BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

comeesmonmeroe o HEH N0
CUC SO HUU TRi TUE
1-0028338
(517 AGIK31/353; CO8B 37/08; COSG (13) B
65/331; A61K 47/48
(21) 1-2016-04838 (22) 08/05/2015
(86) PCT/SG2015/050104 08/05/2015 (87) WO 2015/171079 A1 12/11/2015
(30) 10201402244S 09/05/2014 SG
(45) 25/05/2021 398 (43) 26/02/2018 359A

(73) AGENCY FOR SCIENCE, TECHNOLOGY AND RESEARCH (SG)
1 Fusionopolis Way, #20-10 Connexis, 138632 Singapore, Singapore

(72) MOTOICHI, Kurisawa (SG); NUNNARPAS, Yongvongsoontorn (SG); YING,
Jackie Y. (SG); CHUNG, Joo Eun (SG); BAE, Ki Hyun (SG); TAN, Min-han (SG);
LEE, Esther (SG).

(74) Cong ty Luat TNHH LEADCONSULT (LEADCONSULT)

(54) PHUC HOP NANO MIXEN VA PHUGNG PHAP TAO THANH PHUC HOP NAY
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cip

Sang ché nay dé cap dén phttc hgp nano mixen ding trong viéc phan phdi thube va
phuong phap tao thanh phitc hop nay. Sang ché nay con d& cap dén chit lién hop polyme-
flavonoit chtta polyme lién két véi vong B cua flavonoit va phuong phép tao thanh chat nay.

Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Héa tri 1 mot trong nhitng phuong phép chita bénh ung thu phd bién nhit, phuong
phdp nay st dung thubc hoa hoc gy doc té bao dwa vao co thé thong qua duong udng va
duong tiém. Thach thic 16n trong céc loai thude ubng chéng ung thu thong thuong do 1a su
phan bd khéng ddng déu lugng thude trong co thé, din dén ngd doc va cac tdc dung phu
nghiém trong. Ngoai ra, hiéu qua didu tri cta cac loai thude ubng bi gidi han boi kha ning
sinh hoc thip vi cac loai thudce nay phdi di qua duodng tiéu hoa. Trong vai thap ky qua, cac
nha nghién ctru da tap trung vao viéc phaét trién co ché phan phéi thube dé khic phuc nhiing
han ché cua loai thudc uéng thong thuong béng cach cai thién tinh dugc dong hoc va su
phan bd sinh hoc cua thudc.

Trong nhitng nim gin day, chét catechin trong tra xanh da duoc nghién ctru rong rai
vi loi ich sttc khde con ngudi, chit nay c6 thé phong ngira cic bénh tim mach va ung thu.
Trong cac loai catechin trd xanh thi chit epigallalocatechin-3-galat (EGCG) chiém nhiéu
nhit va ddy ciing 1a chit dong vai trd chinh trong céc loi ich ciia tra xanh. Nhiéu nghién ctru
da chitng minh, EGCG 1a chit chéng oxy hoa, dai thao dudng, khang khudn, chéng viém va
giam cholesteol. Hon nita, chat ndy da dugc ching minh ¢6 hiéu qua trong viéc e ché su
hinh thanh c4c gbc tu do trong co thé, ngin can hinh thanh cac khdi u hay té bao bt thudng.

Maic du c¢6 nhitng kha nang nhu mong doi, cac Gtng dung 14m sang cia EGCG bj han
ché do két ciu khong bén vitng va tinh kha dung sinh hoc ctia dudng ubng thip. Vi duy,
EGCG s& khong bén viing va d& bi phan hiy trong moi truong sinh ly hoc. Nghién cttu cho
raing EGCG c¢6 chu ky ban rd ngin dudi 30 phut trong 0.05M dung dich mubi dém phosphat
(PBS) (pH7.4) tai nhiét do 37°C. Ngoai ra, EGCG di vao bing duong miéng phai trai qua
qué trinh thiy phan trong dich da day, lam suy thoéi sy trao ddi chat trong dudng tiéu hoa.
Két qua 13, ndng d6 EGCG trong huyét tuong khong du dé dat dugc hiéu quéa diéu tri nhu
mong mudn khi sir dung bang dudng udng. Tai lisu WO2011112156 da boc 16 hop chét cia
chét phén phéi chra mot géc hoéa hoc va it nhit mot flavonoit. Flavonoit ton tai & dang
monome hodc dime trude khi lién két va van & dang monome hoic dime sau khi lién két. Tt
nhat 13, hop chit bao gdm hai flavonoit. Chét phan phdi duge gin & vi tri C6 v&/ hodc C8
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cia vong A clia flavonoit. Mot phuong tién phan phdi chét chéng ung thu bao gdm chét
chéng ung thu va hop chét ciing duge cung cép.

Do vy, phat sinh nhu cdu cung cip mot hé thdng phan phdi thube c6 thé cai thién
duoc tinh trang ctia nhitng nhugc diém néu trén. Ngoai ra cin phai dua ra phuong phap hinh
thanh hé théng phan phéi thude do.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Do d6, d¢ dap ing cac nhu cau trén, theo khia canh diu tién, sang che¢ dé cdp dén
phttc hgp nano mixen chira mixen va dugc chit boc trong mixen nay. Mixen ndy chira chét
lién hop polyme-flavonoit, trong d6 polyme dugc lién két véi vong B cia flavonoit.

Phttc hop nano mixen dugc st dung nhur mot hé théng phan phdi thube. Phic hop
nano mixen c¢6 kich thudc nho nhung kha nang tai thube cao, rat thuan loi trong viéc phan
phéi thudc dén cac khdi u muyc tidu. Mot loi ich khac do 1a sy gidi phdéng lién tuc cac chét c6
thé thuc hién bing céch sir dung phirc hop nay trong diéu kién sinh Iy hoc. Thuan lgi hon,
phttc hgp nano mixen c6 thé 1a mot phuong tién phén phdi diy hira hen cho mot loat cac
chit chéng ung thu khong tan trong nude. Hon nita, phirc hgp nano mixen c6 thé trc ché su
phét trién ctia khdi u mét cach dang ké cling v6i viée giam doc tinh ctia cac chét di vao bang
duong ubng. Thém vio do, phirc hop nano mixen c6 thé duge coi 13 mot hé théng phan phéi
thude ddc déo va hidu qua véi cac yéu td didu tri két hop tir co ché phan phéi thudc hay chét
mang mixen va cic dugc chit.

Dugc chét ¢6 thé 1a doxorubicin (mdt loai khéang sinh anthacycline tri ung thu). Phic
hop nano mixen boc doxorubicin duy tri sy giai phong thude. Nguyén nhén giai phong thude
lién tuc 14 do sy tuong tdc manh mé& gitta EGCG va doxorubicin trong phirc hgp nano mixen.
Thém vao do, trong mdt sb phuong phép, chi c6 mot truong hop vd bién dugce kiém soat
ngay tai giai doan dau, cho théy réng cac phéan t&r doxorubicin dd duoc boc 6n dinh trong
phtrc hgp nano mixen. Vi d6 ro ri thue thap nhu vay 1a thuc su can thiét @& dam bao hiéu
qua diéu tri t8i da voi it tac dung phu nhét, khi céac phan tr thube dugc boc trong phic hgp
nano mixen s&€ khong bi ro ri sém trong qua trinh luu thdng trong mau. Tham chi, phic hop
nano mixen con dugc ap dung trong viéc str dung thude doxorubicin bing dudng udng trong
qué trinh didu tri ung thu.

Dugc chét co thé 1a sunitinib (SU) va flavonoit ¢6 thé 1a epigallalocatechin-3-galat
(EGCG). Cac phirc hop nano mixen c¢6 thé duy tri sy giai phéng thube lién tuc cia SU.
Thém vao do, trong mot s6 phuong phap, hiu nhu khong phat hién bit ky su v& bién nao,
cho thiy cac phan tir SU da dugc boc dn dinh trong phtrc hgp nano mixen.
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Trong mét phwong phép, flavonoit c¢6 thé 13 mét flavonoit monome. Trong phuong
phap khéc, flavonoit c6 thé 1a dang dime. Phic hop nano mixen chtra flavonoit monome cé
thé din nhanh va nhidu sy gidi phéng SU hon so v6i nano mixen chtra flavonoit dime. P& c6
hiéu qua thi c4n c¢6 sw twong tic manh mé& hon gitta SU va flavonoit dime.

Phtrc hop nano mixen cé thé 1am giam cac tac dung phu ctia thuéc nhu thude SU
bz"mg cach boc 6n dinh céc chit bén trong chung va phan phéi dén c4c khu vuc muc ti€u. Do
d6, phirc hgp nano mixen s& cung cép céc yéu t§ didu phdi 6 loi giita SU va EGCG.

Céc phirc hgp nano mixen chita SU dugc ting cudng cic yéu td tac dung 1én khéi u
trong co thé khi so sanh véi khoéng sit dung SU. Phitc hgp nano mixen chira SU it ¢6 tac
dung phu d6i véi co thé khi so sénh véi khong str dyng SU. Liéu luong it phuc hop nano
mixen chita SU dugc yéu ciu so sénh véi khong st dung SU dé dat hiéu qua tuong tu. Nhan
t6 trc ché cua phtrc hgp nano mixen chira SU duge duy tri trong mot khoédng thoi gian dang
ké, ngay ca khi dimg viéc diéu tri.

Céc phirc hop nano mixen chita SU din dén viéc giam ndng do trong huyét tuong SO
v6i khi khong str dung SU, din dén it anh hudng bt lgi caa SU. Mirc giam niy trong nong
d6 huyét tuong 14 do sy tuong tac giita c4c flavonoit va SU, cling nhu ting cudng do thim
thdu va luu gift (EPR) cung cép bai cac hat nano mixen.

Theo khia canh thir hai s& cung cip mot phuong phép @ tao thanh mot phtrc hop
nano mixen gdm mdt mixen va mét chit dugce boc trong mixen nay, phuong phap nay ¢ cac
bude nhu sau: (a) thém chét néu trén vao mot dung mai thich hop véi chét lién hop polyme-
flavonoit, trong dé polyme dugc lién két véi vong B cua flavonoit; (b) cho phép mét mixen
tu Idp rép gdm polyme-flavonoit néu trén va boc cc chit trong mixen dé tao thanh phte hop
nano mixen.

Phirc hgp nano tur Idp rap trong cht lién hop polyme-flavonoit va cic dwogc chat. Su
tao thanh clia phirc hop nano d4 dat duoc bang cich sit dung thudc tinh lién két gitra cac
flavonoit véi cac duge chit.

Theo khia canh thit ba, cung cép mdt chét lién hop polyme-flavonoit c6 polyme lién
két véi vong B cua flavonoit.

Flavonoit dugc két hop véi polyme. Trong phuong phép nay, polyme c6 thé 13
polyetylen glycol (PEG). Cac hat nano polyme tranh do thanh thai cua than va do chén ép
boi hé vong ndi mé (RES), cho phép tich tu lién tuc trong khéi u bing hiéu ung EPR. PEG
6n dinh trong mixen dua ra mét plasma véi ntra chu ky dugce kéo dai hon so véi cic mixen
nguyén ban bdi cac chudi bé mit PEG ngin chin sw nhén dang va giai phong béi hé vong
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ndi m6 (RES) trong co thé. Hon nita, PEG c6 thé duoc sir dung dé thay d6i bé mat cua
mixen polyme va c4c hat nano d€ tao ra cdc bé mit chong bam ban.

Theo khia canh tht tu, trong d6 cung cdp mét phwong phap tao thanh chat lién hop
polyme-flavonoit nhu d4 1am rd & trén bao gdm cac bude lién két flavonoit véi polyme
théng qua phan Ung cdng 4i nhén trong cic didu kién co ban, trong d6 polyme nay c¢6 nhém
ai nhan tu do.

Céc chét lién hop polyme-flavonoit duge tong hop qua phan ung cdng ai nhan vai do
pH co ban. Qua trinh lién két dwoc thuc hién bang phan tmg cdng 4i nhan cia mot nhom 4i
nhin giéng nhr nhém thiol, cua polyme nhu PEG & vi tri C2’ trén vong B cta flavonoit
trong didu kién pH dwoc kiém soat.

Trong mot phuong phap, polyme 14 polyetylen glycol (PEG) va nhém 4i nhan tu do 13
thiol. Ortho-quinone khuyét electron ctia flavonoit gidng nhu EGCG c¢6 thé phan Gng véi
nhom di nhan nhur v6i cac nhém thiol. Cac nhém thiol xuét hién trong nhiéu loai cia céc
phan tr sinh hoc gdm cystein, glutathione, va céc protein. EGCG c¢6 thé lién két cOng hda tri
voi cystein két tia trong cdc protein trén mang té bao hong cdu cia con nguoi va
glyceraldehyde-3-phosphat dehydrogenase (GAPDH). Ngoai ra, cac san phim ctia lién két
cong héa tri cia EGCG hinh thanh khi bi oxy héa trong cystein va glutathione. Hon nita, két
qué c4c hop chit cystein cia EGCG c¢6 thé biéu hién c4c hoat dong ctia chit oxy héa cao hon
EGCG, trong khi duy tri sy &c ché ting trudng cla ching va cac hoat dong chéng viém.
Thém vao d6, N-acetyl cystein-conjugated EGCG c6 thé ting cudng su te ché ting trudng
va céc yéu té giy chét rung té biao cia EGCG chdng lai céc t& bao ung thu phdi & chudt va
con nguoi.

