu kién khi quyén tro ching han
nhur khi nito hodc argon, véi khudy tir hoic t5t hon néu 1a khudy co hoc.

Trong budc A, PEG khd dugc lam néng chdy, va anhydrit maleic (2 mol cho
mdt mol PEG) dugc cho thém vao dong thoi khudy tron. Luong anhydrit maleic cn
phéi phit hop véi s6 lugng nhém hydroxyl PEG cudi, gin nhét dén mirc cho phép.
Viéc thiéu anhydrit maleic s& tao ra cac mach polyme c6 dau cudi hydroxyl, trong khi
d6 mot lugng du anhydrit maleic s& lam tiéu tén c4c nhém thiol trong bude tiép theo,
din dén suu két thiic mach sém va tao cdc nhém carboxyl. Nhiét d cua phan tng
khong phai 1a mot yéu td quyét dinh, va qua trinh nay c6 thé dwoc thuc hién thuén loi
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& nhiét dd ndm trong khoang tir 45°C dén 100°C. Nhiét d6 duge wu tién cho phén Gng
nam trong khoang tir 65°C dén 90°C. Néu st dung nhiét d§ cao, anhydrit maleic c6
xu huéng thing hoa, va cin tién hanh cac budc dé kidm tra xem Ia anhydrit maleic
van con trong dung dich. Giam thiéu khoang cach va nhiing binh phan tng trong bé
diu 13 c4c phwong phép hitu hidu. |

Tuy thudc vao nhiét d§ Iya chon, phan tmg nay c¢6 thé duge hoan thanh trong
thoi gian 2 gior hodc it hon hodc c¢6 thé dugc thuc hién qua dém. Phan Gng ¢6 thé
duogc theo doi ba°1ng TLC trén céc dia silicagel, va duoc tiép tuc cho dén khi sau hét
anhydrit maleic. Tt ca cc phuong phap déi chiéu bang mét, UV, va nhuém mau iot
c6 thé duoc ap dung dé kiém tra cac dia TLC.

Trong budc B, este PEG bis-maleat thd tao ra trong budc A dugc cho két hop
v6i dithiothreitol (DTT) va N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin (TEMED) (c6 bd sung
nudce, néu can thiét dé tao do 1ong), va hén hop nay duogc khuéy ¢ nhiét @ 70°C.
Phén g ndy dién ra hoan toan trong thdi gian 30 phut, nhu dugc chi ra bsi su ting
nhanh d9 nhét. Trong lugng phan tir ciia san phdm s& bi giam di néu st dung mot
lugng DDT 16n hodc it hon hrgng t&i wu. Ngoai ra, cling c6 thé giam trong lugng
phan tir cta san phim nay, néu mudn, bang cach thay thé TEMED bing bazo amin
kém hiéu qua hon ching han nhu TEA. ‘

Trong budc C, cho thém mét lugng di nuéc vao hdn hop phan tng nay dé
lam gidm d¢ nhét, va 0,1 mol N-hydroxysucxinimit (NHS) va 1,05 mol
hexadexylamin cho m¢t mol nhém axit carboxylic trong polyme nay. (Lugng NHS
nay dudng nhu 1am giam thiéu mét cach t6i wu mirc d9 cia cac phén Gng phu.) Sau
do, cho mét lugng du N-(3-dimetylaminopropyl)-N’-etylcarbodiimit (EDC) (1,4mol
EDC cho mdt mol nhém axit carboxylic) vao timg phin, déng thoi bd sung nudc khi
cin thiét dé_duy tri viéc khudy tron. Duy tri do pH ctia hén hop phéan tng nay 16n hon
7, va t6t hon 1a ndm trong khoang tir 9 dén 11, dé ti wu hoé kha nﬁng phén tng Acﬁa
alkylamin. Véi dodexylamin, c6 thé thuc hién phén ung nay & nhiét d¢ vao khoang
40~45°C, trong khi d6 véi octadexylamin, nhiét do 1a vao khoéng 55°C-57°C. Sau
phén mg nay, thyc hién TLC cho dén khi nhin dugc luong 6n dinh alkylamin dé lai,
thong thudng sau khi dé qua dém.

Axit hoa hon hgp phén ng ndy dén d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén
khoang 4,5 va khudy & nhiét do trong phong trong thdi gian khoang 24 gid d& phan
huy EDC khong phén tmg, sau d6 dugc chuin d6 d¢én d6 pH 7,0 bing cach sir dung
IN NaOH. Ly tdm hdn hop phéan tmg cubi & tdc dd vao khoang 800 xg trong thoi
gian tir 1 d&én 3 gio, dé tach loai tap chit rin va céc san phim phu.
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Sau ly tam, dich ndi trén bé miat c6 thé duge sic ky trén cot
GPC(Toyopearl™, Sephadex™, Sephacryl™, Biogel™, va v.v.). Polyme © ndy la
hop chat ludng cuc, va s& 6 4i luc di v6i phin 16n viée nap 1én cot GPC, do d6 1am
cho qua trinh loai bé tap chit tr& nén phirc tap. Theo cach khac, polyme ndy c6 thé
dugc cho séc ky trén cot twong téc ky nuée 16 16n (vi du, TOYOPEARL™ Phenyl
650C, Toshoh Biosciences, Montgomeryville, PA, U.S.A.), v6i rira giai bing
gradient metanol trong nuéc. Tét hon néu, hén hop phan tmg ndy dugc thdm tach
bang mot sb 14n thay dbi nu6c duge axit hoa va trung tinh dé tach loai céc chit liéu
phan tir rgng thép va céc san phim phu cda phén tng.

Hon hop phan ting nay ciing c6 thé duge chibt bang butanon, isopropanol,
butanol hodc cic dung mdi hitu co ¢6 cuc khac dé tich loai céc tap chét hiru co,
nhung mot lugng dang ké polyme ludng ving bi ton thit trong dung mdi chiét tach.
T6t hon, néu hdn hop phan tng nay duge xir Iy siéu loc bang céch st dung cic mang
thich hgp dé tach phan doan san phdm nay thanh ting cip d6 trong lwong phan ti,
chéng han tir 5kDa dén 10kDa; 10kDa dén 30kDa, 30kDa dén 50kDa, v.v. tuy thudc
vao ngudng tach kich thuéc phan tr cia mang loc duge st dung. Dung dich nuée
ctia polyme c6 thé duoc xir Iy bude loc cubi dé tao ra dung dich vo trung hoéc khong
chira virut, tuy thudc vao viéc lya chon mang loc hodc moi trudng.

2. Téng hop n-polyme

Vi du 1: Polyme véi trong Ilugng phdn tr trung binh PEG-
di(alkylamidosucxinyl)dithioete (C16-mt-polyme A)

Sdy kho polyetylen glycol (PEG-1500, Sigma Chemical Co.) trong chan
khong & nhiét @ 80°C cho dén khi ding tao bot khi. (8-12 gid, tuy thudc vao chit
lugng cia PEG). PEG d4 lam khé nay c6 thé duoc bao quan & didu kién dugc hit 4m
dudi khi argon trong thoi gian khong gidi han.

Lam néng chay PEG d4 lam khé nay duéi khi argon trong b dau, va cho tur tir
anhydrit maleic (2 mol cho mot mol PEG, d4 dugc hiéu chinh trir tap chit) vao ddng
thoi khudy. Khudy hén hop nay dudi khi argon & nhiét do 90°C. Vi anhydrit maleic
¢6 xu huéng thing hoa, khoang tréng phia trén dugc gidm thidu va toan b binh phan
g dugc gilr & nhi¢t d6 phan tmg. Toan bd anhydrit maleic ngung tu trén thanh binh
dugc cao dua trd lai hdn hop phan tmg. Tién trinh cta phan ung nay dugc theo doi
bing TLC trén cac dia silicagel, bang cach sir dung etanol va hexan lam céc dung
moi riéng r€, cung véi viéc lam hién hinh anh bﬁng UV va bﬁng nhudm mau iot.

Phan ting nay dugc tiép tuc trong thoi gian mot gi® sau khi hét anhydrit maleic.
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PEG dimaleat thd ndy dugc pha lodng vé6i hai 14n thé tich nuée. Sau d6, cho
thém dung dich chira dithiothreitol (DTT, 1,01 duong lugng cho mt duong luong
PEG) va N,N,N’,N’-tetrametyl-etylendiamin (TEMED, 1,02 duong lugng) trong
nuée (2 thé tich nuée cho mét thé tich TEMED) vao hdn hop phan ng niy dong
thoi khudy trén. Khudy hdn hop phan ung nay & nhiét do 70°C dudi khi argon trong
thoi gian 2,5 gi, dé & nhiét d trong phong qua dém, va sau d6 khudy tiép & nhiét do
70°C trong thoi gian 2 gid. Phan tng nay dugc theo doi bang TLC va duge cho 1a
hoan toan khi DTT bién mét hoan toan.

Cho nuéc vao hdn hop phan ting néu trén dé 1am giam do nhét cho dén khi ¢
thé khudy dugc hdn hop nay (¢ ndng dd vao khoang 25% chét rin), khudy hdn hop
nay & nhi¢t 4o 65°C dudi khi argon, va cho N-hydroxysucxinimit (0,1 mol cho mét
mol nhém axit carboxylic trong polyme PEG-dimaleat-DTT nay) vao, sau do6 la
hexadexylamin (1,05 mol cho mgt mol nhém axit carboxylic trong polyme nay) va N-
(3-dimetylaminopropyl)-N’-etylcarbodiimit (EDC, 0,56 mol cho m6t mol nhém axit
carboxylic trong polyme nay). Khudy hén hop nay dudi khi argon trong thoi gian 1
gi&r va cho phan EDC thir hai (0,56 mol cho m6t mol nhém axit carboxylic trong
polyme nay) vao. Sau mot gid nita, cho tiép phin EDC thtr ba (0,28 mol cho mdt mol
nhém axit carboxylic trong polyme nay, trong téng sb 1,4 mol EDC cho mét mol axit
carboxylic) vao dé bu su tén thit ciia EDC trong qua trinh thiy phan. Nué6c bd sung
dugc cho vao khi cin thiét dé duy tri d6 16ng, khi chét rén dugc bd sung vao lam cho
huyén phi khé khudy, va do pH duoc duy tri trong khoang tir 8 dén 10 bang cach bd
sung 1IN NaOH khi cin. Khudy hén hop nay & nhiét d6 65°C dudi khi argon qua
dém, theo d5i biang TLC (silic dioxit vé6i etanol) cho dén khi dudng nhu alkylamin da
dat &&n ndng d6 én dinh, va sau d6 khudy thém 4 h. Sau d6, hdn hgp phén Gng nay
dugc axit hoa hdn hop bang IN HCI dén do pH vao khoang 4,5, khudy trong thoi
gian 24 h @& phan huy EDC khong phan tmg, va dugc didu chinh dén @6 pH 7,0 bing
cach b sung timg giot IN NaOH. Vé6i dodexylamin, phan Ung nay dugc thuc hién &
nhiét d6 vao khoang 40~45°C, trong khi d6 véi octadexylamin, t6t hon néu nhiét 4o
la 55 -57°C.