Theo khia canh thir ndm, trong d6 cung cp céch sir dung phirc hop nano mixen bao
gém mét mixen va duge chit duge boc trong mixen ndy nhu mdt phuong tién phan phdi
thude, trong d6 mixen gbm chét lién hop polyme-flavonoit, polyme nay dugc lién két véi
vong B cua flavonoit.

Co phtrc hgp nano mixen s& ¢6 tic dung chdng ung thu cao hon so vdi viée chi co cac
duoc chit ty do hoat dong. Phirc hop nano mixen 1am giam thiéu c4c tac dung phu ctia thude
nhu thubc Suhitinib (SU) bang cach boc ky dwgc chét lai va phan phdi ching téi khu vuc
muyc tiéu. Hé thdng phén phdi nay con cung cip cac hiéu ng didu phdi co loi.

Theo khia canh thir séu, trong d6 cung cép phirc hop nano mixen nhu d3 dé cap & trén
cho viéc didu tri khéi u.

Theo khia canh thit bay, trong d6 sang ché mé ta viéc sir dung phtrc hgp nano mixen
nhu d4 d& cép & trén cho viéc san xuét thudc didu tri khéi u.
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Giai thich tir ngit

Nhiing tir va céc thudt ngir sau dugc str dung trong tai liéu nay c6 nghia chi ra:

“Vong B” clia mét flavonoit dé cdp dén mét phenyl duoc tity chon thay thé dwoc gin
v6i mot cdu tric vong kép (cdu tric vong kép duoc ciu tao tir mot vong benzene (A) sit lai

v6i vong 6 phén it (C)). Phenyl tily chon thay thé dwoc gin véi 2 vi tri trén vong C. BE lam
13 van dé nay, cac vong dugc ky hidu nhur sau:

[Cong thirc. 1]

Thuit ngit “epigallocatechin galat” d& cap dén mot este cua epigallocatechin va gallic
axit c6 thé duoc st dung thay thé cho “epigallocatechin-3-galat” hoic EGCG.

Cum tir “c4c chit lién hop PEG-EGCG” d& cép dén ca chét lién hop PEG-mEGCG
(EGCG monome) va chét lién hop PEG-dEGCG (EGCG dime), trir khi ¢6 quy dinh khic.

Tir “ddng ké” khong loai trlr “hoan toan” vi du mot thanh phin “ty do dang ké” tr Y
c6 thé hoan toan tur do tir Y. Trong trudng hop cén thiét, tr “dang ké&” c6 thé dwge bo qua
trong muc giai thich tir ngit trong sang ché nay.

Trir khi c6 quy dinh khéc, cac thuit ngit “chira” va “bao gém”, va cac bién thé ngit
phap cua ching, duge ding dé dai dién cho tir “mé ra” hodc “bao gdm” nhu viy ma chung
gbm céc yéu tb giai phap thuét lai nhung ciing cho phép bao gdm céc théng tin bd sung, cac
yéu tb khong thuat lai.

Khi sir dung trong tai liéu ndy, thudt ngir “khoang” trong ngft canh vé& ndng do céc
thanh phan trong cong thirc, thudng c6 nghia la +/- 5% gia tri ghi, +/- 4% gi4 tri ghi, +/- 3%
gia tri ghi, +/-2% gia tri ghi, thdm chi 1a +/- 1% gia trj ghi, hay hon nita 1 +/- 0.5% gia tri
ghi.

Trong phan 1am rd cdc van d& ndy, cic phuong phéap dugc dé cip trong mot pham vi
nhat dinh. Nén hiéu rang cdc m6 ta trong pham vi ndy chi don thuan gitip thuén tién va ngin
gon hon va khéng nén hidu ddy 13 gi6i han cta pham vi sang ché d& cap dén. Theo d0, cac
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mo ta theo mot pham vi can dugc hiéu 13 1am rd mot cach chi tiét tit ca nhiing vin @& nho
hon ciing nhur ting gi tri s§ trong vin dé d6. Vi du, mé ta trong pham vi tr 1-6 nén duge
hiéu 13 1am 18 mot c4ch chi tiét cac ving nho hon nhw tir 1 dén 3, tlr 1 dén 4, tir 1 dén 5, tir 2
dén 4, tir 2 dn 6, tir 3 dén 6, v.v... ciing nhu timg sb trong ving d6 nhv 1, 2, 3, 4, 5 va 6.
Piéu nay dugc ap dung ma khong phu thudc vao gidi han ciia pham vi.

Céc phuong phép dugc d& cap ciing dwoc md ta mot cach chung va khai quat trong tai
liéu nay. Mdi pham trit duge thu hep va phin nhém trong mot pham vi chung cfing 14 mot
phan clia van dé duge 1am 5. Diéu ndy gdm céc mé ta chung cia cac phuong phap vai mot
quy dinh hoiic gi6i han tiéu cuc loai bod bét ky van d& nao tr cing mot loai, bat k& c6 hay
khong céc tai lidu bi lwge béd duoc thuit lai mot cach chi tiét trong tai li€u nay.

M0 ta van tat cac hinh vé
Céc ban v€ kém minh hoa 1am rd mot phwong phéap va cung cip phan giai thich cic
y€u to co ban cia phuwong phap nay. Sdng ché nay can dugc hi€u mét cach rd rang, tuy nhién

céc ban v& chi duge thiét ké cho muc dich minh hoa va dé khéng phai 1a gidi han cia sang
ché nay.

Hinh 1 13 so db tong hop caa chit lién hop PEG-mEGCG (108). Thiol-functionalized
PEG (PEG-SH) (102) dugc két hop véi EGCG (104) trong 1:3 (v/v) hdn hop DMSO va
nude ¢ do pH co ban (106);

Hinh 2 13 biéu d6 quang phé UV-Vis cia cht lién hop PEG-EGCG (202) va PEG
(204) hoa tan trong nuéce khir ion hoéa & ndng do 0.5mg ml-1.

Hinh 3 Ia biéu d6 séc ky ciia HPLC ciia EGCG (302) va chét lién hop PEG-mEGCG
(304). Cac mili tén chi dinh cuc dai ciia miu thir duoc gidm sét tai 280 nm.

Hinh 4 12 d6 thi thé hién muc d6 lién hop ciia chit lién hop PEG-mEGCG nhu mot
dic trung vé thoi gian phan {mg.

Hinh 5 12 biéu d6 quang phd 'H NMR cua chét lién hop PEG-EGCG hoa tan trong
D,0.

Hinh 6 13 so db cho thiy sy tao thanh ctia phirc hgp nano mixen doxorubicin/PEG-
mEGCG.

Hinh 7 13 so db biéu thj kich thuéc (so dd A) va tidm nang zeta cua phtrc hop nano
mixen doxorubicin/PEG-mEGCG (so dd B) dugc didu ché véi ty 18 khdi luong PEG-
mEGCG:doxorubicin khic nhau. Kich thudc va tiém ning zeta cta phttc hop nano di chuin



28338

bi (cot den, 702) duoc so sanh véi kich thude va tiém nang zeta cta phirc hop nano hoan
nguyén (cot chéo,704).

Hinh 8 1a dd thi cho théy hiéu qua dan thude (66 thi A) va lugng thude duoc nap (dé
thi B) ctia phttc hop nano mixen doxorubicin/PEG-mEGCG dugc didu ché véi ty 18 khéi
lugng doxorubicin/PEG-mEGCG khac nhau.

Hinh 9 13 so d6 md ta so lwoc mirc giai phong thude cla phttc hgp nano mixen
doxorubicin/PEG-mEGCG trong PBS (dung dich mubi dém phosphat) (pH7.3) tai 37°C. Ty
18 khéi lugng PEG-mEGCG:doxorubicin 12 1:1.

Hinh 10 14 so dd minh hoa sy tao thanh ctia phtrc hgp nano mixen SU/PEG-EGCG.

Hinh 11 14 d6 thi biéu hién thé tich (dd thi A), PDI (dd thi B) va tiém ning zeta (dd
thi C) ctia phtrc hgp nano mixen SU/PEG-EGCG vé6i ty 1¢ khdi lugng PEG-EGCG:SU khac
nhau.

Hinh 12 13 d6 thi biéu hién hidu qua din thudc (d thi A) va lugng thude duge nap
(dd thi B) clia phirc hop nano mixen SU/PEG-EGCG duogc didu ché véi ty 16 khdi luong
PEG-EGCG:SU khac nhau.

Hinh 13 1a dd thi md ta so lugc mic gidi phéng thudc ctia phirc hop nano mixen
SU/PEG-mEGCG (db thi A) va phirc hgp nano mixen SU/PEG-dEGCG vé6i ty 18 khdi luong
PEG-EGCG:SU khac nhau trong PBS (pH7.3) tai 37°C (db thi B).

Hinh 14 12 so d biéu thi trong lugng co thé con chudt dugc do hang tudn khi dugc
cho diéu tri ubng SU (60mg/kg) hing ngay so voéi viéc chiing nhan phtrc hop nano mixen
SU/PEG-EGCG (véi ty 1€ khéi luong PEG-EGCG:SU xéac dinh) va nhém kiém soat.

Hinh 15 14 so dd cho thiy kich thu6c khdi u (db thi A) (dinh lvong bing tin hiéu phat
quang) va (B) la nhitng hinh anh phédt quang cta chudt diéu tri phtrc hop nano mixen
SU/PEG-EGCG (véi ty 1¢ khi lugng PEG-EGCG:SU xéc dinh), didu tri SU bing dudng
ubng, va khong didu tri.

Hinh 16 14 biéu dd trong lwong co thé con chudt duoc do khi hing ngay didu trj SU
bang dudng udng (40 va 15mg/kg) so véi viée ching nhan SU/PEG-mEGCG 8:1 phttc hop
nano mixen va nhoém kiém sodt.

Hinh 17 1a d6 thi cho thiy kich thu6c khdi u trong con chudt didu tri SU/PEG-
mEGCG 8:1 phtrc hop nano mixen, diéu tri SU béng duodng uéng, va khong diéu tri.

MBS ta chi tiét cac phwong 4n thwe hién sang ché
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Theo vi du, cac phuong phép khong gidi han cia phirc hgp nano mixen s& dugc lam

r0 sau day.

Phtrc hgp nano mixen gom mét mixen va dugc chat dugce boc trong mixen nay, mixen
gom chat lién hop polyme-flavonoittrong d6 polyme lién két v4i vong B ciia flavonoit.

C6 it nhit mét flavonoit lién két véi polyme. C6 it nhét hai flavonoit lién két véi mot

polyme.

Céc polyme lién két véi flavonoit thong qua mot lién két. Lién két nay c6 thé 1a bit
ky nhom hoéa chét nao c6 thé néi cac polyme va flavonoit lai véi nhau. Lién két nay c6 thé
duoc chon tir nhém gém thioete, imin, amin, azo va nhém 1,2,3-triazol. Lién két nay co thé
thuéc nhém Alkan. Lién két ndy c6 thé xudt hién gitta bat ky céc phan cia polyme va
flavonoit, hodc c6 thé xut hién gitta mot gbc cua polyme véi bit ky phin nao cia flavonoit.

Cac flavonoit dugc chon tir nhom gém mot flavonoit monome hodc mot flavonoit
dime. Flavonoit monome bao gdm mét phan tir flavonoit. Flavonoit dime bao gdm hai phan
ttr flavonoit dugc lién két lai v6i nhau bdi mot méi lién két. Mot trong céc phén tu flavonoit
ctia flavonoit dime c6 thé duoc lién két véi polyme. Ca hai phan tir flavonoit trong flavonoit
dime c6 thé duoc lién két mot cach doc 1ap vdi polyme. Khi mét flavonoit xuat hién trong
chét lién hop néu trén, thi flavonoit ndy dugc lién két v6i polyme qua vong B. Khi mot
flavonoit duogc lién két v&i chét lién hop trén thi flavonoit duwogc lién két véi polyme qua

vong D.

Khi c6 nhiu hon mot flavonoit xuat hién trong chét lién hop thi c6 it nhit mot trong
céc flavonoit duoc lién két v6i polyme thong qua vong B. Cac flavonoit con lai lién két véi
polyme thong qua vong A. Khi ¢ nhiéu hon mdt flavonoit xuét hién trong chét lién hop thi
¢6 it nhit mét trong cac flavonoit dugc lién két v6i polyme théng qua vong B. Céc flavonoit
con lai lién két véi polyme théng qua vong B. Khi ¢6 nhiéu hon mét flavonoit xuit hién
trong chit lién hop thi c6 it nht mot trong cic flavonoit dugc lién két véi polyme théng qua
vong B. Céc flavonoit con lai lién két v6i polyme théng qua vong D.

Khi c6 nhiéu hon mét flavonoit xuét hién trong chét lién hop thi c6 it nhat mét trong
cac flavonoit duge lién két véi polyme thong qua vong D. Céc flavonoit con lai lién két véi
polyme thong qua vong A. Khi c6 nhidu hon mot flavonoit xuit hién trong chit lién hop thi
c6 it nhat mot trong cac flavonoit dugc lién két v6i polyme thong qua vong D. Céc flavonoit
con lai lién két vé6i polyme thong qua vong B. Khi ¢6 nhidu hon mét flavonoit xuit hién
trong chét lién hop thi ¢6 it nhit mét trong cac flavonoit dwgc lién két véi polyme théng qua
vong D. Céc flavonoit con lai lién két v6i polyme théng qua vong D.
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Polyme c6 thé 13 polyme wa nuéc. Polyme wa nuéc niy gém céc don phan dugc chon
tr nhom gém acrylamit, alkyl, oxazolin, alkenyl, hop chét chuc imin, axit acrylic,
metacrylat, diol, oxiran, ruqu, amin, cic anhydrit, este, lacton, cacbonat, thioete axit, acrylat,
hydroxyl, phosphat, terephtalat, amit va ete.

Polyme wa nuwéc dwoc chon tr nhém gdm polyacrylamit, poly (N-
isopropylacrylamit), poly (oxazolin), polyetylenimin, poly (axit acrylic), polymetacrylat,
poly (etylen glycol), poly (etylen oxit), poly (vinyl alcohol), poly (vinylpyrolidinon),
polyete, poly (allylamin), polyanhydrit, poly (B-amino este), poly (butylen sucxinat),
polycaprolacton, polycacbonat, polydioxanon, poly (glyxerol), axit polyglycolic, poly (axit
3-hydroxypropionic), poly (2-hydroxyetyl metacrylat), poly (N-(2-hydroxypropyl)
metacrylamit), axit polylactic, poly (axit lactic-co-glycolic), poly (ortho este), poly (2-
oxazolin), poly (axit sebacic), poly (terephtalat-co-phosphat) va copolyme.

Polyme wa nuéc c6 thé 1a mot polysacarit duwgc chon tr nhém gom axit hyaluronic,
dextran, pullulan, chitosan, xenluloza, amyloza, tinh bét, gelatin, carrageenan, cyclodextrin,
dextran sulfat, ficoll, gellan, gébm guar, pectin, polysucroza, pullulan, scleroglucan, xanthan,
xyloglucan va alginat.

Polyme wa nuéc co thé 1a polyetylen glycol (PEG). PEG 1a mjt polyme tong hop
dugce st dung trong cac img dung sinh hoc vi tinh wa nude, linh hoat va tinh twong thich sinh
hoc ctia n6. Cu thé 1a PEG da duoc st dung dé thay dbi bé mat cia cic mixen polyme va céc
hat nano dé tao ra cc bé mét chéng bam ban.

Polyetylen glycol (PEG) dugc chon khi polyme dugc lién két véi flavonoit. Quad trinh
lién két dugc thuc hién béng phan Ung cdng 4i nhan nhém thiol cia PEG tai vi tri C2’ cla
vong B trén flavonoit trong diéu kién kidm soat do pH.

Flavonoit duwgc chon tir nhém gdm cac flavon, isoflavon, flavan, proanthoxyanidin va
anthoxyanidin.

Céc flavon dugc chon tir nhom gém apigenin, luteolin, tangeritin, chrysin, 6-
hydroxyflavone, baicalein, scutellarein, wogonin, diosmin, flavoxate va 7.8-
dihydroxyflavone.

Céc isoflavon dwgc chon tir nhém gdm genistein, daidzein, glycitein, genistin,
daidzin, glycitin, acetyl-genistin, acetyl-daidzin, acetyl-glycitin, malonyl genistin, malony]-
daidzin va malonyl-glycitin.

Cac flavan dugc chon tir nhém gdm (-)-epicatechin, (+)-epicatechin, (-)-catechin, (+)-
catechin, epicatechin galat, epigallocatechin, epigallocatechin galat, fisetinidol,
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gallocatechin, gallocatechin galat, mesquitol and robinetinidol, ellagitannin, gallotannin,
oolongtheanin, phlorotannin, tannin, theacitrin, theadibenzotropolone, theaflavin,
theanaphthoquinone, thearubigin, theasinensin va hon hgp cia chiing.

Cac anthoxyanidin dugc chon tir nhém gom aurantinidin, capensinidin, cyaniding,
delphinidin, europinidin, hirsutinidin, malvidin, pelargondin, peonidin, petunidin,
pulchellidin va rosinidin.

Dugc chét 1a thubc tri lidu. Thudc tri lidu 1a mot chat hoa trj lidu duogc chon tir nhém
gdm alkylating agent, antraxycline, b khung té bao disruptor, epothilon, chét trc ché histon
deaxetylaza, chét trc ché topoisomeraza I, chit (rc ché topoisomeraza II, chit rc ché kinaza,
cac khang thé don dong, céc li€n hgp khang thé-thudc, cac chét twong tw nucleotit, cac chét
twong tu tién chit, khang sinh peptide, cac chét trj lidu bach kim, retinoit, vinca alkaloit,
cytokine, cac chit chéng chuyén héa, va cac din xuit vinca alkaloit, va cac thudc héa hoc
giy doc té bao khac.

Céc chét hoa tri liéu dugc chon tir nhém gém actinomycin, afatinib, all-trans retinoic
axit, axitinib, azacitidine, azathioprine, bevacizumab, bleomycin, bosutinib, bortezomib,
carboplatin, capecitabine, cetuximab, cisplatin, chlorambucil, crizotinib, cyclophosphamit,
cytarabine, dasatinib, daunorubicin, docetaxel, doxifluridin, doxorubicin, epirubicin,
epothilon A (CysH39NOgS), epothilon B (C,7H,NO¢S), epothilon C (Ca6H39NOsS), epothilon
D (Cy7H41NOsS), epothilon E (C,6H3oNO5S), epothilon F (Cy7H41NO;S), erlotinib, etoposide,
fluorouracil, fostamatinib, gefitinib, gemcitabin, hydroxyurea, idarubicin, imatinib,
irinotecan, lapatinib, lenvatinib, mechlorethamin, mercaptopurine, methotrexate,
mitoxantrone, nilotinib, oxaliplatin, paclitaxel, panitumumab, pazopanib, pegaptanib,
pemetrexed, ranibizumab, regorafenib, ruxolitinib, sorafenib, sunitinib, trastuzumab,
teniposide, tioguanin, tofacitinib, topotecan, valrubicin, vemurafenib, vinblastin, vincristine,
vindesine, vinorelbine.

Céc chat héa tri liéu c6 thé 1a doxorubicin.

Cac chat héa tri liu c6 thé 1a Sunitinib (SU). SU Ia mét chét gay tre ché tyrosine
kinaza da muc tiéu va 1a liéu phap diu tién didu tri té bao ung thu biéu mé & bao than
(ccRCC). Cu thé, SU nhim vao cic thu thé yéu t4 tang treong ndi mac mach mau (VEGF)
va cac yéu tb ting truéng c6 ngudn gbc tir tidu cAu (PDGF), céc yéu tb nay doéng vai tro
trong viéc hinh thanh mach méu cia khéi u va su phét trién ctia khéi u d6, dan dén giam su
tao mach cho dén khi cac té bao ung thu bi chét. Chét ndy da dwgc chép thuan sir dung trong
diéu tri ung thu than (RCC) diéu tri cac khdi u md dém duong tiéu hoa (GIST) va céc khdi u
thin kinh noi tiét tuyén tuy (pNET) SU ciing duge chitng minh 13 ¢6 tiém ning chira ung
thur vii di cén, ung thu phi tiéu bao phdi, ung thu biéu mé t& bao gan, cic khéi u thude tuyén
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ndi tiét than kinh va bénh bach ciu. Tuy nhién, né c6 thé c6 tac dung phu nghiém trong nhu
anh hudng dén gan, tim va nhi®m doc duong tiéu héa, ting huyét ap, cac van dé vé da va hoi
chiing tay-chan.

Phtrc hop nano mixen c6 kich thudc trong khoang tir 30 dén 300 nm, 50 dén 300 nm,
100 dén 300 nm, 30 dén 50 nm, 30 dén 100 nm, 30 dén 150 nm, 150 dén 300 nm, 200 dén
300 nm, 250 dén 300 nm, 100 dn 150 nm, 100 dén 200 nm, 100 dén 250 nm, 130 dén 180
nm, hoic 130 dén 250 nm.

Phirc hop nano mixen c¢6 hiéu qua din thudc diéu tri trong mixen 13 hon 30%, hon
35%, hon 40%, hon 45%, hon 50%, hon 55%, hon 60%, hon 65%, hon 70%, hon 75%, hoac
80%.

Phitc hop nano mixen ¢ lugng tai thudc diéu tri trong mixen trog khoang tir 1 dén
10% trong lugng, 5 dén 25 % trong lugng, 20 dén 45 % trong lugng, 30 dén 50 % trong
lwong, 35 dén 50 % trong lugng, 40 dn 50 % trong lwong, 45 dén 50 % trong lrong, 30 dén
35 % trong luong, 30 dén 40 % trong lugng hoic 30 dén 45 % trong lugng.

Phuong phép tao thanh phirc hgp nano mixen chitra mixen va dwge chét duoc boc
trong mixen, phuong phép nay bao gdm cic bude nhu sau:

a. thém duogc chit néu trén trong dung mdi thich hop vao chit lién hop polyme-
flavonoit, trong d6 polyme nay 13 polyme wa nuéc duge lién két véi vong B cua flavonoit
nay; va

b. cho phép qua trinh ty ghép ndi ctia mixen chtta chit lién hop polyme-flavonoit néu
trén va s bao nang cia dugc chit ndy trong mixen d tir d6 tao thanh phtrc hop nano mixen.

Budéce (a) con gom cac bude sau:

a. loai bo dung méi dé tao thanh 16p mang khd cta duoc chit néu trén va chit lien
hop polyme-flavonoit; va

b. hydrat hoa 16p mang khé trén bing dung mdi chira nuée.

Phwong phép nay con chira cac bude tach phirc hgp nano mixen dugc tao thanh bing
céch loc hoic thim tach trong dung moi thich hop.

Chit lién hop polyme-flavonoitgdm mot polyme duge lién két véi vong B cua
flavonoit.

Polyme ctia chit lién hop polyme-flavonoit duge chon tir nhém gdm polysacarit,
polyacrylamit, poly(N-isopropylacrylamit), poly(oxazolin), polyetylenimin, poly(axit
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acrylic), polymetacrylat, poly(etylen glycol), poly(etylen oxit), poly(vinyl alcohol),
poly(vinylpyrolidinon), polyete, poly(allylamin), polyanhydrit, poly(B-amino este),
poly(butylen sucxinat), polycaprolacton, polycacbonat, polydioxanon, poly(glyxerol), axit
polyglycolic, poly(axit 3-hydroxypropionic), poly(2-hydroxyetyl metacrylat), poly(N-(2-
hydroxypropyl)metacrylamit), axit polylactic, poly(axit lactic-co-glycolic), poly(ortho este),
poly(2-oxazolin), poly(axit sebacic), poly(terephtalat-co-phosphat) va copolyme.

Flavonoit trong chit lién hop polyme-flavonoit duwgc chon tir nhém gdm (-)-
epicatechin, (+)-epicatechin, (-)-catechin, (+)-catechin, epicatechin galat, epigallocatechin,
epigallocatechin galat, fisetinidol, gallocatechin, gallocatechin galat, mesquitol and
robinetinidol, ellagitannin, gallotannin, oolongtheanin, phlorotannin, tannin, theacitrin,
theadibenzotropolone, theaflavin, theanaphthoquinone, thearubigin, theasinensin va hén hop
cua chung.

Polyme duoc ket hop véi flavonoit trong hO’p chit lién hop polyme-flavonoitthong
qua mot lién két, lién két nay duoc chon tir nhém gdm mét thioete, imin, amin, azo va nhém
1,2,3-triazol. Lién két nay c6 thé thugc nhém alkan, cé thé xuit hién gifta bt ky phan nao
ctia polyme va bét ky phan nao ctia flavonoit. Lién két ndy c6 thé xuit hién giita mot gde cua
polyme va bit ky phan nao cua flavonoit,

Polyme trong chit lién hop polyme-flavonoit c6 thé 14 poly (etylen glycol) flavonoit
trong chét lién hop polyme-flavonoitcé thé 1a epigallocatechin-3- -galat va mbi lién két néu
trén trong chit lién hop polyme-flavonoit c¢6 thé 14 thio ete.

Céc polyme flavonoit ¢6 cong thitc nhu sau:

Cong thirc 2

trong d6 n ¢ gia tri tir 20 dén 910.

Phuwong phdp tao thanh chit lién hop polyme-flavonoitgdm cac budc lien két
flavonoit v6i polyme qua phan tmg céng 4i nhan méi truong bazo, trong d6 polyme chua
nhoém &i nhén tu do.
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Nhém i nhdn duge chon tir cdc nhém gdm sulfhydryl, amin, carbonyl, thioete axit,
azide, halogen, ankin va alken. Cic nhém 4i nhan duoc chon tlr cdc nhém gom thiol, amin,
diazoalkan va azit.