Hdn hop nay duge chuyén vao chai ly tAm va duogc quay trong thiét bi ly tam
dé ban véi tde do vao khoang 800xg trong thoi gian 2 gio dé tach riéng chét rén con
lai. Sau khi ly tdm, chiét hdn hop phan tmg nay bang isopropanol dé tach loai cac tap
chit hitu co. Phuong phép siéu loc 1a dwoc wu tién lam phuong phép thay cho
phuong phép tach chiét bing isopropanol.
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Theo phuong phap nay, cac hop chit amino sau dy duoc lién hop véi polyme
nay:
Vi du la: undexylamin
Vi du 1b: octadexylamin
Vi du lc: 4-nonylbenzylamin
Vi du 1d: 3-[(4-phenoxy)phenyl]propylamin
Vi du 2: Polyme trong lugng phén, tir cao PEG-di(alkylamidosucxinyl)dithioete -

Tuén theo quy trinh dugc néu & Vi du 1, chi khéc 1a dung 0,55 mol DTT va
0,55 mol TEMED cho mt mol anhydrit maleic. Viéc khqu manh 12 can thiét khi do
nhét ting nhanh. Nhén thdy 13 phin 16n phan g nay 1a hoan toan trong thoi gian 5-
10 phut, sau d6 tir tir dugc hoan thanh tiép theo trong thoi gian 4 gid khi nhiét 4o
dugc ting 1én tir 55°C dén 80°C.

Vi du 3: Polyme PEG-di(alkylamidosucxinyl)dithioete

Tuén theo quy trinh dugc phac thdo & Vi du 1, chi khac 1a sit dung 1,5 mol
dodexylamin cho mdt mol nhém axit carboxylic trong polyme nay. Cho
N-hydroxysucxinimit (NHS, 1,0 mol cho mdt mol nhém axit carboxylic) va 1,1°-
carbonyldiimidazol (CDI, 3,0 mol cho mdt mol nhém axit carboxylic) vao, va khudy
hén hop phan g niy & nhiét d6 80°C trong thoi gian 4 gid va hoan thién nhu néu

trén.
Theo phuong phap nay, cic hop chit amino sau ddy duoc lién hop véi polyme
nay:

Vi du 3a: undexylamin
Vi du 3b: tetradexylamin
Vi du 3c: octadexylamin
Vi du 3d: dehydroabietylamin
Vi du 3e: ete cholesterol 2-aminoetyl
Vi du 3f: 10-phenoxydexylamin
Vi du 3g: hydrazit axit sebacic
Vi du 3h: hydrazit axit oleic
Vi du 3i: hydrazit axit dehydroabietic
Vi du 3;j: hydrazit axit cholic
Vi du 3k: hydrazit axit palmitic
Vi du 4: Polyme PEG-co-(alkylamidosucxinat)
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Dung dich PEG (6,66mmol) va trietylamin (2,32ml, 16,65mmol) trong dietyl
ete kho (10ml) dugc lam lanh & nhiét d§ 0°C dudi khi argon va dugce xtt ly tirng giot
bang metansulfonyl clorua (1,03ml, 13,32mmol). Tiép tuc khudy trong thdi gian 1 h
& nhiét d6 0°C va sau d6 & nhiét do trong phong trong thoi gian 2 h. Lam bay hoi ete
ndy va cho thém axeton khdé (15ml) vao phan con lai dé két tua trietylamin
hydroclorua, chit nay dugc loc ra khoi dung dich nay. Dich loc dugc xir Iy bang lithi
bromua (2,31g, 26,64mmol) va dugc gia nhiét dén hoi luu trong thoi gian 20 h. Sau
d6, hon hop nay duge pha loing bing hexan va loc qua cot silic dioxit ngan (3 cm)
da dugc bao phi bang Celite™ (0,5cm), va rira giai bang hexan. Dich loc dugc lam

kho, loc va 1am bay hoi dé lai o,0-dibromo-PEG trong dau.

a,-dibromo-PEG dugc cho phan tmg vdi mét duong lugng 2,2-dibutyl-4,5-
bis(metoxycarbonyl)-1,3,2-dioxastannolan bang phwong phdp cia Godjoian va céac
ddng tac gia, Tetrahedron Letters, 37:433-6 (1996). Polyete dimetyltartrat-PEG thu
dugc duge xa phong hod bang KOH trong metanol, va sau d6 dugc amin hoé bing
dodexylamin hoic hexadexylamin nhu & vi du 1 va 3 néu trén, hoic bang c4c amin &
cdc Vi du 3a-3k.

Vi du 5: Pdng tring hop PEG véi EDTA dianhydrit

PEG khd dugc cho phan tmg véi dianhydrit cua axit etylendiamintetraxetic
bang phuong phép nhu dugc mod ta trong Vi du 1, va sau d6 dugc amit hoa bang
dodexylamin nhu & vi du 1 hodc hexadexylamin nhu & vi du 3, hodic bf‘mg amin & cac
Vi du 3a-3k.

Theo phuong phép tuong ty, cac dianhydrit sau ddy dugc dong tring hop véi
PEG va sau d6 dugc amit hoa:

Vi du 5Sa: Naphtalentetracarboxylicdianhydrit

Vi du 5b: Perylentetracarboxylicdianhydrit

Vi du 5c: Benzophenontetracarboxylicdianhydrit

Vi du 5d: 4,4’-(Hexafloisopropyliden)diphtalic anhydrit

Vi du Se: Dianhydrit cta axit butan tetracarboxylic

Vi du 5f: Bixyclo(2,2,2)oct-7-en-2,3,5,6-tetracarboxylic dianhydrit
Vi du 5g: Dianhydrit cia axit dietylentetramin pentaaxetic

Vi du Sh: Dianhydrit cia axit 3,4,3',4'-diphenylsulfon tetracarboxylic
Vi du 5i: 3,4,3',4'-diphenyl ete dianhydrit cia axit tetracarboxylic

Vi du 5j: Dianhydrit pyromelitic
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Vi du 6A: Copolyme PEG-diamin v6i mach bén thioete

PEG dimaleat, dugc didu ché nhu & vi du 1, dugc cho phan tng véi
dodecanthiol (hai duong lugng cho mot duong luong PEG dimaleat) bang céch sir
dung ciing mot quy trinh nhu dugc sir dung cho DTT & Vi du 1. Khéng can phai pha
lodng, vi khong xay ra qua trinh polyme hod, va phan tng nay dugc thyc hién trong
PEG-dimaleat néng chay. Cho chét xuc tic TEMED vio va sau d6 cho thém thiol.
Phan tmg nay dugc theo ddi vé& nguyén lidu phan tmg hét, bang cach st dung TLC.
C6 thé str dung nhiét do 1én dén diém ma tai d6 tn thét cua alkylthiol do qué trinh
bay hoi tr& thanh dang ké (1én dén vao khoang 100°C). C6 thé sir dung mot luong du
nho alkylthiol dé 1am bao hoa hoan toan cic nhém maleic. Alkylthiol du dwgc dudi di
vao cudi thoi diém phéan tmg bang cach suc nito hoic argon, va/hoic gia nhiét trong
chan khéng, cho dén khi khong phat hién dugc luong nio bing cach phat hién mui
hodc bang TLC.

Theo phuong phép ndy, céc thiol sau day c6 thé duoc lién hop véi PEG

dimaleat:

Vi du 6Aa: este cla axit di-t-butyl mercaptosucxinic
Vi du 6Ab: tetradecanthiol

Vi du 6Ac: hexadecanthiol

Vi du 6Ad: axit 2-mercaptoetansulfonic

Vi du 6Ae: axit 3-mercaptopropansulfonic

Vi du 6Af: este cla axit t-butyl 6-mercaptohexanoic
Vi du 6Ag: este cia axit t-butyl 4-mercaptobenzoic
Vi du 6Ah: este cia axit t-butyl mercaptoaxetic

Vi du 6Ai: 4-(t-butoxycarbonylamino)butanthiol

Vi du 6Aj: 3-(t-butoxycarbonylamino)benzyl mercaptan
Vi du 6Ak: 4-dexylbenzyl mercaptan

Céc thiol ¢6 c4c nhém chirc dé phan tmg 13 thich hop dé gén vé6i cac mach C,
vi/hodc cac nhém chire d& phan tmg ndy c6 thé déng vai trd nhu 14 cac diém gin (X)
cho cac gbe huéng dich.
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Vi du 6B: Copolyme PEG-diamin v&i mach bén thioete

X)p

. (CHchZO)/I‘\/’/\”/N—D_NY’J]\ )

n

San phém cong thiol thu dugc & Vi du 6A dugc amit hoa béng 1,4-
diaminobutan (mot duong lugng diamin cho hai nhém COOH), bing cach sir dung
ciing mot quy trinh duge sir dung cho dodexylamin & Vi du 1, khi cén thiét thuc hién
pha loging v6i nuée dé duy tri d6 16ng ctia hdn hop phan tng nay. BS sung cac phan
phan uéc EDC khi cin thiét dé dam bao qua trinh polyme hod hoan toan. Theo
phuong phap nay, san phim cong thiol ctia Vi du 6A va 6Aa dén 6Ak dugc chuyén
hoé thanh PEG-diaminobutan polyamit.