Nhém 4i nhan c6 thé thuéc nhém thiol. EGCG trai qua qud trinh oxy héa véi su co
mit cua oxy dé tao thanh mét ortho- -quinone théng qua mét céch c6 lién quan dén cac gbc
semiquinone va cdc duge chit oxy héa. Ortho- -quinone khuyet electron trong EGCG phan
Ung v6i nhém 4i nhén thiol ¢6 mat trong phén tir sinh hoc gdm cystein, glutathione, va cac
protein. EGCG lién két dong héa tri v6i du luong cystein trong protein trén mang t& bao
hdng ciu & con nguoi va glyceraldehyde-3-phosphat dehydrogenase (GAPDH). Céc san
phém cong qua trj cia EGCG dugc hinh thanh khi bj oxy héa véi sy xuit hién ctia cystein va
glutathione. Két qué 13 cdc chit lién hop cystein cia EGCG c6 thé bidu hién céc hoat dong
clia cac chit oxy héa cao hon EGCG, trong khi duy tri sy rc ché ting trudng cia chiung va
cac hoat dong chéng viém. Thém vio do, N-acetyl cystein-conjugated EGCG c6 thé tang
cudng sy trc ché ting trudng va céc yéu tb gdy chét rung té bao cia EGCG chdng lai cac té
bao ung thw phdi & chudt va con nguoi.

Céc budc lién két dugc thuc hién trong mot thoi gian phan g tir khoang 1 tiéng dén
24 tiéng, khoang 1 tiéng dén 2 tiéng, khoang 1 tiéng dén 4 tiéng, khoang 1 tiéng dén 8 tleng,
khoang 1 tleng dén 12 tleng, khoang 2 tleng dén 4 tleng, khoang 2 tleng dén 12 tiéng,
khoang 2 tleng dén 12 tleng, khodng 2 tiéng dén 24 tleng, khoang 4 tleng dén 8 tleng,
khoang 4 tleng dén 12 tleng, khoéang 4 tleng dén 24 tiéng, khodng 8 tiéng dén 12 tiéng,
khodng 8 tiéng dén 24 tiéng, khoang 12 tiéng dén 24 tiéng.

Phuong phép con bao gém céc budce tién hanh cac bude licn két trong mot dung moi
c6 thé ngin chin dang ké su két tu flavonoit.

Phuong phép con bao gdm bude thém chit loc phén thira dé ngan chan qua trinh oxy

héa H,0, qua trung gian ctia nhém 4i nhan dé qua d6 ning cao hiéu qua ciia cic bude lién
két.

Mbi trudng bazo véi dd pH trong khoang tir hon 7 dén 10, hon 8 dén 10, hon 9 dén
10, hon 7 dén 11, hon 8 dén 11, hon 9 dén 11, hon 10 dén 11, hon 7, hon 8, hon 9, hon 10 va
hon 11.

Phirc hop nano mixen trong d6 gdm mét mixen va duoc chat duge boc trong mixen
nay nhu mot phuong tién phan phéi thudc, trong d6 mixen gdm mot chét lién hop polyme-
flavonoit, trong d6 polyme dugc lién két véi vong B cua flavonoit.

Phirc hop nano mixen cé thé su dung ngoai dudng tiéu hda, bang cach phun hit vao,
ding tai chd, qua truc trang, qua miii, m4, 4m dao, thong qua mdt éng chira duoc cdy ghép,
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bing dudng tiém, dung duéi da, mang bung, qua niém mac, bing dudng ubng hoic trong
ché pham nhén khoa.

Céc phuong phép st dung thudc ngoai duodng tidu héa goém tiém dudéi da, dép thude
dudi da, ti€ém vao tinh mach, tiém bap, tiém vao khdp, tiém vao bao hoat dich khdp, tiém
vao trong tiy cot sdng, ding thudc tai chd va tiém hoic truyén thube vao hop so.

Dugc chit trong phitc hop nano mixen c6 thé dwoc ding véi lidu lugng khoang 1 dén
khoang 80 mg/kg mdi ngay, khoang 1 dén 2 mg/kg mbi ngay, khoang 1 dén 5 mg/kg mdi
ngdy, khoang 1 dén khoang 10 mg/kg mdi ngay, khoang 1 &én 20 mg/kg mdi ngay, khoang 1
dén 50 mg/kg mdi ngay, khoang 2 dén 5 mg/kg mdi ngay, khoang 2 dén 10 mg/kg mdi ngay,
khodng 2 dén khoang 20 mg/kg mdi ngay, khoang 2 dén khoang 50 mg/kg mdi ngay, khoang
2 dén khoang 80 mg/kg mdi ngay, khoang 5 dén 10 mg/kg mbi ngiy, khoang 5 dén khodng
20 mg/kg mdi ngay, khoang 5 dén 50 mg/kg mdi ngdy, khoang 5 dén 80 mg/kg mdi ngay, co
khoang 10 dén 20 mg/kg mdi ngdy, c6 khoang 10 dén 50 mg/kg mdi ngdy , khoang 10 dén
80 mg/kg mdi ngay, cb khoang 20 dén 50 mg/kg mdi ngdy, c6 khoang 20 dén 80 mg/kg mbi
ngdy hodc khoang 50 dén 80 mg/kg mdi ngay.

Bénh nhan ung thu dwgc lwya chon tir cic nhém bénh ung thu nhu ung thu biéu md
thin, u lympho cé lién quan dén AIDS, ung thu hu moén, ung thu ruét thira, u bao hinh sao
cép I, u bao hinh sao cép II, u bao hinh sao cap III, u bao hinh sao cép IV, khéi u ac/dang
que ctia hé thdng thin kinh trung wong, ung thu biu mé té bao day, ung thu bang quang,
ung thu phé quan, ung thu biéu mé vach phé nang, ung thu hach Burkitt, ung thu ¢ tur cung,
ung thu két truc trang, ung thw dai truc tring, u so hiu, u lympho té bao T trén da, ung thu
ndi mac tr cung, ung thu t cung, u nguyén bao mang ndo thit, u mang nio thit, ung thu
thuc quéan, u nguyén bao than kinh khudéu gidc, ung thu mé lién két Ewing, khéi u té bao
méam ngoai so, khdi u t& bao mim extragonadal, ung thu éng din mat ngoai gan, u xo 4c
tinh, ung thu tii mat, ung thu da day, khéi u hach dudng ti€u héa, u mé dém dudng tiéu hoa,
u nguyén bao nudi do thai nghén, u thin kinh dém, ung thu déu va cd, ung thu tim, ung thu
té bao gan, ung thu dwong mét, u lympho Hodgkln ung thu bidu mo hypopharyngeal (twong
ty ung thu thanh quén), ung thu t& bao sic t den cua mét, ung thu t& bao dao tuy, ung thu
Kaposi, hoi chitng mé bao Langerhans, ung thu thanh quan, ung thu méi, ung thw hach, bénh
tang globulin dai phan tir, u mé bao xo 4c tinh, u nguyén bao tiy, mét dang ung thu mit
medulloepithelioma, ung thur t& bao hic t6, ung thu biéu mé té bao Merkel, u trung biéu mo,
ung thu tuyén noi tiét, da u tuy xuong, u sui dang nim, hoi chimg réi loan sinh tuy, hoi
chimg ting sinh tiy 4c tinh, bénh cudng huyét cdu do rdi loan tily xwong, ung thu khoang
mili, ung thu vom hong, u nguyén bio thin kinh, u lympho khong Hodgkin, ung thw vom
miéng, ung thur vom hong, ung thu xuong, ung thu t€ bao sang trong budng trung, ung thu
biéu mé budng tring, u té bao mam trong budng tring, u nhi thanh quan, ung thu cic xoang

-15-



28338

gin khoang miii, ung thu tuyén cin gidp, ung thu duong vat, ung thu thanh quan, u nhu mé
tuyén tiing, u nguyén bao tuyén ting, u tuyén yén, ung thu twong bao, u nguyén bao phdi, u
nguyén bao hé thin kinh trung wong, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc trang, ung thu té
bao than, ung thu dudng hé hip véi sy thay ddi ctia nhidm sic thé 15, u nguyén bao vong
mac, ung thu mo lién két, ung thu tuyén nude bot, hdi ching Sezary, ung thu rudt non, ung
thu phan mém, ung thu bidu mé té bao vay, ung thu t€ bao vay trén ¢, u budu mau trén 1&u
than kinh ngoai bi nguyén thiy, ung thu tinh hoan, ung thw cuéng hong, ung thu tuyén e, u
tuyén \rc, ung thu tuyén gidp, ung thu xwong chiu, ung thu bé than, ung thu niéu dao, ung
thu tr cung, ung thu 4m dao, bénh ting globulin dai phan tir va khéi u Wilms.

Bénh nhéan khéi u dugc lya chon tlr cdc nhém bénh nhu ung thu biéu mé than, ung
thu hdu mén, ung thu rudt thira, u bao hinh sao cép I, u bao hinh sao cép II, u bao hinh sao
cép III, u bao hinh sao cép IV, khéi u 4c/dang que cta hé thng than kinh trung vong, ung
thu biéu mé té bao day, ung thu bang quang, ung thu phé quan, ung thu biéu mé vach phé
nang, ung thu ¢4 tir cung, ung thu két tryc trang, ung thu dai tryc trang, u so hau, ung thu
ndi mac ti cung, ung thu tr cung, u nguyén bao mang ndo thit, u mang ndo thit, ung thu
thuc quan, u nguyén bao than kinh khudu giac, ung thu mo lién két Ewing, khdi u & bao
mam ngoai so, khéi u t& bao mim extragonadal, ung thu dng din mat ngoai gan, u Xo 4c
tinh, ung thu tdi méat, ung thu da day, khéi u hach dudng tiéu héa, u mé dém duong tiéu hoa,
u nguyén bao nudi do thai nghén, u than kinh dém, ung thu d4u va cd, ung thu tim, ung thu
té bao gan, ung thu du’orng mat, ung thu bidu md hypopharyngeal (twong tw ung thu thanh
quén), ung thu té bao sic té den ciia mit, ung thu té bao d4o tuy, ung thu Kaposi, hdi chirng
md bao Langerhans, ung thu thanh quan, ung thu méi, bénh ting globulin dai phén t&, u mé
bao xo éc tinh, u nguyén bao tily, mét dang ung thu mit medulloepithelioma, ung thu té bao
hic t4, ung thr bidu mé té bao Merkel, u trung biéu mo, ung thu tuyén noi tiét, da u tay
xuong, u sui dang nim, hoi chimg réi loan sinh tiy, hoi ching tang sinh tay 4c tinh, bénh
cudng huyét ciu do rdi loan tay xwong, ung thu khoang mii, ung thu vom hong, u nguyén
bao than kinh, ung thu vom miéng, ung thu vom hong, ung thu xuwong, ung thu té bao séng
trong budng trimg, ung thu biéu md budng trimg, u t& bao mim trong budng trimg, u nhu
thanh quan, ung thu cic xoang gin khoang mili, ung thu tuyén cén gidp, ung thu duong vit,
ung thu thanh quan, u nhu mé tuyén ting, u nguyen bao tuyén ting, u tuyén yén, ung thu
tuong bio, u nguyén bao phdi, ung thu tuyén tién liét, ung thu tryc trang, ung thu t& bao
than, ung thu dudng ho hip véi su thay dbi ctia nhidm séc thé 15, u nguyén bao vdng mac,
ung thu mé lién két, ung thu tuyen nudc bot, hoi chimg Sezary, ung thu rudt non, ung thu
phan mém, ung thu bidu mé té bao vay, ung thu té bao vay trén cd, u budu méau trén 1&u thin
kinh ngoai bi nguyén thity, ung thu tinh hoan, ung thu cudng hong, ung thr tuyén e, u
tuyén wc, ung thu tuyén gip, ung thu xuong chiu, ung thu bé thén, ung thu niéu dao, ung
thu ttr cung, ung thu 4m dao, bénh ting globulin dai phén tr va khdi u Wilms.
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Phirc hop nano mixen c6 thé dung dé diéu tri ung thu va didu tri khdi u.
Vi du thwe hién siang ché

Cac vi du khong han ché cia sang ché nay va mot vi du dé so sanh s& dugc mo ta chi
tiet hon bang c4ch tham khdo cac vi du cu thé, khong nén hiu theo bat ky cach nao day 1a
han ché cia pham vi sang ché.

Vidu 1: C4c chat va sy nudi cay t€ bao
Céc chat

Methoxy-polyctylen glycol véi gbe cudi thiol (PEG-SH, M,, = 5000 Da) liy tir Cong
nghé JenKem (Trung Qudc). Methoxy-polyetylen glycol véi gbe cubi aldehyde (PEG-CHO,
M,, = 5000 Da) 14y tir Céng ty NOF, Nhat Bén. (-)-Epigallocatechin-3-galat (EGCG, d6 tinh
khiét >95%) iy tir Khu cong nghiép Kurita Water (Tokyo, Nhat Ban). Dung dich natri
pyruvat (100 nM) mua tr Invitrogen (Singapore). Dung dich mudi PBS khong chira Ca®* va
Mg** (150 nM, pH 7.3) duoc cung cip boi bd phan chuin bi phuong tién truyén thong tai
Biopolis, Singapore. DMSO va trietylamin (TEA) dugc mua tir Sigma-Aldrich (Singapore).
Doxorubicin hydrochlorit (DOX*HCI) dugc mua tir Boryung Pharm. Inc. (Korea). SU (& thé
nguyén ban) mua tir BioVision (M¥). C4c héa chét khac dung dé phén tich.