Theo phuong phép ndy, c¢6 thé chuyén hod cic diamin sau thanh PEG
polyamit
(BOC = ¢-butoxycarbonyl):

Vi du 6Ba: 2-(0-BOC)-1,3-diamino-2-propanol

Vi du 6Bb: N’,N”-di(BOC) hexaetylen tetraamin

Vi du 6Bc: N’,N”-di(BOC) spermin

Vi du 6Bd: N’-BOC spermidin

Vi du 6Be: N’,N”N”*’-tri(BOC) pentaetylen hexamln

Vi du 6Bf: agmatin

Vi du 6Bg: este lysin t-butyl

Vi du 6Bh: 1,6-diaminohexan

Vi du 6Bi: 1,4-phenylendiamin

Vi du 6Bj: 1,3-phenylendiamin

Vi du 6Bk: 1,4-diaminobutan-2,3-diol axetonit
Vi du 7: PEG-di(alkylsucxinat)dithioete

O vyo oy @
OCH,CH
0 “S“>_<f$-— ( 2CH2)r
HO OH
o) o)

Ete 2,3-bis-O-hexadexyl cia DTT (meso-2,3-bis(hexadexyloxy)butan-1,4-
dithiol) dugc diéu ché bing quy trinh bién dbi cia S. Sasaki va cic ddng tac gia,
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Chem. Pharm Bull. 33(10):4247-4266 (1985). Chét nay dugc cong hop véi PEG-
dlmaleat bang phuong phép cta Vi du 1.

Theo phuong phap ndy, céc ete dithiol sau ddy dugc lién hgp véi polyme PEG

nay:

Vi du 7a: meso-2,3-bis(n-butoxy)butan-1,4-dithiol

Vi du 7b: meso-2,3-bis(4-nonylphenylmetoxy)butan-1,4-dithiol

Vi du 7c: meso-2,3-bis(biphenyl-4-metoxy)butan-1,4-dithiol

Vi du 7d: 4,6-bis(dexyloxy)benzen-1,3-dimetanthiol

Vi du 7e: 4,5-bis(dexyloxy)benzen-1,2-dimetanthiol

Vi du 7f: 3,4-bis(dexyloxy)thiophen-2,5-dimetanthiol
Vi du 8A: PEG sucxinat dugc thé

Tuén theo phuong phap ctia Vi du 1, chi khac 1a 2-dodexen-1-yl sucxinic
anhydrit dugc st dung thay cho anhydrit maleic. Phan tir thé dodexenyl ndy tao ra
céc mach bén C trong polyme cubi nay.

Theo phuong phép ndy, cac anhydrit sucxinic dugc thé sau duge este hoa bing
PEG:

Vi du 8Aa: isobutenylsucxinic anhydrit
Vi du 8Ab: 2-octen-1-yl sucxinic anhydrit
Vi du 8Ac: octadecenyl sucxinic anhydrit
Vi du 8Ad: 3-oxabixyclo-hexan-2,4-dion
Vi du 8Ae: anhydrit xyclohexandicarboxylic
Vi du 8Af: anhydrit phtalic
Vi du 8Ag: anhydrit 4-dexyl phtalic
Vi du 8Ah: anhydrit hexahydrometylphtalic
Vi du 8Ai: anhydrit tetrahydrophtalic
Vi du 8Aj: anhydrit norbornenedicarboxylic
Vi du 8Ak: cantharidin '
Vi du 8Al: anhydrit bixyclooctendicarboxylic
Vi du 8 Am: anhydrit exo-3,6-epoxy-1,2,3,6-tetrahydrophtalic
Vi du 8An: anhydrit S-axetyl mercaptosucxinic
Vi du 8B: PEG-di(alkylamidosucxinyl)dithioete vGi cAc nhém alkyl mach bén

Bing phuong phép cia vi du 1, cac PEG sucxinat dugc thé thu dugc nhu mo
t4 & cac Vi du 8A va 8Aa dén 8An dugc cho phan ung v6i DTT.
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Theo phuong phép nay, cho céc dithiol sau ddy phan ting véi PEG sucxinat
dugc thé bat ky thu dugc nhu mé ta & cac Vi du 8A va 8Aa dén SAn:

Vi du 8Ba: etan-1,2-dithiol

Vi du 8Bb: propan-1,3-dithiol

Vi du 8Bc: butan-1,4-dithiol

Vi du 8Bd: pentan-1,5-dithiol

Vi du 8Be: hexan-1,6-dithiol

Vi du 8Bf: 1,4-benzendithiol

Vi du 8Bg: 1,3-benzendithiol

Vi du 8Bh: 1,4-benzendimetanthiol

Vi du 8Bi: 1,3-benzendimetanthiol

Vi du 8Bj: 1,2-benzendimetanthiol
Vi du 8C: Copolyme PEG-diamin v6i cdc nhém alkyl mach bén

Bing phuong phép ciia vi du 6B, PEG sucxinat dugc thé thu duge nhu mo ta
& Vi du 8A dugc dong tring hop véi 1,4-diaminobutan.

Theo phuong phdp ndy, céc diamin sau ddy dugc ddng tring hop véi PEG
sucxinat dugc thé bit ky ciia Vi du 8A va 8Aa dén 8An:

Vi dy 8Ca: 20-BOC 1,3-diamino-2-propanol

Vidu 8Cb: N°, N”-di(BOC) hexaetylen tetraamin

Vidu 8Cc: N’, N”-di(BOC) spermin

Vidu 8Cd: N’-BOC spermidin

Vidu 8Ce: N’, N”, N**’-tri(BOC) pentaetylen hexamin

Vi du 8Cf: agmatin

Vidu 8Cg: este lysin t-butyl

Vi du 8Ch: 1,6-diaminohexan

Vidu 8Ci: 1,4-phenylendiamin

Vi du 8Cj: 1,3-phenylendiamin _

Vi du 8Ck: 1,4-diaminobutan-2,3-diol axetonit
Vi du 9: Este hoa Trans PEG ba"mg cach st dung cac axit dugc thé

PEG ditosylat: Cho 2,1 mol tosyl clorua (du 5% mol) vao 1 mol PEG (dugc

hoa tan trong DMF hoic dugc néng chay nguyén dang) vao ddng thoi khudy duéi khi
argon. Cho 2,2 mol tetrametyl etylen diamin (TEMED) vao hdn hop phan trng nay.
Sau d6, hon hgp phan tmg nay dugce 0 & nhiét do 45°C trong thoi gian 2h. San phém
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nay dugc dung giai bing cach st dung TLC trong etylaxetat, toluen, hodc etanol 1am
dung mdi TLC. C6 thé chiét PEG ditosylat tir hdn hop phan tng nay bing toluen.
Ciing c6 thé str dung cic chét sulfonyl hoa ching han nhu mesyl clorua (xem Vi du
4), triflic anhydrit, hodc tresyl clorua (tham khao don yéu ciu cip patent .My |
10/397332, s6 cong bd 20040006051) thay cho tolunesulfonyl clorua.

Polyeste hoda PEG ditosylat: Cho 1 mol axit S,S’-didexyl-meso-2,3-
dimercaptosucxinic va 2 mol TEMED vao 1 mol PEG-ditosylat néng chay, dong thoi
khudy dudi khi argon. Cho thém DMF khi cén thiét dé duy tri 6 16ng. Hon hop phan
{mg niy dugc gia nhiét dén nhiét 6 80°C va khudy trong thoi gian 24 h hoic cho dén
khi phan tmg hoan toan, theo TLC.

Vi du 10: Polyme véi trong lugng phén tit trung binh (C16-n-polyme B)
PEG-di(suxinyl)-di-(O-dugc axyl hod)thioete

C15H310CQ  OCOC;5Hs

0] o)
_ s (OCH,CHo)n
H OH
n

Cho PEG-dimaleat (10,24g, 6,1mmol) dugc diéu ché nhu & vi du 1 vao binh
thét c6 kho 125 ml va gia nhiét dén nhiét do 70°C duéi khi argon dé 1am néng chay
PEG-dimaleat. Cho nu¢c (10ml) va dung dich chita DTT (0,961g, 6,168mmol) va
TEMED (0,723g, 6,166mmol) trong nudc (3ml) vao nguyén li€éu dugc néng chay
nay, dong thoi khudy. Khudy dung dich nay & nhiét do 70°C trong thoi gian khoang 4
gi0. Loai bd nuéc trong chan khong tao ra polyme ran véi hidu suit khoang 90%.

Polyme d& dugc lam khd nay (5g, 2,7mmol) dugc gia nhiét dén nhiét d6 70-
90°C duéi khi argon dé 1am néng chay né, va cho TEMED (0,635 g, 5,5mmol) vao.
Cho palmitoyl clorua (1,689g, 5,5mmol) vao ddng thoi khudy, va khudy hdn hop nay
duéi khi argon qua dém. (TY 1€ polyme so v6i axyl clorua c6 thé thay ddi dé thu duoc
murc d§ thé tir 0-100% hé s6 ty lugng.) Cho nude vao hén hop phan Gng nay dé tach
“Cl6-n-polyme B”.

Theo phuong phép nady, cac axit sau ‘déy dugc este hod bing cac nhom
hydroxyl cta copolyme di(suxinyl)PEG-DTT:

-39-



19984

Vi du 10a: Axit oleic

Vi du 10b: Cholesteryl sucxinat

Vi du 10c: Axit biphenyl-4-carboxylic

Vi du 10d: Axit 4-octylphenylaxetic

Vi du 10e: Axit hexadec-6-ynoic

Nhu 14 phuong phép thay thé cho viée st dung axit halogenua, cac nhém

hydroxyl dugc din xuét tir DTT ciia T-polyme cling c6 thé duoc hoat hoa bing 1,3-
bis (2,2-dimetyl-1,3-dioxolan-4-ylmetyl) carbodiimit (BDDC) va dugc lién hop truc
tiép voi cac axit carboxylic; xem tai liéu: Handbook of Reagents for Organic
Synthesis, Reagents for Glycoside, Nucleotide, and Peptide synthesis, Ed. David
Crich, Wiley, 2005 trang 107-108 va céc tai liéu tham khao trong do).

Vi dy 11: Este ctia C16-n-polyme A dugc thé bang nhém cacboxyl

Céc polyme dugc thé bang axit carboxylic dugce sir dung dé gin cac phéi tr co
cac nhom dé phan tmg amino, bang cach sir dung cac phuong phéap tao lién két peptit
chuén (vi du théng qua» cac chat phan tng carbodiimit) d& lién két cac nhém amino
v6i nhém chie axit cacboxylic ciia polyme. Cac chét nay thu duge mot cach d& dang
bang céach este hod cic nhém hydroxyl ciia m-polyme véi anhydrit mach vong. Vi du,
C16-n-polyme A dimaleat dugc diéu ché bing cach cho anhydrit maleic phén Ung
v6i cadc nhom hydroxyl cia C16-n-polyme A, nhu sau:

C16-n-polyme A (2 g) va anhydrit maleic (0,85 g) dugc nghién trong may
nghién khd va dua vao binh day tron dung tich 50 ml. Binh nay duoc gia nhiét &
nhiét 6 90°C, trong mdi trudng khi argon, trong thoi gian 2-3 gior ddng thoi khudy
tron. Sau d6, hdn hop phan tmg rin nay dugc nghién va duge tao huyén phu trong
nuée, va hdn hop nay duge chuyén dén tai thdm tach (ngudng tach kich thude phén
tr 3,5 kDa) (3,5 kDa ngudng). H6n hop nay dugc thim tach bing nuée dé loai bo
axit maleic du va cac san phdm phu c6 trong luong phan tir thip, va chit luu gitr lai
ndy dugc lay ra khéi tii va dugc lam khd & nhiét do 60°C dén trong luong khong dbi
dé thu dugc Cl16-m-polyme A dimaleat (1,79 g). Ty 1¢ Polyme A so véi anhydrit
maleic c6 thé dugc thay déi dé thu dugc mirc thay thé thay d6i khoang tir 0 dén 100%
s0 v&i este hoa hoan toan theo hé sb ty lugng.

Vi du 11a: Piglycolat C16-n -polyme A
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Cl6-n-polyme A (2 g) va anhydrit cua axit diglycolic (1,0 g) dugc cho phan
ng bang phuong phép nhu dugce néu trong Vi du 11 trén déy, dé tao ra C16-r-
polyme A diglycolat. Nhu v6i anhydrit maleic, ty 1€ giita Polyme A va anhydrit c6
thé dugc thay dbi dé thu duoc mirc thay thé thay dbi khoang tir 0 dén 100% so véi
este hoa hoan toan theo hé s6 ty lugng.

Vidu 11b: C16- A bis(aconitat)

Cl16- A (2 g) va anhydrit cua axit aconitic (1,35 g) dugc cho phan ting bang
phuong phép dugce néu trong Vi du 11 trén déy, dé tao ra C16- A bis(aconitat).

Theo cach tuong tu, cac anyhydrua sau dugc lién hqp v6i C16-m-polyme A.
Khi st dyng anhydrit c6 d6 tan thip, d6 pH c6 thé duoc didu chinh dé nim trong
khoang tir 4,5 dén 6,5 trudc khi thdm tach dé trg gitp cho viéc tinh ché. Viéc thim
tach 1an thtr hai bing dung dich HCI 0,1N tao ra dang axit ctia polyme, néu muén.

Vi du 11c: anhydrit sucxinic
Vi du 11d: anhydrit glutaric
~ Ecample 11e: anhydrit phtalic

Lién két do6i d& phan tng dugc dua vao thong qua viéc este hoa bing
anyhydrua maleic hodc cis-acotinic ciing c6 thé dugc str dung dé bd sung céc phéi tir
chira nhém thiol cho polyme nay, nhu dugc md ta trong Vi du 12 duéi day.

Vi du 12: San phadm cong xystein cla C16-m-polyme A dimaleat

Cho bdt C16-n-polyme A dimaleat (Vi du 11) (253 mg) vao nuéc (Sml) va
khudy manh hén hop nay. Cho xystein (24 mg) va TEMED (30,5 ul) vao hdn hop
-phéan Ung nay, va khudy hdn hop nay & nhiét do trong phong duéi khi argon. Tién
trinh phén tmg nay dugc theo ddi bing TLC (cac dia silicagel, n-butanol-axit axetic-
nudge, 3:1:1) ciing véi viée phét hién bang ninhydrin. Hon hop phén g nay cho thiy
diém ddng di chuyén dbt thAm duong tinh ninhydrin véi polyme nay. Xystein ciing
cho diém dwong tinh v&i ninhydrin, trong khi polyme nguyén liéu khong cho mau bt
ky véi ninhydrin.

Phuong phép duge mo ta trén day duogc sir dung dé dua cac nhom cacboxyl bd
sung dé ding 1am cac diém gin két, bang cach sir dung cdc nhém thiol ¢ nhidu phin
tir thé cacboxyl. Vi du, axit mercaptosucxinic dugc bd sung vao C16-m-polyme A
dieste sau:

Vi du 12a: C16-n-polyme A dimaleat
Vi du 12b: C16-w-polyme A dicrylat
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Vi du 12¢: C16-n-polyme A (bis)aconitat
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Vidu12¢
Theo cach tuong tu, axit 3;mercaptoglutaric dugc bd sung vao cac C16-n-

polyme A dieste sau:

Vidu 12d: C16-n-polyme A dimaleat

Vi du 12e: C16-m-polyme A diacrylat

Vi du 12f: C16-n-polyme A (bis)aconitat
3. Str dung © polyme dé hoa tan céc chét khong tan hogc tan yéu
Vi du 1: Hoa tan cac thuéc nhudm

Cho mot lugng du cac thudc nhuém Eosin Y, diclofluoresxein, va Sudan IV
vao 1,0 ml cac phan phin uéc cia dung dich nudc polyme 50mg/ml PEG1500-co-
suxinyl-DTT-bis-C16-amit (C16-Polyme A, Vi du 1), d3 dugc ly tim dé tach loai
chit liéu khong tan nhung khéng duge tinh ché theo cach khac trong cac dd chua
riéng r& (thuyén cén polypropylen sach FlexExcel™, c& WB2.5, san phdm cia
AllExcel, Inc., West Haven, CT), va c4c hop phin nay dugc khudy ciing nhau d& tao
ra bot nhdo. Sau d6, day ctia dd chira nay dugc gén véi day ctia binh hut bui siéu 4m
bang dd kim hoan nhé bang céch sir dung bang dinh hai mét chiu nude. Chi cho mot
lugng nuéc di vao vio binh dé ngdp thuyén can dén khoang 1/3 chiéu cao cia no.
Thyc hién viéc ban pha bang siéu 4m trong thoi gian 15 phut theo cac budc trong
thoi gian 5 phit. Cac chit 16ng nay duoc dua vao 6ng ly tam va dugc ly tAm hai 14n
trong thoi gian 30 phut trong thiét bi ly tdm d& ban dé bén ra thanh vién cac thudc
nhudm khong tan. Phéan dich nbi duogc dua vao cac 6ng sach va duogc ly tm tiép, dé

tach loai chét rén b giir lai. Huyén phil ctia ciing mot lwong cac thudc nhudm trong
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cling mdt lrong nuéc cit nhu lwgng dung dich polyme duogc xir Iy theo cung cach
nhu vdy ding 1am miu dbi chimg. Dung dich thu dugc nay dwgc thdm thanh diém
(25 ul) trén cac dia TLC d8 tao thanh vong tron tir cac giot. Cudng dd cua cac vét
thdm dugc so vai cac vét thAm tao ra tir cac chuén 13 cac dung dich nhudém mau tao
ra trong etanol hogc etanol/nuéc dé xac dinh ndng d6 thich hop; cac vét thdm nay
dugc thé hién & Fig 1. D6 hoa tan cia cac thubc nhudm trong nudc dugce xac dinh
bing cach hoa tan mét lwong thich hop thubc nhudm trong 1 1 hoic nhiéu hon nudc
khir ion (khong dugc dém) & nhiét d6 trong phong, va bb sung (tirc 12 chudn do véi)
tiép nudc khi can thiét dé thu dugc dung dich bdo hoa.

Néng dd ciia Sudan IV trong polyme 50mg/ml 14 vao khoéng 0,2mg/ml, so véi
ndng do 0,000mg/ml trong H,O (Sudan IV 1a khong tan & d§ pH trung tinh). Nong
do cua diclofluoresxein 14 vao khodng Smg/ml trong polyme 50mg/ml, so véi
0,010mg/ml trong H,0. Néng d9 cia Eosin Y trong polyme 50mg/ml 1a vao khoang
Smg/ml, so vé6i 0,007mg/ml trong H,0. Ty 18 lugng nap (Iugng thude cho mét lugng
don vi polyme, g/g) dugc tinh 1 vao khoang 1:250 d6i véi Sudan IV, 1:10 dbi véi

diclofluoresxein va 1:10 d6i v6i Eosin Y.

Ty 1& luong nap 1:10 dbi véi cac hop chit c6 cuc ma gidng cac duge chét vé
c4c tinh chét Iy-hod 13 16n hon ty 16 thudng thu dwoc vé6i cac liposom, xyclodextrin,
Cremophor™, hogc chét tay hodic cic hé hoa tan khac. Eosin Y 1a chét tao oxy vach -
don c6 thé c6 hoat tinh quang hoat ¢6 hiéu qua rat cao, va céc dung dich ¢d ddc nhu
vay cua Fosin Y dugc tao ra véi polyme cia Vidu 1 ¢6 thé dugc cho 14 ¢6 dugc tinh
nhur 13 cac chét gy doc té bao c6 hoat tinh quang hoat.

Su thay ddi vé phé huynh quang cta diclofluoresxein trong dung dich polyme
nay (mau vang hoi d6/mau da cam) hon so véi dang trong nudc (mau vang hoi luc) 1a
c6 thé d& nhén thiy bing mit thuong va didu nay cho thdy 1a thudc nhudm nay khong
phai 1a trong méi trudng nude, ma duge tao bao nang trong mdi trudng hiru co cia
16i hat polyme tu lp rép. That vy, su thay dbi v& phd huynh quang di dugc dung
lam phuong phap xac dinh su thay dbi tinh phan cuc clia vi mdi trudmg (vi du “céc
mAu do lipit”). Mau ctia dung dich Sudan IV trong polyme nay 13 mau nau hoi dé, so
v6i mau d6 trong dung dich etanol va bt mau nau khi dugc tao huyén phi trong
nué6c. Eosin Y khong thé hién sy chuyén dich mau quan st bang mit thudong dang ké

(mau hdng trong nuéc thanh mau hdng hoi d6 trong dung dich polyme nay).

Vi du 2: Hoa tan cta céc chat c6 lién quan dén y hoc

-43-



19984

Purpurin, Amphotericin B, Camptothecin va Doxorubicin dugc lya chon 1a
céc hop phin dugc hoat tinh (API) it hoa tan dai dién. Amphotericin B dugc st dung
trong ché phdm huyén phit m& 1am chét chéng nim dung d& tiém, con Camptothecin
va Doxorubicin 13 cac chét chita bénh ung thu. Purpurin 13 thudc nhuém xen vao
gitta ADN c6 tiém ning sir dung lam duoc phim, va Eosin Y 13 chét phan Ung oxy
vach don cam quang véi tiém ning sir dung 1am 1am phép tri liéu quang dong. Mbi
API duge hoa tan trong nuée bing Cl16-n-polyme A, C18-n-polyme B, va/hodc thé
lién hgp C16-n-polyme A-axit folic (tham khao phan sau déy). Su hoa tan dugc thé
hién bang viéc thim diém API da hoa tan va cic mau dbi chirng khong hoa tan trén
céc dia TLC, nhu d3 néu trén cho céc thubc nhudm.