Su nudi cay té bao

Té bao ung thu biéu md trong thin nguoi A498 ldy tir American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), va dugc nudi céy tai Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium dugc bd sung 10% huyét thanh phoi cta bo, 1% penicillin-streptomycin, 2 mM of
glutamin va 0.1 mM céc axit amin khong thiét yéu. Té bao vo tinh A498 thé hién gen
luciferase (A498-luc) dugc tao ra nhu di duoc mé ta. Tom lai, cac té bao A498 dugc nudi
cdy trong mot khay nudi cdy té bao 6 giéng v6i mat do 1 5x105 té bao/ giéng va chuyén nap
vG6i hgp bao pRC-CMV2-/uc stir dung Lipofectamin 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Sau 1 ngay, cac té bao chuyén nap duogc chuyén sang dia nudi cdy té bao 100-nm va 1 mg
ml" gineticin duoc thém vao mdi truong dé chon ra cac té bao mang khang thé. Mot tudn
sau khi chon loc, cac té bao mang khang thé nay dugc nudi cdy trong khay nuéi cdy té bao
96 giéng v6i mat do 1 té bao/giéng dé hinh thanh cum khudn. Téng cdng c6 10 cum dugc
lra chon va m¢& rdng, hoat dong cla luciferase duge do bang bo Kit Promega (Madison, W1,
USA) trong mdy Single tube luminometer (Berthold Lumat LB 9507, Bad Wildbad, Dirc).
Mot ban sao véi mic hoat dong cuia luciferase cao nhét dugce lua chon va duy tri béng 500
mg ml™" geneticin.

Vi du 2: Hop chit PEG-EGCG
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Trong nghién ciru nay, hai loai chét lién hop PEG-EGCG dugc st dung dé tao phic
hop nano mixen 14 PEG-mEGCG va PEG-dEGCG trong d6 c6 mét va hai géc EGCG nam &
mdt ddu PEG tuong tng.

T(‘)ﬁg hop chét lién hgp PEG-mEGCG

Chét lién hgp PEG-mEGCG dugc tng hop bai su két hop EGCG véi PEG chia gde
cudi thiol. Thong thuong, EGCG (18.3 mg, 40 pmol) dugce hoa tan trong 20 mL hdn hop
PBS va DMSO ty 18 1:1. PEG-SH (M,, = 5000 Da, JenKem Technology, Trung Qudc) (100
mg, 20 pmol) dugce hoa tan riéng trong 20 mL PBS. Dung dich PEG-SH duogc thém nho giot
vao dung dich khua‘iy EGCG. La mét thi nghiém kiém tra, dung dich PEG nguyén ban duogc
thém vao dung dich khudy EGCG véi ciing ndng d6. Hdn hop thu dugc ¢6 pH 8.4. Hon hop
dwoc khudy trong 7 tiéng & 25°C. Véi dung dich nay, 1.6 mL trong 10% axit axetic duoc
cho vao dé diéu chinh d6 pH 1én 4 @ ngung phan Gng. Dung dich thu dwoc duoc chuyén
qua céc 6ng thim tach véi khdi lugng phén tir cit 14 1000 Da. Cac éng dugce thdm tach
chbng nudc khir ion. Dung dich tinh khiét duge cip déng kho dé thu dugce chit lién hop
PEG-mEGCG. CAu triic chét lién hgp PEG-mEGCG dugc xac nhén boi quang phd hoc 'H
NMR. Chét lién hop khé PEG-mEGCG duoc hoa tan trong D,O & ndng d6 20 mg mL™' va
sau d6 duge phan tich bing may do quang phd Bruker AV-400 NMR hoat dong & 400 MHz.
Ning suét: 89%. "H NMR (D;0) : 6 2.9 (t, H-a tir PEG), 3.4 (s, H-y tt PEG), 3.5-3.8 (m, céc
proton trong PEG), 5.5 (s, H-2 ctia vong C), 5.85 (s, H-3 cta vong C), 6.15 (d, H-6 va H-8
cua vong A), 6.9 (s, H-6" cia vong B), 7.05 (s, H-2” va H-6” cia vong D).

Hinh 1 minh hoa so d5 téng hop chit lién hop PEG-mEGCG (108). Thiol-
functionalized PEG (PEG-SH) (102) duoc U cing hon 2 14n mol EGCG (PEG-SH: EGCG =
1:2) (104) trong 1:3 (v/v) DMSO va nuéc hdn hop & d6 pH (106) co ban. Theo ghi nhén thi
@6 pH thyc sy anh huéng dén qua trinh ty oxy héa ciia EGCG. Trong khoang pH co ban tu
7-9.5, phén nira gallyl trén vong B d€ bi tu oxy héa hon ntra galat trén vong D. Két qua la
chi c6 phan ntra gallyl trén vong B hinh thanh nén ortho-quinone. Trong diéu kién kiém
manh (pH>10), mdt nira galat trén vong D ciing c6 thé bi tw oxy hoa dé hinh thanh ortho-
quinone. Trong nghién ctru ndy, phin tng dugc thuc hién & d6 pH 8.4 cho phép chi hinh
thanh mot ortho-quinone trén vong B cia EGCG. Phén tmg cong 4i nhén tiép theo ctia PEG-
SH d ortho-quinone san sinh chét lién hop PEG-mEGCG lién két thong qua mot lién két
cong hoa tri thio ete.

Déng chi y cdc phan tng két hop tién hanh véi sw c6 mit cua dimetyl sulfoxit
(DMSO). Trong qua trinh EGCG hop thé héa khi tiép xiic véi PEG trong dung dich nude thi
cén tréanh vide két hop chét lién hop EGCG vdi PEG-SH. Ngudi ta nhén thdy ring DMSO c6
hi€u qua ngén chén sy két hop. Dua trén phat hién nay, cic phan tng két hop dugc thuc hién
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trong hdn hop cia DMSO va nudc. Ngoai ra, sodium pyruvat duge sit dung nhu mot chét
loc phén thira cho H,0, tao ra trong qué trinh tu oxy héa EGCG. Trong qué trinh sodium
pyruvat bao vé& cic nhém thiol trr do chdng lai qua trinh oxy héa trung gian H,0, , viéc niy
c6 thé 1am ting s6 hrgng cia cac phan tir PEG-SH c6 sin cho mdt phan {mg lién hop véi
EGCG. Chét lién hgp PEG-mEGCG thu dwoc d3 dwoc tinh ché bing cach thdm tach dudi
moi treong khi ni to va sau dé cép d6ng khd s& thu duge mdt luwgng bot mau tring.

Dic tinh UV-Vis cua chit lién hop PEG-mEGCG

Céc chit lién hop PEG-mEGCG duoc mé ta dic diém bing quang phd tia cuc tim c6
thé nhin thiy (UV-Vis) (Hinh 2). Quang phd UV-Vis ctia chat lién hgp PEG-mEGCG duoc
do bing méay do quang phd Hitachi U-2810 (Nhat Ban). V&i quang phd UV-Vis, chét lién
hop PEG-mEGCG khé va PEG dugc hoa tan trong nude khir ion & ndng d6 0.5 mg mL™.
Khéng nhu PEG nguyén ban (204), chat lién hop PEG-mEGCG (202) dugc chirng minh 1a
c¢6 mot dinh hép thu tia cuc tim cuong do cao tai 280 nm, day la biéu hién cia su két hop
thanh c6ng trong EGCG. Hon nita, cic dai hap thu UV tai 425 nm twong ng v6i EGCG nhj
tring va céc san phim oxy héa khac khong duge quan sat.

Dic tinh HPLC cuia chit lién hop PEG-mEGCG

Chét lién hop PEG-mEGCG ciing dwogc danh gia bang cach ddo pha phuong phap séc
ky 16ng hiéu ning cao (HPLC). Phuong phép dao pha niy duogc thue hién bang cach st dung
Waters 2695 separations module dwgc trang bi voi Spirit™ C18 organic column (5 um, 4.6
x 250 mm i.d., AAPPTec). EGCG, hon hop PEG/EGCG, va chét lién hop PEG-mEGCG
dwgc hoa tan trong nude khir ion & ndng d6 Img mL™. Cac mAu duge tach rua bing hdn hop
dung mdi ctia 1% axit axetic trong acetonitrile va 1% axit axetic trong nuée véi tée @ dong
chay 1a 1 mL/phit & 25°C. Déi véi giai doan bién ddi nhanh, ty 1& acetonitrile ; khdi lugng
nuée ting dan tir 3:7 & 0 phut dén 4:6 & 10 phit. Cac miu d3 tach rira duoc theo dai & 280
nm. Mitc chat lién hgp EGCG duoc xac dinh bing cach so sanh ving dinh hop nhat véi két
qua thu duge tr mot loat cac dung dich tidu chuan cia EGCG vdi céc ndng do khac nhau.
Nhu mé ta trong Hinh 3, EGCG (302) da dugc tach rira v&i thoi gian duy tri 14 4.8 phit,
trong khi chét lién hgp PEG-mEGG (304) dugc tach rira trong 8 phut. Sy thay ddi manh mé&
ndy trong thoi gian duy tri cé thé dugc gidi thich boi sy gén két chudi PEG wa nudc véi
EGCG. Ngoai ra, khong c6 dinh EGCG nao dwgc quan sat thiy trong biéu dd séc ky HPL.C
ctia chit lién hop PEG-mEGCG, cho thiy cac phén tir EGCG hoan toan bi loai bo trong qua
trinh thim tach. Mitc chét lién hgp EGCG ting tir 63 dén 98% khi thoi gian phan ting ting
tir 6 dén 7 tiéng (Hinh 4). Tuy nhién, khi thoi gian phédn tng 12 8 tiéng, mirc chat lién hop s&
giam nhe, c6 thé do cic chit nhj tring EGCG va c4c san phim oxy héa khac bit ddu hinh
thanh. Do d6, thoi gian phan wng t&i wu 13 7 tiéng.
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Pic tinh 'H NMR ciia chét lién hgp PEG-mEGCG

Chu tric cia céc chit lién hop Peg-mEGCG duge xac dinh bing quang phd cong
hudng tir hat nhan (NMR) "H. Nhu mé ta trong Hinh 5, céc chét lién hop PEG-mEGCG hién
thi tin hi€u proton cho vong A (H-6 va H-8 tai § = 6.15), vong C (H-2 tai 8 = 5.5 va H-3 tai §
= 5.85), va vong D (H-2"* va H-6"’ tai 6 = 7.1). Céc tin hi€u proton phét sinh tir cic vong A,
C, D tuong tu nhu EGCG nguyén ban cta ching, diéu d6 cho thiy phan nira ching duoc
duy tri khong ddi trong phan tmg két hop. Nguoc lai, cac tin hidu proton cho vong B dugc
chuyén tir 6.5 dén 6.9 ppm sau khi phan tmg két hop dién ra. Qua trinh chuyén déi quan
trong nay trong cac tin hiéu proton c6 kha ning do lién két cia PEG-SH t6i vi tri C2° ciia
vong B. Ngoai ra, dinh NMR cua vong B duge ching minh la ¢c6 mét ntra khu vuc phia dudi
dinh dbi v6i vong D, didu niy cho thiy mot proton trén vong B bién mit sau phan tmg két
hop. Hién tugng quan sat duge phu hgp véi bao cdo trude day, theo do6 su hinh thanh cua 2°-
cysteinyl EGCG déan dén sy bién mét ciia nguyén tir H-2’ tir vong B. Két qua trén cho thay
chi ¢6 mdt phéan t¢ PEG co thé duge két hop mot cach dédc biét vai vi tri C2° trén vong B
trong EGCG.

Qué trinh tdng hop chét lién hop PEG-dEGCG

Cht lién hgp PEG-dEGCG dugc téng hop béi su két hgp EGCG véi PEG ciing mot
nhém géc aldehyde (PEG-CHO). PEG-CHO (M,, = 5000 Da, NOF Co., Japan) (1.75 g) va
EGCG (3.25 g, 7.09 mmol) dugc hoa tan riéng biét trong hdn hop axit axetic, nudc va
DMSO. Phéan tmg duge bit dau véi viée bd sung timg giot dung dich PEG-CHO va duoge
tién hanh & nhiét d6 20°C trong 72 tiéng. Céc dung dich thu dugc duge thim tach (MWCO
= 3500 Da) chéng nuéc khir ion. Cac dung dich tinh khiét duoc cdp dong kho dé thu dwoc
hop chit PEG-dEGCG.