Polyme dd dugc lam kho duge hoan nguyén véi nuée bang cich gia nhiét,
khudy tron, va bin pha bing siéu am khi cin thiét. Khi dung dich qué nhdt, thi nd
dugc pha lodng. C16-n-polyme A duge st dung & ndng d6 10% trong lwong/thé tich,
C16-n-polyme A dugc folat hoa dugc sir dung & ndng dd 5% trong luong/thé tich, va

C18-n-polyme B duogc sir dung & néng d6 2% trong lugng/thé tich.

Dugc chit (20 mg) dugc cho truc tiép vao 1ml dung dich polyme, tao ra ty 1€
khéi lugng polyme:API 14 5:1 vé6i C16-m-polyme A, 2,5:1 véi C16-n-polyme A duoc
folat hod, va 1:1 v6i C18-n-polyme B, chi trir doxorubicin (xem phén sau déy). Hén
hop nay duge duge bin pha bang siéu m trong thoi gian 1 gidy & ning lugng thip, va
sau d6 da dugc ly tAm hai 1in & van tdc 2000 xg d& tach loai chét rén khong tan.
Luong chit rin bi déng thanh vién 1a khong dang ké.

Doxorubicin hydroclorua duoc két hop véi polyme nhu néu trén & ty 18 khéi
lugng 10:1 C16-n-polyme A so véi doxorubicin hydroclorua, hoic ty 18 khéi luong
5:1 Cl6-n-polyme A dugc folat hoa so véi doxorubicin, sau d6 bd sung mét luong
da 3M natri axetat dé 1am trung hoa doxorubicin hydroclorua. Hn hop nay dugc lic
manh trong thoi gian 24 gi& va sau d6 ly tAm hai 14n & téc d6 2000 xg @& tach loai
chit réin khong tan. Luong chit rin bi déng thanh vién 13 khong déng k8.

Ty 1¢ khdi luong cta cac API duge hoa tan so véi polyme dugc trinh bay &
Bang 1. Khong c6 ¢b géng nao t6i wu hoa luong nap polyme, do d6 céc ty 1 nay thé
hién gi6i han lugng API thip hon ma polyme c6 kha ning mang trén dung dich.

Thdm 10 ul miu ciia mdi dung dich trén dia TLC silicagel Bakerflex™ va

duge @ lan. Dung dich nuéc tao thanh dudng bao bén ngoai cia vong tron va vong
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tron phia trong dugce tao ra béi sy dich chuyén polyme mang nguyén liéu duge tao
bao nang (Fig 2). Trong tt c4 cac trudng hop, ¢6 rat it API & ria ngoai bién cia vung
chi chira nuée, didu nay cho thiy su hoa tan thanh cong va su thdm qua tdi thidu cua

nguyén li€u dugc tao bao nang nay.

Béng 1: Hoa tan API
Polyme: ty 1& khdi luong chit nén (w/v: trong lugng/thé tich)

C16-m-polyme A 16-n-polyme A dugc folat hoa C18-n-polyme B

10% w/v 5% wiv 2% wiv
Purpurin 5:1 _ 2,5:1 khéng thyc hién
Camptothecin 5:1 2,5:1 khong thyc hién
Amphotericin B 5:1 2,5:1 khong thuc hién
Doxorubicin 10:1 5:1 khong thyc hién
Eosin Y khong thuc hién khong thuc hién 1:1

4. Tinh twong h¢p sinh hoc ctia © Polyme
Vi du 1: Thich hop 1am thudc 1am mém, kem hoic thudc nhio dung khu tra

Dang sép trong diu c¢b dic ctia polyme & Vi du 1 duge cha x4t 1én da cb tay
trong clia tic gia sang ché va quan sét sy hép thu. Nguyén liéu nay duong nhu duoc
hap thu twong tr v6i cdc kem sap dugc ly, v6i tac dung 1am mém nhe & ving nay.
Khéng phat hién thdy céc phan g di tng ngay lic d6 hodc vé sau nhu tiy do, phat
ban, hodc ngira khi dung khu tri mot lan.

Nhiéu polyme nay a cc chét sap hiit &m & nhiét do trong phong, v6i nhiét do
néng chay du tinh vao khoang 45°C dn 60°C hoic 16n hon, tuy thudc vao ché phim.
Céc polyme dugc tao ra tir PEG c6 trong lugng phan tir thép hon thim chi c6 thé &
dang 16ng & nhiét do trong phong. Mot s polyme c6 thé 1a chit rén & nhiét d6 trong
phong, néng chay & nhiét d6 co thé. Do d6, cac dic tinh nay cua cac m polyme nay
lam cho ching tré thanh céc chét nén rét tbt d& bao ché thudc boi xtre, kem, thudc
md, thudc 1am mém, va céc dang phan phdi khac, hodc & dang hdn hop véi cac chit
khac nhau, bao gdm céc dugc chét.
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Vi du 2: Thich hop ¢ diing ngoai dudng tiéu héa

Dung dich nu6c chira polyme thu duge tir Vi du 1 duoc didu ché trong nudce
mudi dém phosphat va sau @6 dugc loc vao cac ng vo tring qua cac bod loc ¢6 ¢ 16
0,22um.

Str dung phuong phap liéu dung nap t6i da, trong d6 chudt nhit CD-1 duge xt
Iy bang liéu trong tinh mach dudi 10ml cho mot kg thé trong tiém véi ndng do 1én
dén 5% trong luong/thé tich dung dich nuéc polyme. Theo ddi cac con chudt nhit
ndy trong thoi gian 12 gid lién tuc va ctr cach 2 gid sau d6 cho dén tir 48 dén 72 giv,
tuy thudc vao ting nhoém. Céc mau mau dugc thu 1y va phén tich. Mot s6 chudt nhét
duoc giét chét va dugce xét nghiém trudce hét phén tich toan bd mé. Sau d6, thuc hién
phén tich mé du6i kinh hién vi trén cac 14t cit chon loc.

Khong nhan thdy sy khac nhau & mirc phat hién dugc khi phan tich mau gitta
chudt nhét di chimg va chudt nhit duge xir Iy. Nhén thdy khong c6 sy khac nhau
hodc thuong tén & mirc phat hién dugc so véi cac con chudt déi chimg trong phéin
tich toan by mé & cic co quan khic nhau bao gém tim, phéi, than, 14 lach, gan, rudt,
da day, bang quang, da, cac co, xuong, nfo, va u bach huyét. Nhian duoc cac két qua
giéng nhau v6i nhiéu miu nghién ctru tir cac nhom dong vat khac nhau. Nhan thiy
khong c6 sy khac nhau & mirc phat hién dugc vé clu triic md té bao ctia cac mo duoc
xét nghiém. Mot sb than cho thdy 13 murc nhat mau nao d6 ma giam di theo thoi gian
tiép xtic v6i polyme nay. Piéu ndy 4m chi ring su nhat mau chi la pha tam thoi va

theo thoi gian né s€ trd nén binh thuong.

Két luan 13 polyme ndy 13 an toan cho ng dung y hoc 1am chét dugc trong céc
thubc tiém va céc ché phém ngoai duong tiéu hoa khac. Do dé, con c6 thé dy doan 1a
polyme nay la an toan dﬁng cho cac dung dich, vién dang caplet, va vién nén qua
duong mi¢ng, dich phun xit qua duong mili, dang phun mu qua dudng miéng/ phdi,
dang dt duéi ludi, kem/thude boi xtrc/cao dan ding & da, thubc nhé mit, céc duong
khu tra khéc, va céc dudng cip khac.

5. Gin céc gbc hudng dich véi n-polyme
Vi du 1: Gén galactosamin véi C-16 n-polyme B thong qua tao thanh lién két amit
Galactosamin (GA) huéng dich thu thé asialoglycoprotein cia gan (ASGPR),

va polyme mang glactosamin lién két cong hoa tri dugc phén phdi d&én gan; xem tai
liéu: L. Seymour va cic dong tac gia, “Hepatic Drug Targeting: Phase I Evaluation of
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Polymer-Bound Doxorubicin™ J. Clin. Oncology, 20(6): 1668-1676 (2002) va céc tai
liéu tham khao trong do.

C16-n-polyme B (Vi du 10 trong phan phuong phap téng hop néu trén)
(461mg, 0,2mmol duong lwgng COOH cho mét don vi mét xich co s&) dugc phan
tan trong 14 ml nudc, va cho EDC HCI (0,485mmol) va N-hydroxysucxinimit
(0,464mmol) vao hé phan tan nay. Khudy hén hop nay & nhiét d6 méi trudong trong
thoi gian 15 phut va cho dung dich chira galactosamin HCI (0,386mmol) va TEMED
(0,387mmol) trong 1 ml nuéc vao. Khudy dung dich nay va theo ddi phan tng nay
bang TLC trén silicagel va hién hinh trong 1-butanol-axit axetic-nudc (3:1:1). Mat
luong bd sung TEMED (0,079mmol), NHS (0,078mmol) va EDC HCI (0,193mmol)
dugc cho vao dé thuc ddy phan tmg nay hoan thanh. Khi TLC cho thiy 13 muc én
dinh vé tiéu thu GA, hdn hop phan tmg nay duoc thdm tach (nguﬁngvtéch kich thude
phan t ctia mang 3500 Da) trén 3 x 1000 ml nudc khir ion dé tach loai cac chét phan
img trong lugng phén tr thip va cac san phdm phu. Chét luu gifr lai dugc loai ra va
1am khé & nhiét d6 60°C dén trong lugng bn dinh (348 mg).

Phéan tich TLC san phdm nay cho thiy khong c6 GA tu do (Am tinh véi
ninhydrin). MAu san phim nay duoc thuy phin bing 6 N HCI & nhiét d6 100°C dé
thuy phén lién két GA. Phén tich sic ky 16p méng cho thiy su c6 mit ciia GA (dwong
tinh vé6i ninhydrin) & ciing Rf nhur 1a mAu dbi chiéu GA.

Vi du 2: Gén axit folic v&i C18-n-polyme A

BDDC (2,44g, 8,56mmol) dugc can bd vao binh thot ) déay tron 125 ml dugc
suc argon (BDDC 14 rit nhét dic nhu mat ong va khé phéan phéi). C18-m-polyme A
(10g, 4,28mmol) dugc cho vao binh, hén hop nay dugc gia nhiét dén nhiét @6 70°C,
va cac chét phan tng duoc khudy cing nhau trong thoi gian khoang 30 phut. Cho
axit folic (3 g) vio, sau d6 1a mot lwong di THF dé dam bao co thé thuc hién qua
trinh khudy. Céc chit phan tng nay dugc khudy & nhiét do 40-70°C qua dém, duge
bao vé khéng cho bi 4m. Sau d6, cho THF bay hoi va cho nuéc (80ml) vao, va khudy
hdn hgp nay & nhiét d6 50°C trong thoi gian thém 2 h. Sau khi 1am ngudi xubng nhiét
d6 trong phong, hdén hop nay dugc chuyén téi phin éng thim tach véi ngudng thdm
tach phan ti 3500 Dalton, va thim tach biang 0,1 N HCI (2 x 2000ml), nudc
(2000ml), 5% natri cacbonat (2 x 2000ml) va nudc (4 x 2000ml), dé tach loai cac hoé
chit chua phan tng va cdc san phim phu. Chét Iru gitr lai mau da cam-vang séng
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duoc loai ra. Mot phén dugc 1am bay hoi dén trong lugng dn dinh dé xé4c dinh néng
d6 chét ran, va duge st dung cho thir nghiém hoa tan nhu d3 néu trén.
Vi du 3: Gén axit N-axetyl neuraminic (NANA) vao cac chét tuong tu véi m-polyme

Céc din xut cta axit neuraminic 13 cac gbc huéng dich virut ciim vi protein
bao ngung két t6 hong ciu va neuraminidaza, ca hai chit nay da duoc biét dén 1a gén
két v6i axit sialic. Mot sb phuong phap dé lién hop NANA va céc din xuét ctia n6
v6i m-polyme theo sang ché da dugc phat trién.
Vi du 3a: Gén axit N-axetyl neuraminic (NANA) vio C16-n-polyme A bing cach
este hoa |

BDDC (2,44¢g, 8,56mmol) va C18-n-polyme A (10g, 4,28mmol) dugc két hop
v6i nhau va gia nhiét dén nhiét do 70 °C, va dugc khudy cing nhau duéi khi argon
trong thoi gian khoang 30 phut. Cho thém axit N-axetyl neuraminic (3 g), sau d6 1a
THF khi cin thiét & duy tri d6 16ng. C4c chét phan tng nay dugc khudy & nhiét 4o
40-70°C qua dém, duoc bao vé khong cho bi 4m. Cho thém nuéc (80ml) vao, va hon
hop nay dugce khudy & nhiét d6 50°C thém 2h nita. Sau khi lam ngudi xudng nhiét do
trong phong, hdn hop nidy dugc tham tich bang dung dich HCI 0,1N, dung dich
NaHCOj3 5%, va nuée (2 x 2000 ml mdi 14n) véi ngudng kich thude phan tir mang la
3,5 kDa. Viéc chim diém trén dia silicagel TLC, va hién hinh béng 0,2% orcinol
trong 70% axit sulfuric, & nhiét d6 130°C, da cho thdy su két hop axit neuraminic vao
polyme.
Vi du 3b: Gén axit N-axetyl neuraminic (NANA) monomaleat vao Cl6-m-polyme A

Axit 5-N-Axetylneufaminic (NANA) (0,86mmol), anhydrit maleic
(0,93mmol) va trietylamin (1,77mmol) dugc hoa tan trong 1,5 mL. DMSO trong binh
cau d4y tron kho. Binh ciu nay duoc tiém khi argon va duoc dit trong bé dau. Han
hop nay dugc khudy & nhiét do ndm trong khoang tir 65°C dén 85°C va su tién trién
clia phan tmg duoc kiém tra bang TLC trén céac dia silic oxit (i-PrOH-EtOAc-nudc,
4:3:2) @én khi phan ng dién ra hoan toan (khong c6 mat clia NANA, phat hién bang
chit phan tg orcinol /H,SO, hodc ure/HC1). Hon hgp phan Umg nay dugc lam ngudi
dén nhiét do trong phong, va nuéc duge bd sung dé thuy phan anhydrit maleic du.
Dung dich thu dugc chira NANA monomaleat dugc st dung truc tiép trong céc phan

ung sau do.
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Dung dich nuéc chira C16-n-polyme A diglycolat (Xem phan “Téng hop 7-
polyme”, Vi du 11a) (1,23mmol don vi lip lai, 2,46mmol -COOH) duoc diéu chinh
dn d6 pH nim trong khoang 4,5-6,5. Carbodiimit (EDC HCI, 3,86mmol) va N-
hydroxysucxinimit (2,6mmol) dugc bd sung vao va hdn hop nay duge khudy & nhiét
d6 moi truong trong thoi gian khoang 60 phut. Dung dich chira NANA monomaleat
(2,49mmol), dugc didu ché nhu duge mo ta trén day, dugc bd sung vao, va do pH
dugc diéu chinh bing TEMED dén d6 pH = 6-7. Viéc khudy dugc tiép tuc & nhiét do
mdi trudng dén 26 gid. San phdm nay duoc tinh ché bing cach thim tach, trude tién
bing 20mmol natri axetat, do pH=4,5, sau d6 bang nudc. Chat luu giir lai duge loai
bd va dugce cat giir dé st dung.

Vi du 3c: Gén axit N-axetyl neuraminic (NANA) vao Cl16-n-polyme A, thong qua
nhém dém

Xysteamin (2-aminoetanthiol) hydroclorua (0,93mmol trong nudc) duge bd
sung vao NANA monomaleat véi lugng ding phan tir (dung dich nay dugc didu ché
nhu dugc md ta trén day), tiép d6 1a TEME v6i luong déng phan tir D dé tao didu
kién thuén lgi cho viéc bd sung thiol vao lién két doi. Sau phén tmg 1a TLC trén silic
oxit (i-PrOH-EtOAc-nuéé, 4:3:2) dén khi phan tmg din ra hoan toan (khong c6 mat
cua O-maleoyl-NANA, phéat hién b?lng chét phan Umg orcinol /H,SO,4 hodc ure/HCI)

dé tao ra gbc huéng dich D.

s
H,N N }/- o
Ho/<o\[l/

D

Bing phuong phép gibng hét, axit 5-N-Axetyl-2,3-dehydro-2-

Qi

H NHAc

deoxyneuraminic (DANA) dugc tao din xuit dé tao ra gbc hudng dich E.
' COOH

S
HzN /\//\r/
HO/QO\L( OH NHAc
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Bing phwong phap giéng hét, xystein va glutathion dugc bd sung vao céc
monoeste cua axit maleic NANA va DANA.

Bing phuong phip dugc md ta trong Vi du 3b trén ddy, thé lién hop
mercaptosucxinat ciia C16-n-polyme A bis(aconitat) dugc amit hoa bang gbe huéng
- dich D. Polyme nay chtra dén 8 nhém -COOH trén mot don vi ldp lai (Xem ph?m
“Téng hop 7 -polyme”, Vi du 12c¢).

Vi du 3d: Gén axit N-axetyl neuraminic (NANA) vao C16-n-polyme A, thong qua
nhém dém -

Bing phuong phap giéng véi phuong phap dugc md ta trén day, gbc hudng
dich E dugc lién hop véi Cl6-n-polyme A diglycolat (Xem phin “Téng hop -
polyme”, Vi du 11a) polyme.

Vi du 3e: Gén B-metylglycosit ctia axit neuraminic (MNA) viao C16-t-polyme

Polyme ¢6 trung binh mdt nhém cacboxyl trong mdt don vi lip lai
(0,396mmol) dugc hoa tan trong nude va duge cho phan tng véi NHS (O,4mm01)‘v2‘1
EDC-HCI (0,64mmol). B-metylglycosit cia axit neuraminic (MNA) (0,42mmol)
dugc bd sung vao. Hon hop phan tng nay dugc khudy & nhiét do rhﬁi truong (25-
30°C) trong thoi gian 18-24 h, va sau d6 dugc tinh ché bang cach thdm tach.

Vi du 3f: MAu Cl6-m-polyme A diglycolat thir hai ¢6 hai nhém cacboxyl trong mot
don vi lap lai ciing dugc lién hgp véi MNA theo cling mot kiéu.
Vi du 3g: Gén axit B-O-metyl neuraminic (MNA) vao C16-m-polyme B

Cl6-n-polyme B, 43 micromol COOH, trong 1 ml nudc, va B-metyl glycosit
cua axit neuraminic (Toronto Research Chemicals), 40 micromol, dugc tron cung véi
nhau, va 40 micromol NHS trong 0,1ml nuéc dugc bd sung, tiép d6 12 40 micromol
EDC hydroclorua trong 0,1 ml nuéc. Hon hop phan ng ndy duoc 1ic & nhiét d6 méi
truong trong thoi gian 48 gid, va duge phan tich bing TLC trén silicagel véi
isopropanol-etylaxetat-nuéc (4:3:2). Phét hién bing 0,2% orcinol trong 70% axit
sulfuric, & nhiét 6 130°C, khong tao ra mau khi phan g véi polyme ban dau,
nhung TLC hdn hop phéan tmg d4 cho cac chdm mau tia clng di chuyén véi polyme
nay. A

Tt ca thé lién hop polyme trong céc vi du trén (3a-3g) da cho thdy phan tmg
duong tinh, sau khi thAm tach, véi su c6 mit cua axit neuramininic khi hién thi béng

chit phan ng orcinol/axit sulfuric hodc ure/HCL trén TLC.
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Vi du 4: Gén zanamivir vao C16-t-polyme B

Zanamivir (GG167) 1a chét wrc ché tiém ning neuraminidaza virut, va polyme
mang phan tir nay lam phéi tir da hoa tri 1 cic chit rc ché sur sao chép cua bénh
cum.