Vi du 3: Chét lién hop Doxorubicin/PEG-mEGCG

Véi cac ting dung diéu tri ung thu, chit lién hop PEG-mEGCG duoc thiét ké dé
tao thanh phirc hop nano mixen c6 kha ning mang theo mot lwong 16n céc loai thude
chéng ung thu. Trong nghién ctru nay, phic hop nano mixen PEG-mEGCG da duoc su
dung nhu mét phuong tién phan phdi doxorubicin. Doxorubicin 1a mét trong nhing
thudc tri liéu hdéa hoc dugc st dung roéng rai nhit va hoat dong giy doc té bao manh mé
chéng lai c4c cin bénh ung thw, vi du nhu bénh bach cau, ung thu va, ung thu bu6ng
tring va ung thu phdi. Tuy nhién, né anh huéng ning dén tim va lam tdng nguy co xung
huyét suy tim, loan nhip tim, ha huyét 4p va céc tac dung phu khéc. Phirc hgp nano
mixen PEG-mEGCG c6 thé giam thiéu cac tac dung phu bét loi d6 bang céch bao nang
6n dinh cac phén tit thude bén trong n6 va phén phdi ching mdt cach lién tuc.
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Su tao thanh phirc hgp nano mixen Doxorubicin/PEG-mEGCG

Phirc hop nano mixen Doxorubicin/PEG-mEGCG dugc didu ché bang céch st
dung phuong phap thdm tach. Cu thé, 5 mg DOX<HCI duoc hoa tan trong 4.5mL
dimetyl formamit. V&i dung dich nay, TEA dugc thém vao véi ty 16 TEA:DOX-HCI 1a
5:1. Hon hgp nay dugc quiy trong 30 phut dé hinh thanh deprotonated doxorubicin
(DOX). Dung dich DOX thu dugc s& duge tron vé6i chét lién hop PEG-mEGCG hoa tan
trong 0.5 ml dimetyl formamit véi ty 1 khéi lvong PEG-mEGCG/DOX khac nhau. Hon
hop nay dugc qudy trong 90 phut, sau dé chuyén sang 6ng thim tich véi MWCO =
2000 Da. Cac dng dugc thim tach chéng nuée khir ion trong 24h dé thu dugc phuc hop
nano mixen Doxorubicin/PEG-mEGCG.

bac tinh cta phirc hgp nano mixen Doxorubicin/PEG-mEGCG

DBuong kinh thiy dong luc hoc, chi s§ polydispersity, va tiém ndng zeta cua phirc
hop nano mixen doxorubicin/PEG-mEGCG dugc dénh gia béi su tan xa anh sang dong
(Zetasizer Nano ZS, Malvern, Vuong qudc Anh). Céc phép do duoc thuc hién ba lan
trong nudc & 25°C. Bé do lwong tai ciia doxorubicin, 20 uL cua phirc hgp nano phan tan
trong nuéc duge tron v6i 980 ml dimetyl formamit dé trich xuit doxorubicin. D6 hip
thu ctia doxorubicin & 480 nm dugc do bang mot may quang phd Hitachi U-2810 (Nhat
Ban). Hiéu qua din thudc va luong thude duoc tai dugc xac dinh bang cach so sanh gia
tri hap thu v6i nhitng phan thu dwoc tir mot loat cac dung dich doxorubicin tiéu chuin
v6i ndng do khac nhau.

Hinh 6 md t4 su tao thanh cia phitc hgp nano mixen doxorubicin / PEG-mEGCG.
Chét lién hop PEG-mEGCG (602) va doxorubicin (604) d3 dwgc hoa tan trong dimetyl
formamid (606). Hén hop ndy dugc thdm tach véi nude cit (608). Khi dung mdi hitu co
dugc loai b khéi cac dng thdm tach, mot nira EGCG ky nuéce trong cac chét lién hop bét
dau tu 1ip ghép dé tao thanh mét 18i mixen dugc bao quanh bdi mot 16p vo cua chudi PEG
va nude (610). Pong thoi, céc phén tlr doxorubicin ciling dugc phan chia thanh cac 161 mixen
ky nuée. Bdo cdo cho thiy ring cic phan ti doxorubicin da da dang xép chdng 18n nhau
trong dung dich nuéc vi twong tic n-m gitta cdc vong hai chidu antraxycline. K& tir khi
EGCG c6 chu triic polyphenol ¢6 kha néng twong tic voi doxorubicin qua lién két -7, nd
dugc dy doén ring lwgng EGCG sé cang ddi dao trong 15i cua phtrc hop nano mixen, va cé
thé cung cip mot moi trudng thuan loi cho céc 16 hdng ctia doxorubicin bén trong. Hon nira,
céc chudi bé mit tiép xauc PEG c6 thé tao thanh mdt I6p vo bao vé xung quanh phiic hop
nano mixen dé tranh su can pha hé théng luéi ndi md, do d6 cho phép luu thong lau dai
trong mau.
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Kich thudc va bé mit phirc hop nano mixen mang doxorubicin/PEG-mEGCG dugc
md t4 13 bdi may phan tich tan xa 4nh sang dong (DLS). Hinh 7 d& cip dén so dd bidu thi
kich thuéc (so do A) va tiém ning zeta cia phirc hop nano mixen doxorubicin/PEG-
mEGCG (so d6 B).

Hinh 7A cho thdy dudng kinh thity dong luc hoc cta phic hop nano mixen duge didu
ché & nhiéu ty 18 khéi lugng PEG-mEGCG véi doxorubicin khac nhau. Pang chu y, phirc
hop nano dugc san xuét véi kich thudce trong pham vi 130-180 nm. Véi kich thude nhé nhu
véy rat thuan loi trong viéc luu thong kéo dai trong mau va nhim vao cac khdi u muc tiéu
thong qua tinh thAm th4u nhanh va kha ndng duy tri (EPR). Phitc hgp nano mixen duoc tao
thanh & ty 1& khéi lwgng PEG-mEGCG:doxorubicin 13 0,5:1 ¢6 duong kinh 16n hon so voi ty
1& 1:1. V6i kha ning két hop trong luong 16n doxorubicin ¢6 thé tao thanh lwgng phtrc hop
nano mixen lén hon. Phirc hgp nano ¢ kha nang chira lugng 16n céc hat cung kich ¢, duoc
thé hién ro rét tir gia tri nho coa chi sb polydispersity (PDI) thudc pham vi tir 0,1-0,2.

Nhu dugc thé hién trong Hinh 7B, phtrc hop nano mixen c¢6 tiém ning zeta tich cuc
trong khoang +15 — 25 mV. B& mit dién tich ion dwong hinh thanh tir viéc két boc cac phan
tir tich dién dwong doxorubicin trong phirc hop nano. Chung t6i ciing da uée lwong liéu phirc
hop nano mixen c6 thé duy tri toan ven ciu tric trong subt qua trinh cAp dong khé hay
khong. Cdp dong khé 13 mot trong nhitng céng nghé phd bién sir dung dé luu trit 1au dai céc
hat nano da két dinh v6i nhau. Phirc hop nano duoc ce“'lp dong kho va sau d6 lai phan tan
trong nuéc khir ion & ciing ndng d9. Phirc hop nano hoan nguyén duge tim thiy dé duy tri
kich thudc hat va dién tich bé mit nhu ban dau thdm chi khong can dung bat ky ta duoc 6n
dinh nao. Vi d6 két dinh 6n dinh cao s& c6 loi thé hon trong viéc chuyén déi 1am sang va
thuong mai hda céc phirc hgp nano mixen.

Hinh 8 cho thiy hiéu quéa din thudc va luong thube dugc hip thu cia phtre hop nano
mixen doxorubicin/PEG-mEGCG. Hiéu qua din thudc cao hon 75%, cho thay doxorubicin
da dugce két hop mét cach hidu qué trong phic hop nano PEG-mEGCG. Khi i 1¢ khdi Iuong
PEG-mEGCG:doxorubicin gidm, hai chi s§ hiéu qua din thudc va lugng thube duoge hap thu
déu ting. Quan sat lwgng thube duge hip thu (30-50% trong lwong) ta thiy cao hon dang ké
so vé6i lugng thudc duge hip thu khi sir dung hé¢ théng polyme khac. Céc lién két m-n
va/hodc cdc tuong tac ky nude gitta EGCG véi doxorubicin di dong vai tro quan trong trong
viéc lam ting lugng thude dwge hip thu cia phirc hop nano mixen PEG-mEGCG.

Nghién ctru vé qua trinh giai phdng doxorubicin

Trong céc thi nghiém vé qua trinh gidi phéng thudc, 0,5 mL phtrc hgp nano chira
doxorubicin (2mg mL™") duoc dit trong céc ong thdm tach véi MWCO 14 2000 Da. Céc bng
nghiém dugc ngdm trong 25ml PBS trong mét may ép rung lic tai nhiét d6 37°C. Bén mot

-22-



28338

thoi diém nhét dinh, thu duoc 1 mL dung moi, sau d6 dwoc thay thé bé'mg mot khdi luong
PBS méi twong duong. Luwong doxorubicin duge dwa vao dung méi duoc xac dinh biang cach
do birc xa ctia doxorubicin trong may quang phd Hitachi U-2810 (Nhét Ban).

Qué trinh gidi phéng thude phitc hop nano mixen chita doxorubicin/PEG-mEGCG
cling dwoc nghién ctru & nhiét do sinh ly va do pH. Nhu thé hién trong Hinh 9, phtic hop
nano mixen dugc thé hién nhuw mot su gidi phong lién tuc cia doxorubicin trong PBS.
Khoéng 11% lugng doxorubicin hip thu dugc giai phéng trong 7 ngay. Ty l¢ giai phong
thudc quan sat dwgc thap hon déng ké so véi céc hé théng hip thy doxorubicin khéc d3 duoc
bao cdo trude ddy. Viéc gidi phéng thude lién tyc ndy 1a do sy tuong tdc manh mé gitia
EGCG va doxorubicin trong phitc hgp nano mixen. Ngoai ra, chi c6 mot su gidi phong bi v
dugc quan sat thiy tai giai doan diu, cho thay ring cic phan tir doxorubicin di duoc boe 6n
dinh trong phirc hgp nano mixen. S rd ri thudc thip s& rat can thiét dé dam bao hiéu qua
didu tri tdi da voi it tac dung phu, khi c4c phan tir thudc duge boc trong cac phirc hop nano
s€ khong bi ro ri sém trong qua trinh lwu thong trong méau. Tém lai, cac két qua da chimng
minh ring phitc hgp nano mixen PEG-mEGCG c6 thé duge dp dung vao hé thdng phan phéi
thudc doxorubicin trong didu tri ung thu.

Vi du 4: Cac chét lién hop SU/PEG-EGCG
Su tao thanh phtre hop nano mixen SU/PEG-EGCG

Hinh 10 minh hoa sy hinh thanh c4c chat lién hop SU/PEG-EGCG str dung phuong
phép phan tan chét rin. Tém lai, 2 mg SU (1006) duge hoa tan trong 1 mL chloroform. Sau
d6 dung dich SU dugc thém vao chit lién hop PEG-EGCG (hodc PEG-mEGCG (1002) hoic
PEG-dEGCG (1004)) trong lo thily tinh véi ty 1& khéi lwong PEG-EGCG:SU khac nhau
(1008) va quiy déu. Sau d6 chloroform cia dung dich duoc cho béc hoi & 4p suft thap
(1010). Két qua 1a cic mang moéng ciia hdn hop PEG-EGCG va SU (1012) duoc ngdm nude
béing céch thém 2 mL nuéc vio b mit (1014), va t & nhiét dd thuong trong 24h. Két qua 13
sau khi tim mang rén duoc ngdm nude, PEG-EGCG tu két hop lai dé tao thanh phtrc hop
nano mixen do su ¢6 lap SU va cac géc EGCG tr cdc chudi PEG ngdm nudc. Dung dich
phtc hop nano mixen SU/PEG-EGCG sau d6 duoc loc (1016) qua may loc 0,8-pm
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Pirc) dé loai b thudc du thira va thu duge dung dich
phtrc hop nano mixen SU/PEG-EGCG trong sudt (1018). Bdi véi cac nghién ctru trong co
thé, dung dich phtrc hop nano mixen SU/PEG-EGCG tiép tuc duoc loc qua may loc 0.2-um
filter (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Dirc).

Cén Iuu y réng chét lién hgp PEG-EGCG c6 thé str dung ca PEG-mEGCG va PEG-
dEGCG trtr khi dugce xac dinh chinh xac.
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Tir khi EGCG c¢6 céu triic polyphenol c6 kha ndng tuong tac véi SU qua turong tac ky
nuéce va lién két n-m, ching duge dy doan ring lrong EGCG dbi dao trong 101 cua phuc hop
nano mixen s& cung cp mot méi truong thuén loi cho phuong phéap biy SU. Ngoai ra, bé
mit tiép xiic ctia cic chudi PEG s& tao thanh mot 16p vé c6 tinh ngdm nudce cao xung quanh
phttc hgp nano mixen dé tranh bi RES x6a b, do d6 cho phép luu thong kéo dai trong miu
va giam tac dung phu.

Dic tinh cua phirc hgp nano mixen SU/PEG-mEGCG

Puong kinh thiy dong luc hoc, sy phan b kich thude va dién tich bé mat cla phure
hop nano mixen SU/PEG-mEGCG dugc do bdi may phén tich tin xa 4nh sang dong (DLS)
(Zetasizer Nano ZS, Malvern, UK). Cac phép do dwoc tién hanh trén 3 miu gidng nhau
trong nuée & nhiét @6 25°C. Hinh 11A cho thay dudng kinh thity dong luc hoc cta phic hop
nano mixen dugc diéu ché & ty 18 khi lwgng PEG-EGCG:SU khéc nhau. Pang cht y, phiic
hop nano mixen dugc tao ra c6 kich thudc trong khoang tr 130-250 nm. Kich thudc
nanomet s& thuan lgi trong viéc kéo dai tudn hoan va trong cac khéi u muc tiéu thong qua
hi€u ung EPR. Céac déc tinh cua phitc hop nano mixen dugc kiém soat bang cich thay déi ty
1¢ khéi lugng PEG-EGCG:SU. Hinh 11B cho thdy phirc hop nano mixen duoc tao thanh o ty
1& khéi lvgng PEG-EGCG:SU 1a 8 v 16 1a cac hat ¢6 ctng kich ¢&. Phic hop nano mixen
giam dan dién tich dwong khi ty 1¢ khéi lwgng PEG-EGCG:SU taing (Hinh 11C). Dién tich
dwong trén bé mit cia ching hinh thanh 1a do qua trinh bao nangcéc phan tir dién tich duong
SU.