Phan tan C16-m-polyme B (920 mg) trong 30 ml nudc, va cho EDC HCI
(1,2mmol) va N-hydroxysucxinimit (1,1mmol) vao chit nay. Hon hop nay duoc
khudy & nhiét 46 méi truong trong thdi gian 20 phit, va cho dung dich chira mudi
axit trifloaxetic clia axit 5-axetamido-7-(6'-aminohexyl)-carbamyloxy-4-guanidino-
2,3,4,5-tetradeoxy-D-glyxero-D-galacto-non-2-enopyranosonic (cic patent My sb
6,242,582 va 6,680,054) (0,39¢g, 0,67mmol) va TEMED (0,67mmol) trong 1 ml nuéc
vao. Dung dich niy dugc khudy & nhiét d6 trong phong, va phan tmg nay dugc theo
d5i bang TLC. Hon hop phéan tmg nay duogc thdm tich (mang véi ngudng kich thudc
phén tr 3500 kDé) v6i 3 x 1000 ml nuée khir ion d tach loai cac chét phan tng c6
trong luong phén tir thip va céc san phdm phu. Chét luu giit lai nay duoc loai bd va
lam kho & nhiét d6 60°C dén trong lugng 6n dinh. Luong dudng két hop c6 thé duoc
xac dinh bing thir nghiém so mau d8i véi nhém guanidin (Can. J. Chem., 36:1541
(1958)). C6 thé thuc hién thir nghiém neuraminidaza theo quy trinh cia Potier et al,
Anal. Biochem., 29 287 (1979). |
Vi du 5: Gén Mimosin ,

C16-m-polyme A diglycolat (Xem phan “Tdng hop m-polyme”, Vi du 11a) vé6i
4,5% khéi lrgng/thé tich dung dich (1mmol don vi Lip lai, khoang 2mmol trong cac
nhém COOH) dugc cho phan tmg véi NHS (2,27mmol) va EDC-HCI (2,23mmol),
va bd sung vao hén hop thu duge dung dich chtra I-mimosin (2,14mmol, duge didu
ché trong 5 ml nudc va pH dugc didu chinh bing TEMED dé lam ting do tan) va
dugc khudy & nhiét do méi trudong va do pH nim trong khoang 6,8-7 trong thoi gian
khoang 22-24 h. D6 pH nay dugc diéu chinh dén 3-4 bing dung dich HCI 6N, hdn
hop nay dugc khudy trong thoi gian 15-30 phut, va d6 pH duoc tiang 1én dén 6,1 bing
cach bd sung TEMED vao. Sau d6, hdn hop ndy dwgc thim tich (ngudng 3,5 kD)
bing nudc dé loai bé cac tap chét va cac san phdm c6 trong luong phan tir thip.

Vi du 6: Gén peptit va protein vao m-polyme A dimaleat va diacrylat

Quy trinh chung d6i v6i manh Fab: Céc lién két disulfua trong méanh khang
thé F(ab’)2 dugc khir bang Gel khir disulfua TCEP c6 dinh (Pierce, San phdm #
0077712) bing cach st dung quy trinh cta nha san xuét; hoic theo cach khac bing
DTT hoic TCEP trong dung dich, cac chét phan tmg da qua st dung duoc loai bo
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bé‘mg cach si€u loc béng cach st dung cac bd loc 30kD. Cac manh F(ab’)2 di dugc
khir chira cdc nhém sulfhydryl tu do sau d6 dugc cho phan Umg véi m-polyme A
dimaleat hoic diacrylat v6i sy c6 mat cia TEMED.

Quy trinh chung d6i v&i xystein va peptit chira xystein: este acrylat hodc
maleat ciia n-polyme A dugc cho phan ting véi cac g xystein bang cach sir dung
trietylamin 1am chét xtc tic. BS sung xystein (0,66mmol) va trietylamin (1,32mmol)
vao huyén phu polyme diacrylat (0,3mmol don vi 13p lai, 0,6mmol acrylat) trong
nuéce. Binh cdu ndy duoc tiém khi argon va duge khudy & nhiét d6 moi trudng qua
dém (khoang 18 h). TLC hén hop phan tng trén silic oxit (i-PrOH-Etyl axetat-nuéc,
4:3:2) d4 cho thiy khéng c6 mit xystein va ddm twong tinh v6i ninhydrin déi véi
polyme, chi ra ring c6 st bd sung xystein vao lién két doi acrylat.

Vi du 6a: Gin cac méanh khang thé khang bénh dai vao C16-n-polyme A diglycolat

C16-n-polyme A dimaleat duoc diéu ché, v6i nguyén liéu ban diu 14 PEG
trong luong phan tir 4500. Globulin mién dich khéng bénh dai thu du’qc tr nguoi
(hIgG) BayRab™ dugc xir 1y bang pepsin theo cach thuong ding trong dung dich
dém c6 d6 pH axit chit dé tao ra manh F(ab')2, dugc tinh ché bing phuong phép siéu
loc bing cach st dung cac bd loc 50kD. Poan F(ab’)2 nay dugc lién hop véi PEG
4500 C-16-n-polyme A diglycolat bang phwong phap EDC dugc mb ta trong Vidu 5
trén day.

Vi du 6b: Gén méanh khéng thé khang bénh dai vao C16-n-polyme A dimaleat

Doan F(ab')2 ctia BayRab™ hIgG (xem vi du 6a) dugc khir bing DTT (hodc
theo cach khic bing TCEP), va chit phan tmg dd qua st dung dugc loai bd bang
cach siéu loc bﬁng cach st dung cac b loc 30kD. Cac manh Fab'-SH dugc lién hop
v6i PEG 4500 C-16-n-polyme A dimaleat bang cach bd sung theo kiéu Michael thiol
tu do vao lién két d6i axit maleic & do pH 7-8,3 (TEMED). Thé lién hop nay dugc
tinh ché b%mg si€u loc béng cach sir dung céc bo loc 100kD dé loai bo céc tap chét co
trong luong phén tir thép.

Vi du 6¢c: PEG 8500 C-16-n-polyme A dimaleat dugc lién hgp vi manh F(ab')2 da
dugc khir cia BayRab™ hlgG nhu dugc mo ta trén day.
Vi du 6d: Gén peptit vao C16-n-polyme A dimaleat

Peptit KDYRGWKHWVYYTC (“Rab 1”) da dugc bdo cédo 1a c6 kha nang

gén két v6i virut bénh dai (T.L. Lentz, 1990, J. Mol. Recognition, 3(2):82-88). Cys &
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dAu t4n ciia peptit nay duogc sir dung dé téng hop thé lién hop peptit-m-polyme A
khéang bénh dai. C16-n-polyme A dimaleat (hai gbc axit maleic trong mot don vi lap
lai) thu dugc tir PEG 1500 (0,157mmol) dugc hoa tan trong nuée (6 mL) va do pH
ctia dung dich nay dugc diéu chinh dén 8 bing TEMED. Peptit (0,157mmol) dugc
hoa tan trong DMF (3,1 ml) dugc bd sung, va hén hop phan {mg nay dugc khudy &
nhiét d6 moi trudng trong moi trudng argon trong khi ¢ pH ctia hdn hop phan tng
duge duy tri trong khoang 8-8,3. Su tién trién ctia phan img dugc kiém tra bing cach
thtr nghiém hdn hop phan tmg nay véi chit phan tng Ellman. Sau khoang 45 gid, thi
-nghiém Ellman hdu nhu 4m tinh. Nude dugc b sung vao dé 1am giam ndng d6 DMF
va hdn hop phéan tmg nay dugc ly tdm dé loai bo lwong nhé chét két tua. Dich trong
ndi trén bé mét. dugc si€u loc qua thiét bi loc ly tdm 10 kD (Amicon Ultra 10 kD,
cat# UFC901024) va chat luu gt lai dugc rira bing nudce nhidu 1dn d& loai bé cac tap
chit c6 trong lwong phan tir thap.
Ba peptit sau (O = ornithin; NH, biéu thi amit c6 ddu tin C) dugc didu ché
bing cach tdng hop pha rin tu dong, va dugc lién hop v6i PEG1500 n-polyme A
dimaleat theo ciing céch nhu peptit Rab1:
Vi dy 6d: KDYRGWKOWVYYTC (“Rab2”)
Vidu 6e: KGWKHWVYC(NH,) (“Rab3>)
Vidu 6f: KGWKOWVYC(NH,) (“Rab4”™)

6. Hoat tinh khang virut cia m-polyme

Vi du 1: Hiéu qua phong chdng bénh cum

"Virut ctim & ngudi ATCC VR-1520 (H2N1) dugc sir dung trong thit nghiém
bao vé chuft. Tiém vao tinh mach dudi mot 1an duy nhét véi lidu 200ul/20g BW din
dén viéc 99,5% virut gay nhiém bi chét so vé6i & cac con dbi chiing (7 ngay séng s6t
khong dugc tiém).

Mudi con chuét & mdi nhém. Chudt dugc tiém tinh mach dudi véi lidu
200ul/20g thé trong dung dich lidu thip (0,0375%) va liéu cao (0,15%) chira thé lién
hop n-polyme B-MNA ctia Vi du 3 trén ddy. Céc con vat sau khi diéu tri dugc cho
diung lidu 24 gi® sau khi bi nhiém virut, trong khi cac con vat da dugc didu tri truée
dugc cho ding lidu 6 gidr trude khi nhidm virut. Cac con déi chung duong tinh dugc
tiém phdi tir tw do véi lwong twong duong, trong khi con d6i ching 4m tinh dugc

tiém dung dich dém nudc muoi.
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Thoi gian séng dugc st dung 1am diém cudi hieu qua chi sb. Thé trong duoc
sir dung 1am thong sé nghién ctru. Nghién ctru mé cic co quan bén trong dugc tién
héanh trong ca viéc xét nghiém vi md va xét nghiém vi md. Cac két qua dugc thé hién
trén Fig.2.

Mirc tang thdi gian séng 12 5,93 gty (+/-0,48h SD) d6i véi nhém didu tri lidu
cao, so v6i chi 2,94 git (+/- 0,75h SD) d6i véi nhém dbi chimg dwong tinh (Fig.1 va
Fig.2). Dya trén co s& khdi lugng phdi tir, viée didu tri liéu cao trong Gng véi, téi da,
0,03% phéi tir, gia st ty 1& thay thé polyme-thé lién hop t6i da 1a 0,2 trong
lugng/trong lwgng. Do vay, thé lién hop polyme nay thé hién hiéu qua tuong ddi cao
so v6i phdi tir khong dugc lién hop dbi chung.

‘Nghién ctru md & tAm vi md ciing nhu xét nghiém vi mé ctia mét sd chudt
trong nhém diéu trj bing thé lién hop polyme B-MNA lidu cao d3 cho thiy cac miu
hinh binh thudng, chi khic 13 trong phin tuy xuwong, chudt d3 duge didu tri thé hién
su giam khong dang ké cac té bao bach cu, diéu nay c6 thé quy cho céc tac dong cia
su nhiém virut cim. Su giam thé trong & cadc nhém bao vé (liéu cao - 8,9%, liéu thép
- 6,2%) ciing nhu cdc nhém didu tri (lidu cao - 9,0%, lidu thip - 9,4%) 1 nhé hon &
nhém d6i chimg duong tinh (- 9,8%), goi ¥ ring su két hop v6i chinh phéi tir chir
khong phéi 1a véi polyme (Fig.3). Su ting nhé vé trong luong 0,7% Xéy ra & chudt
khong dugc didu tri.

Vi du 2: Hiéu qua phong chéng bénh dai

Céc nhém gbébm mudi con chudt Thuy ST trang, khoang 20g mdi con, ca c4i 1An
duc, dugc sir dung trong thir nghiém bao v¢ in vivo. Céac con chudt nay dugc thir cho
tiém 3 1an LD50 virut bénh dai. M3i 14n tiém véi 0,03 ml chung gdy bénh dai CVS
(virut chuin thir), & mic pha lodng 10° (100 LDsy/ml). Su séng sot, sy liét va thé
trong hing ngay duoc kién tra. Viéc cho ding dugc chit trong mang bung vao thoi
diém 25, 48, va 72 gio, va viéc cho dung dugc chét trong ndo vao thoi diém 25 va 48

gi&r duge nghién ctru. Cac két qua duogc thé hién trong bang 1 va 2.
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Bang 1
Thir nghiém bénh dai & chudt
Tiém trong mang bung; s6 con sdng s6t

Vi du sb (liéu/tiém Ngay sau khi nhiém bénh

mg)
1* 2% 3% 4 5 6 7 8 9 10 11
6a (0,4) 10 10 10 10 10 100 (41|11 0
6b (2,0) 10 10 10 10 10 10 [ s3]0 0
6¢ (2,0) 10 10 10 10 10 10 [7[1]o0 0
6d (2,1) 10 10 10 10 10 10 [ 5[ 1]1]1 0
6e (2,4) 10 10 10 10 10 10 [ 5s]o 0
6f (3,0) 10 10 10 10 10 100 [ 5[ 1|11 0
62 (2,6) 10 10 10 10 10 100 [ 4]0 0
Peptit Rab1 (0,5) | 10 10 10 10 10 10 [ 712 0
Peptit Rab2 (0,5) | 10 10 10 10 10 10 [ s [ 3]1]1 0
Peptit Rab3 (0,5) | 10 10 10 10 10 10 [ 511 0
Peptit Rab4 (0,5) | 10 10 10 10 10 100 [ 3]0 0
6d (1,0) 10 10 10 10 10 10 [ s {11 ]1 0
6e (1,2) 10 10 10 10 10 10 [ 4] 1] 17]o0 0
6f (1,5) 10 10 10 10 10 10 [ 5[0 0
6g (1,3) 10 10 10 10 10 9 4 1] o0 0
BayRab™ (0.4) | 10 10 10 10 10 10 | 510 0
BayRab™ (2,0) 10 10 10 10 10 10 |6 1]o0 0
6b (0,4) 10 10 10 10 10 9 310 0
6¢ (0,4) 10 10 10 10 10 100 | 4]0 0
Nude mudi 10 10 10 10 10 10 [ 6 |2 0
Khéng 10 10 10 10 9 9 s 11 [ 0

* Céc liéu dugc tiém vao ngay 1-3

Béang 2
Ti€m trong ndo; s6 con séng sot
Vi du sb Ngay sau khi nhiém bénh
(lidu/tiém mg) ‘

1* 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11
BayRab™ (0,4) [9 - |9 9 9 9 9 9 7 1 0 0
6g (0,4) 10 {10 {10 |10 [10 10 [7 [3 |2 [2 Jo
Nudc mubdi 10 (10 |10 J10 |10 f10 |7 |1 |1 |1 |o

*Céc liéu dugc tiém vao ngay 1 va 2
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YEU CAU BAO HO

1. Polyme dang ring luoc c6 cu tric sau:

)

@ b e

chtra mach chinh dugc tao ra tir cac gbc c6 diém phan mach nhanh B ndm xen k& véi
céc khéi polyme hoa tan troﬁg nudc, wa nude A; va co cac mach bén ky nuée C va
cac phdi thr Z tity ¥ dugc gén vao cac gbe c6 diém phan mach nhanh, trong d6:

khdi polyme hoa tan trong nudc A duge chon tir nhém bao gdm poly(etylen
glycol), poly(propylen glycol), poly(etylenimin), poly(rugu vinylic), va
poly(vinylpyrolidon), va cdc copolyme ctia chiing;

gbc c6 diém phin mach nhanh B 1a thé lién hop cua dithiotreitol,
dithioerythritol, hodc 2,3-diaminobutan-1,4-dithiol v4i hai phan t axit maleic;

mdi mach bén ky nuée C c6 tri sb logP 16n hon 1,4, va doc lap duge chon tir
nhém bao gdm hydrocacbon mach thing hodc mach nhanh c6 6-30 nguyén tir C tuy y
dugc thé biang mét hodc nhidu phin tir thé va nudc; hydrocacbon vong hodc da vong
¢6 6-30 nguyén tir C tity ¥ dugc thé bang mét hoic nhiéu phén tir thé va nuée; va axit
amin, peptit va polyme ky nudc;

mdi phdi tir Z doc 1ap 1a phdi tir c6 4i luc gin két dac hiu v6i bé mit cia
virut;

s 12 lién két hogc nhém dém;

n co tri s6 nam trong khoang tir 3 dén 100;

p ¢6 tri s trung binh ndm trong khoang tir 16n hon 1 dén 4; va

r ¢6 tri s trung binh nim trong khoang tir 1 dén 4;
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v6i diéu kién 12 polyme dang rang lugc nay khong phai la:

{CH 1 gCHg [CHp s Clly

o

O—{CH CH,ONOH,CHy—-

S

trong d6 -NH-Z 1a axit 5-axetamido-7-(6'-aminohexyl)-carbamyloxy-4-guanidino-

2,3,4,5-tetradeoxy-D-glyxero-D-galacto-non-2-enopyranosonic dugc lién két véi N &

vi tri 6' (zanamivir);

{CHalsCHy (CHZ}CHy
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trong d6 -NH-Z 14 axit B-O-metyl neuraminic duoc lién két voi N (MNA); hodc

[
l!:Hg}-; Aty {CH) 70Hy

trong d6 Z la neuraminyl (NANA).

2. Polyme dang ring lugc theo diém 1, trong d6 it nhat mot phdi tir 13 axit N-axetyl
neuraminic, B-metyl glycosit cua axit neuraminic, hogc axit 4-guanidino-2,4-dideoxy-

2,3-dehydro-N-axetylneuraminic.

3. Polyme dang ring lugc theo diém 1, trong d6 it nhat mot phdi tir Z 1a peptit, khang
thé hodc manh khang thé c6 4i luc gén két dac hiéu dbi voi bé mat cta virut néu trén,
trong d6 t6t hon néu phdi tir 1a cdc manh Fab hoic F(ab"), thu dugc tir globulin mién

dich (IgG) phong dai & nguoi.

4. Polyme dang ring lugc theo diém 1, trong d6 it nhit mot phéi tir Z 13 peptit dugce
chon tir nhém bao gdm KDYRGWKHWVYYTC, KDYRGWKOWVYYTC,
KGWKHWVYC(NH;), va KGWKOWVYC(NH,).

5. Polyme dang ring lugc theo diém 1, trong d6 khéi polyme A dugc chon tir nhom
bao gdm poly(etylen glycol), poly(propylen glycol), va cic copolyme ciia chung.

6. Polyme dang ring lugc theo diém 5, trong d6 khéi polyme A 1a poly(etylen

glycol), trong d6 khdi polyme A c6 do dai trung binh nim trong khoang tir 3 dén

3.000 don vi monome.
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7. Polyme dang ring lugc theo diém 1, trong d6 polyme ndy c6 céu trac:

“trong d6 m nam trong khoang tir 3 &n 3.000, va Y va Y' doc 13p dugce chon tir nhom
bao gdbm R, OR, COOR, SR, NHR, NRR', ONHR, NHOR, NRNH,, NHNHR,
NRNHR', va NHNRR/, trong @6 R va R' doc 18p dugc chon tir nhém bao gém cac
hydrocacbon mach nhanh hodc mach thing c6 6-30 nguyén tir C tily y duoc thé bang
mdt hodc nhiéu phan tir thé wa nudc, cac hydrocacbon vong hodc da vong c6 6-30
nguyén tir C tity y dugc thé bang mot hodc nhiéu phin tir thé wa nudc, va chc axit
amin, peptit va polyme ky nudc.
hodc

trong d6 polyme nay c6 cdu tric:

e **"O/U\ SJ’) TOCHCH b

X@W—H *W G
R O O 1

trong d6 m nim trong khoang tir 3 dén 3.000, W 13 O hodc NH, va Y va Y' doc 1ap
dugc chon tir nhém bao gdbm R, COR, COOR, CONHR, CONRR', CONHOR,
CONRNH,, CONHNHR, CONRNHR', va CONHNRR/, trong d6 R va R' doc lap
dugc chon tir nhdém bao gém cac hydrocacbon mach nhanh ho#c mach th'fmg c6 6-30
nguyén t C tiy y dugc thé bing mot hodc nhiéu phin tt thé wa nude, cic
hydrocacbon vong hodc da vong c6 6-30 nguyén tir C tiy y duoc thé bing mot hodic

nhiéu phan tir thé wa nude, va cac axit amin, peptit va polyme Ky nudc;
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hoic

trong d6 polyme nay c6 ciu tric:

trong 6 m nam trong khoang tir 3 dén 3.000, W 1a O hodc NH, va R va R' doc 1ap
dugc chon tir nhom bao g6m cac hydrocacbon mach nhanh hodc mach théng co 6-30
nguyén tir C tily ¥ duoc thé bing mot hodc nhidu phdn tir thé wa nuéc, cac
hydrocacbon vong hodc da vong c6 6-30 nguyén tir C tly y duoc thé bing mot hoidc

nhi€u phan tir thé va nudce, va cac axit amin, peptit va polyme Ky nude.

8. Peptit dugc chon tir nhom bao gf‘)m KGWKHWVYC(NH,), va
KGWKOWVYC(NH,).
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Miic giam trong lugng co thé, 7 ngay
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