Pé do ludong hiéu qua din thude va lwong thudc duoc hép thu, cr 10 uL phirc hop
nano mixen trong nwéc dugc hoa tan trong 990 pL. DMF, va do hap thu cua SU duoc do &
431 nm st dung may Hitaichi U-2810 do quang phé tia cuc tim c6 thé nhin tl thdy (UV-Vis)
(Nhat Ban). Db thj diéu chinh thu dugc cung véi dung dich SU tiéu chuin duoc sir dung dé
xéc dinh hiéu qua din thuéc va lwong thude duge hép thuy.

Hinh 12 cho thiy hiéu qué din thuéc va lugng thube dwoc hip thu cia phtre hop nano
mixen SU/PEG-EGCG. Khi ti 1§ khéi lvgng PEG-EGCG:SU tdng tir 1 dén 16, hiéu qua din
thudc ciing ting tr ~30% dén ~80%. Hiéu qui din thudc cua phtrc hop nano mixen
SU/PEG-dEGCG cao hon phttc hgp nano mixen SU/PEG-mEGCG, cho thay su tuong tac
cua SU v6i PEG-dEGCG 16n hon so véi PEG-mEGCG. N6 cling chi ra ring hidu qua din
thudc ciia phirc hop nano mixen c6 lién quan dén lwong SU bi két taa trude khi loc. Khi ti 1é
khéi lwong PEG-EGCG:SU tang I1én 8, SU khong bi két tua. Theo du kién, lugng phuc hop
nano mixen duogc hap thu gidm khi ti 18 khéi lwong PEG-EGCG:SU ting do ham lrong
PEG-EGCG trong phtrc hop nano mixen cao.

Nghién cttu qua trinh gidi phéng SU
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Qua trinh gidi phéng thudc cua phirc hop nano mixen SU/PEG-EGCG cing duoc
nghién ctru dudi didu kién sinh ly (dung dich mudi dém phosphat (PBS), d6 pH 7,3 & nhiét
d6 37°C). Trong cac thi nghiém giai phéng SU, 0,5 mL phirc hgp nano mixen SU/PEG-
EGCG (0,4 mg mL™) dugc dat trong dng thim tach (MWCO = 2000 Da). C4c dng nghiém
duoc ngdm trong 25 mL dung dich PBS trong may 0 rung lic & 37°C. Tai thoi diém nhét
dinh, 1 mL dung médi tao ra duoc thu lai va sau d6 thay thé bz"mg mét khoi luong PBS m&i
tuong duong. Luong SU duoc gidi phong trong dung méi dugc x4c dinh bang cach do do
hép thu & 431 nm st dung may quang phd Hitachi U-2810.

Nhu thé hién trong Hinh 13, phitc hop nano mixen thé hién mot luong SU duge giai
phong lién tyc trong dung dich PBS, nguyén nhan c6 thé 13 do su tuong tac manh mé giia
EGCG v6i SU trong phirc hgp nano mixen. Ngoai ra, hdu nhur khong c6 bt ky su gidi phong
ndo bi v, cho thiy cac phén tir SU da duoc boc 6n dinh trong phirc hop nano mixen. Phirc
hop nano mixen SU/PEG-mEGCG cho thiy su giai phong SU nhanh va nhidu hon so vdi
phirc hop nano mixen SU/PEG-dEGCG do su twong tic yéu giita SU v6i cac gbc mEGCG.
Ty 1€ giai phong va luong giai phéng ciing phu thudc vao ty 1& khéi lugng PEG-EGCG:SU.
Déi véi phire hop nano mixen SU/PEGCG-mEGCG, ca ty 1¢ gidi phéng va lugng giai phong
d&u giam khi ty 16 khéi lwgng PEG-EGCG:SU ting. Ty 1é khéi luong PEG-EGCG:SU anh
huong khong dang ké dén ty 16 giai phong va luong giai phéng trong phirc hop nano mixen
SU/PEG-dEGCG, ngoai trir qua trinh giai phong cham hon va thip hon duoc két hop voi
mot ty 1¢é PEG-EGCG:SU 1a 8.

Nghién ctru trj liéu trong co thé

Dé nghién ciru doc tinh va téc dung tri liéu, cdc nghién ctru trong co thé duoc tién
hanh trén phirc hop nano mixen. Mot mé hinh ung thu biéu md t& bao than dudi da duoc
thiét 1ap. Tuyén giap chudt bach cai treong thanh, kha nidng mién dich trén da chudt khong
16ng (trong lwong trung binh = 19g, tudi = 6-8 tudn) dwoc st dung.

Dé nghién ctru hiéu qua didu tri cua phirc hop nano mixen SU/PEG-EGCG bang
dudng tiém vao tinh mach, mdt mé hinh khéi u cdy ghép duoc thidt 14p bang cich cdy té bao
6x106 A498-luc dudi da vao gbc dii trai cua chudt. Vao ngay thtr 6 sau khi céy khéi u, s&
chia thanh 4 nhém chudt thi nghiém dé tiém tinh mach duéi véi lugng khac nhau (n = 8 mdi
nhém) 2 1an mdi tudn trong 5 tudn lién tyc, trong khi m¢t nhém nhan luong SU hiing ngay
thong qua duong éng da day 1a 60mg/kg. D4i v6i tiém tinh mach dudi thi st dung 200
dung dich mau.

Dé theo dbi céc tin hi€u phéat quang sinh hoc tir cic té bao A498-luc, khi gy mé
dudng ho hip isoflurane dugc ti€ém vao mang bung cling véi 200 pl D-luciferin (5 mg ml."',
Promega) trong dung dich PBS, va dt trén mdt bé Am (30°C) bén trong hop may anh vai hé
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thong hinh anh IVIS (Xenogen, Alameda, CA, MYJ) cung véi may anh CCD. Hinh 4anh
huynh quang dwogc chup 20 phiit sau khi tiém luciferin khi dat 30-s. Anh sang phét ra tir cdc
té bao A498-luc di duge s6 héa va hién thi dién tr nhu mdt 16p phi pseudocolor 1én hinh
anh mau xam cua con vit. Cac hinh anh va qué trinh do céc tin hidu phat quang da dugc thu
thap va phan tich trén phdn mém hinh anh Xenogen v3.2 va dugc lugng tir héa nhu photon/s.
Kich thuge khdi u va trong lugng co thé duge do vao mdi tudn. Tat ca viée xu ly va cham
soc chudt thi nghiém duge thue hién theo huéng dan vé chim séc va sir dung ddng vit cho
muc dich khoa hoc ciia Uy ban tu vin vé nghién ciru thi nghiém trén dong vat quic gia,
Singapore.

Tét ca cac dit lidu duge bidu thi dusi dang sai s6 chudn (SEM). Y nghi théng ké vé
sw khéc biét gifta gia trj trung binh dwoc x4ac dinh bing phuong phap kiém dinh t (phuong
phép t-student). Phwong phép so sanh nhiéu nhém duge danh gid bing ANOVA (phén tich
phuong sai) cing véi phan tich hau kiém Bonferroni str dung SigmaStat 3.5, Mot gid tri
p<0,05 cé y nghia théng ké.

Phtrec hop nano mixen SU/PEG-mEGCG (vé6i ty 1& khdi lvong PEG-EGCG:SU 14 8 va
16) va phirc hop nano mixen SU/PEG-dEGCG (véi ty 1¢ khéi luong PEG-EGCG:SU 13 8)
duoc lwa chon dé nghién ciru trong co thé trén co sé kich thude phtrc hgp nano mixen, su
phéan b6 kich thudc va dién tich bé mit. Phc hop nano mixen SU/PEG-mEGCG tiém vao
tinh mach 2 14n mot tudn trong 5 tudn lién tuc, va c6 mot nhém nhan mot lugng 60 mg/kg
SU hing ngay thong qua dudng dng da day. Thube st dung bang dudng ubng véi lidu lugng
60 mg/kg mdi ngdy dwoc lwa chon dua trén céc bio cdo trude dé chung minh 1ang liéu
lwong SU tién 14m sang t6i vu cho hiéu qué khang khdi u & chudt 1a 40-80 mg/kg mdi ngdy.
Véi nghién ciru ciia chung t6i, lidu ding 60 mg/kg mdi ngay duge lya chon la mdt licu
khéng u hig¢u qua, nhu cac nghién ciru khac cho rang mét liéu <40 mg/kg mdi ngay cho hiéu
qua it hon, va lidu dung 120 mg/kg mdi ngay sé& kiém tra nhitng tac dong ctia h¢ thdng phan
phéi thube 5 rang hon.

Hinh 14 cho thiy s6 can ning gidm dang ké trong nhém nhan thude SU don thuin
qua dudng udng hing ngdy trong 1 tudn sau khi bit dau didu tri. Pidu nay khong dugc quan
sat & cdc nhém diéu tri khac nhén phtrc hop nano mixen SU/PEG-EGCG. Téc dung chéng
ung thu duge ndng cao khi phirc hop nano mixen SU/PEG-EGCG duoc tiém hai lin mot
tudn, so v6i viée didu tri SU bing dudng uong (Hinh 15). Tac dung chéng ung thu véi phtic
hop nano mixen SU/PEG-EGCG d4 dat gan 1 phin 10 so v&i ndng d6 cua lidu uéng. Hiéu
qué trc ché ctia phirc hop nano mixen SU/PEG-EGCG dugc duy tri trong mot khoang thoi
gian dang ké, ngay ca khi viéc didu tri da dung lai sau 5 tudn. Ty 18 tai phat trién khéi u &
céc nhém diéu tri bang phirc hop nano mixen da nhanh hon nhém didu trj bing dudng udng.
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Pé diéu tra hiéu qua diu tri ctia phirc hgp nano mixen SU/PEg-mEGCG théng qua
dwong udng, mé hinh khdi u phé nang dugce tao ra bing cach tiém 4x10° t& bao ACHN vao
100 pl PBS va 100 pl Matrigel (BD Bioscience - mang nén tir khéi u) duéi da vao gbc dui
phéi ctia chudt thi nghiém. Khi cac khéi u dat dén khéi Iwgng 200 mm?, chudt thi nghiém
duoc chia thanh 4 nhém d€ cho udng cac dung dich khac nhau (n=8 mdi nhom) hing ngay
trong 5 tudn: kiém soat (dung dich dém citric pH5), SU/PEg-mEGCG 8:1 (lugng SU Ia
15mg/kg), lugng SU 14 15 va 40mg/kg. Cac khdi u duoc do 2 1in mét tudn bing thude cép
k¥ thuat sb, va cac khéi lwong cuia khéi u (mm3 ) dugec tinh theo cong thirc sau: khéi lugng =
(chidu dai x chidu rong?)/2 (Hinh 16 va 17).

Nhu di néu, lidu udng SU 60 mg/kg/ngay 1a qua doc, lidu ubng SU da giam xudng
con 40 mg/kg/ngdy. Liéu udng 40 mg/kg/ngay 14 lidu cho hiéu qué ti wu chéng lai ung 6
chudt (40-80 mg/kg/ngay) dya trén céc béo cdo trude d6. Hinh 16 cho thdy sy giam can dang
ké trong nhém nhan SU & lidu 40 mg/kg/ngdy trong qua trinh didu tri. Didu nay khong xay
ra & nhom nhén phirc hop nano mixen SU.PEG-mEGCG 8:1 va SU véi liéu 15 mg/kg. Vdi
ciing lidu SU twong ty & mirc 15 mg/kg, phirc hop nano mixen SU/PEG-mEGCG cho thiy
hidu qua diéu tri cao hon dang ké so véi viéc chi sir dung minh chit SU (Hinh 17). Hiéu qua
chdng khdi u véi phitc hop nano mixen SU/PEG-mEGCG dat duoc tbi thiéu hon mot nira
ndng d6 lidu udng SU 40 mg/kg. Tac dung trc ché cia phirc hop nano mixen SU/PEG-
mEGCG duoc duy tri trong mét khoang thoi gian dang ké, ngay ca khi ngimg diéu tri sau 5
tuan.

Téc dong EPR xem xét gidi phiu bénh 1y ctia u mach mau 1am don gian hoa su van
chuyén cua céc dai phan tr >40 kDa c6 chon loc thoat ra tir cac khdi u va tich tu trong mo
khdi u. Hau hét cac khéi u rén ¢6 két cAu mach méu bj 181, thuong din dén luong thim thiu
mach rit 16n. Pidu nay khong xay ra trong cidc md binh thudng. Sang ché nay néu rod viéc su
dung phtrc hop nano mixen SU/PEG-mEGCG trong ca tiém tinh mach va dudng udng nhu
mdt liéu phap kha quan cho ccRCC trong thoi gian ddu. Nghién ctu cho thiy EGCG tuong
tac v6i SU, va cdc nghién ctru duge dong hoc & chudt cho théy dung EGCG sé& lam giam
ndng do SU trong huyét twong. Bao céo vé sy twong téc cia trd xanh véi SU va tic dong
EPR ctia phirc hgp nano mixen ddi v6i cac khdi u khac nhau cho thdy kha nang st dung
PEG-EGCG nhu mt hat mang hat nano dé cung cip SU. Trong u néo, khéi u ¢6 kha ning
tao mach cao, liéu phap chéng qué trinh tao mach mau cho thdy hiéu qua cao nhung chi
trong thoi gian rat ngén. Nhu vy, khdi u s& kich thich su hinh thanh cac mach mau mai
thong qua cdc qua trinh chii yéu do VEGF (qua trinh tang sinh mach mau), nhung mach mau
tao ra c6 cdu tric va chirc ning bit thuong. Viée st dung phtrc hgp nano mixen SU/PEG-
EGCG c6 thé c¢6 kha ning ting cudng hoat dong chdng ting sinh mach m4u trong nhiing
truong hop do.
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Khé ning ing dung trong c6ng nghiép

Phirc hop nano mixen c6 thé dugc 4p dung dé sir dung trong quéan ly hé théng
doxorubicin trong diéu tri ung thu.

Phirc hop nano mixen dwgc st dung nhu mdt phuong tién mang hat nano cho qué
trinh phan phdi SU. Trong bénh u nguyén bao than kinh dém, méot khéi u trong mau, viéc
didu tri chong tao mach da cho thdy hiéu qua tuong ddi cao nhung hiéu qua chi trong thoi
gian ngan Khéi u kich thich sy hinh thanh cac mach mau méi thdng qua cac qua trinh ma
chi yéu 1a do VEGF, nhung cdc mach din méi c6 cdu tric va chirc nang di thuong. Viéc sir
dung phirc hgp nano mixen chira SU s& c6 kha niing ting cudng hoat dong chong tao mach
trong truong hop nay.

Phirc hop nano mixen dugce st dung dé duy tri phat hanh cac chat didu tri khi dung hé
théng phan phéi thudc, hay nhu mot hé thdng phan phdi cac chit didu tri #n ving muc tiéu.

Phtrc hop nano mixen dugc st dung dé boc cac chit didu tri v&i nhi€u loai khac nhau
phuc vu cho viée di€u trj ung thu.

Phirc hop nano mixen duoc str dung dé boc cic chit didu tri khac nhau cho muc dich
diéu tri cic bénh khong phéi ung thu, bao gém céc phan tir khang sinh nho va céc tmg dung
y té khac.

S& c6 nhiéu thay dbi va diéu chinh trong sang ché s& xuét hién voi nhiing ngum céd
kién thirc trong linh vyre nay sau khi doc nhiing vin d& néu trén ma khong dua vao cbt 151 va
pham vi clia sang ché, nhimg thay ddi va didu chinh s& xuét hién cuing véi pham vi cla céc
yéu cdu bao ho duéi day.
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YEU CAUBAO HO
1. Phirc hgp nano mixen chita mixen va dugc chét duoc boc trong mixen nay, mixen

ndy chtra chét lién hop polyme-flavonoit, trong d6 polyme nay 1a polyme wa nuéc duge lién
két v&i vong B ciia flavonoit.

2. Phtrc hop nano mixen theo diém 1, trong d6 polyme niy dugc gin vao flavonoit
qua mot lién Két, trong d6 lién két nay duoc lya chon tir nhém bao gém thioete, imin, amin,
azo va nhém 1,2,3-triazol.

3. Phirc hgp nano mixen theo diém 1 hoic 2, trong d6 flavonoit nay 13 mot flavonoit
monome hodc flavonoit dime.

4. Phirc hop nano mixen theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6
polyme wa nudc ndy chira cac monome duge Iya chon tir nhém bao gém acrylamit, alkyl,
oxazolin, alkenyl, imin, axit acrylic, metacrylat, diol, oxiran, rugu, amin, anhydrit, este,
lacton, cacbonat, axit carboxylic, acrylat, hydroxyl, phosphat, terephtalat, amit va ete.

5. Phirc hop nano mixen theo diém 4, trong d6 polyme wa nuéc duoc chon tir nhém
gdm polyacrylamit, poly(N-isopropylacrylamit), poly(oxazolin), polyetylenimin, poly(axit
acrylic), polymetacrylat, poly(etylen glycol), poly(etylen oxit), poly(vinyl alcohol),
poly(vinylpyrolidinon), polyete, poly(allylamin), polyanhydrit, poly(B-amino este),
poly(butylen sucxinat), polycaprolacton, polycacbonat, polydioxanon, poly(glyxerol), axit
polyglycolic, poly(axit 3-hydroxypropionic), poly(2-hydroxyetyl metacrylat), poly(N- (2-
hydroxypropyl)metacrylamit), axit polylactic, poly(axit lactic-co-glycolic), poly(ortho este),
poly(2-oxazolin), poly(axit sebacic), poly(terephtalat-co-phosphat) polysacarit va copolyme
cta ching.

6. Phitc hop nano mixen theo diém 5, trong d6 polyme uwa nudc niy 1a polysacarit
dugc chon tir nhom bao gém axit hyaluronic, dextran, pullulan, chitosan, xenluloza,
amyloza, tinh bot, gelatin, carrageenan, cyclodextrin, dextran sulfat, ficoll, gellan, gdm guar,
pectin, polysucroza, scleroglucan, xanthan, xyloglucan va alginat.

7. Phttc hop nano mixen theo diém bat ky trong sd cic diém néu trén, trong do
flavonoit nay dugc chon tr nhom bao gom flavon, isoflavon, flavan, proanthoxyanidin va
anthoxyanidin.

8. Phirc hgp nano mixen theo diém 7, trong do6 flavan dugc chon tir nhém bao gém (=)
- epicatechin, (+) - epicatechin, (-) - catechin, (+) - catechin, epicatechin galat,
epigallocatechin, epigallocatechin galat, fisetinidol, gallocatechin, gallocatechin galat,
mesquitol va robinetinidol, ellagitannin, gallotannin, oolongtheanin, phlorotannin, tannin,
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theacitrin, theadibenzotropolon, theaflavin, theanaphthoquinon, thearubigin, theasinensin va
hdn hop ciia chiing.

9. Phitc hop nano mixen theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do dugc
chét nay 14 chét ding dé tri lidu.

10. Phitc hop nano mixen theo diém 9, trong d6 chét dung dé tri liéu 1 tac nhan hoa
tri liéu dugc chon tir nhém bao gém cac chat akyl hoa, antraxyclin, chét pha v& b khung té
bao, epothilon, chét trc ché histon deaxetylaza, chit e ché topoisomeraza I, chat Grc ché
topoisomeraza II, cht trc ché kinaza, khang thé don dong, thé lién hop khang thé thude, cac
chit trong tir nucleotit, cac chit twong tu tién chit, chit khang sinh peptit, cac chét trén co
s& bach kim, retinoit, vinca alkaloit, cytokin, cac chét chéng chuyén héa, cac chat dan xuét
clia vinca alkaloit, va cac chat giy doc té bao khéc.

11. Phirc hop nano mixen theo diém 10, trong d6 tdc nhan héa tri liéu duge chon tir
nhom bao gém actinomycin, afatinib, axit all-trans retinoic, axitinib, azacitidin, azathioprin,
bevacizumab, bleomycin, bosutinib, bortezomib, carboplatin, capecitabin, cetuximab,
cisplatin, chlorambucil, crizotinib, cyclophosphamit, cytarabin, dasatinib, daunorubicin,
docetaxel, doxifluridin, doxorubicin, epirubicin, epothilon A (CysH30NOgS), epothilon B
(C27H4NOgS), epothilon C (Cy6H39NOsS), epothilon D (Cy7HyNOsS), epothilon E
(Ca6H30NO5S ), epothilon F (C,7H4NO,S), erlotinib, etoposid, fluorouracil, fostamatinib,
gefitinib, gemcitabin, hydroxyurea, idarubicin, imatinib, irinotecan, lapatinib, lenvatinib,
mechlorethamin, mercaptopurin, methotrexat, mitoxantron, nilotinib, oxaliplatin, paclitaxel,
panitumumab, pazopanib, pegaptanib, pemetrexed, ranibizumab, regorafenib, ruxolitinib,
sorafenib, sunitinib, trastuzumab, teniposid, tioguanin, tofacitinib, topotecan, valrubicin,
vemurafenib, vinblastin, vincristin vindesin, vinorelbin.

12. Phirc hop nano mixen theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong do phuc
hop nano mixen nay c6 kich thuéc khoang tir 30 dén 300nm, 50 dén 300 nm, 100 dén 300
nm, 30-50 nm, 30-100 nm, 30 dén 150 nm, 150 dn 300 nm, 200 dén 300 nm, 250 dén 300
nm, 100 nm dén 150, 100 dén 200 nm, 100 dén 250 nm, 130-180 nm, hodc 130-250 nm
duoc do bing méy phan tich tan xa 4nh sang dong (DLS).

13. Phirc hgp nano mixen theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 tai
luong cta duge chét néu trén trong mixen trén nim trong khoang tir 1 dén 10% trong lugng,
5 dén 25 % trong luong, 20 dén 45 % trong lwong, 30 dén 50 % trong luong, 35 dén 50 %
trong luong, 40 dén 50 % trong lwgng, 45 dén 50 % trong luong, 30 dén 35 % trong luong,
30 dén 40 % trong luong hoic 30 dén 45 % trong lugng dua trén téng trong lugng cua phire
hop nano mixen.
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14. Phirc hop nano mixen theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 phirc
hop nano mixen ndy chita mixen va dugc chét dugc boc trong mixen nhu mot phuong tién
phan phéi thudc, trong d6 mixen nay chira chét lién hop polyme-flavonoit, va trong do6
polyme nay 14 polyme wa nuéc duoc lién két véi vong B clia flavonoit néu trén.

15. Phuong phép tao thanh phirc hop nano mixen chira mixen va duge chét duoc boc
trong mixen, phuong phap niy bao gdm cac bude nhu sau:

a. thém dugc chit néu trén trong dung mdi thich hop vao chit lién hop polyme-
flavonoit, trong d6 polyme niy 12 polyme wa nuée dugc lién két véi vong B cia flavonoit
nay; va

b. cho phép qua trinh ty ghép ndi cia mixen chira chét lién hop polyme-flavonoit néu
trén va su bao nang ctia duoc chit nay trong mixen dé tir d6 tao thanh phirc hop nano mixen.

16. Phuong phap theo diém 15, trong d6 bude (a) con bao gdm cac budc sau:

a. loai bé dung mdi dé tao thanh 16p mang kho ciia duoc chét néu trén va chét lién
hop polyme-flavonoit; va

b. hydrat héa 16p mang khé trén bang dung méi chira nude.

17. Chét lién hop polyme-flavonoit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 16,
trong d6 chit lién hop nay chira polyme gin véi vong B cia flavonoit, trong d6 polyme nay
1a polyme ua nuéc.

18. Chét lién hop polyme-flavonoit theo diém 17, trong d6 polyme duoc lya chon tir
nhém bao gdm polysacarit, polyacrylamit, poly(N-isopropylacrylamit), poly(oxazolin),
polyetylenimin, poly(axit acrylic), polymetacrylat, poly(etylen glycol), poly(etylen oxit),
poly(vinyl alcohol), poly(vinylpyrolidinon), polyete, poly(allylamin), polyanhydrit, poly(j-
amino este), poly(butylen sucxinat), polycaprolacton, polycacbonat, polydioxanon,
poly(glyxerol), axit polyglycolic, poly(axit 3-hydroxypropionic), poly(2-hydroxyetyl
metacrylat), poly(N-(2-hydroxypropyl) metacrylamit), axit polylactic, poly(axit lactic-co-
glycolic), poly(ortho este), poly(2-oxazolin), poly(axit sebacic), poly(terephtalat-co-
phosphat) va copolyme ctia ching.

19. Chét lién hop polyme-flavonoit theo diém bét ky diém trong sb cac diém 17 hosc
18, trong d6 flavonoit dugc Iya chon tir nhém bao gdm (-)-epicatechin, (+)-epicatechin, (-)-
catechin, (+)-catechin, epicatechin galat, epigallocatechin, epigallocatechin galat,
epigallocatechin-3-galat, fisetinidol, gallocatechin, gallocatechin galat, mesquitol and
robinetinidol, ellagitannin, gallotannin, oolongtheanin, phlorotannin, tannin, theacitrin,
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theadibenzotropolon, theaflavin, theanaphthoquinon, thearubigin, theasinensin va hdn hop
cua ching.

20. Chét lién hop polyme-flavonoit theo didm bét ky trong sb cac diém 17 dén 19,
trong d6 polyme lién hop véi flavonoit thong qua mét lién két dugc lwa chon tir nhém bao
gém thioete, imin, amin, azo va nhém 1,2,3-triazol.

21. Chét lién hop polyme-flavonoit theo diém 17, trong d6 chat nay c6 cong thirc nhu
sau:

cong thuce 2

OH
HO\@OH oH
A Y
O
(e} OH
Ec T
HO OH

trong d6 n ndm trong khoang tir 20 dén 910.

22. Phuong phép tao thanh chit lién hop polyme-flavonoit theo didm bat ky trong sb
cac diém tir 17 dén 21 bao gdm bude lign két flavonoit véi polyme néu trén thong qua phan
ing cdng 4i nhén trong méi truong bazo, trong d6 polyme c6 mét nhém 4i nhan tu do.

23. Phuong phép theo diém 22, trong d6 nhém 4i nhan duoc chon tir nhém bao gdm
thiol, amin, diazoalkan va azit.
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