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(54) CHE PHAM THUOC NHO MAT DANG DUNG DICH CHUA DAN XUAT
BENZOPYRAN HOAC MUOI DUGC DUNG CUA NO

(57) Sang ché dé cap dén ché pham thudc nho mit & dang dung dich, chira (2R,3R,4S)-6-
amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy-2-metyl-2-
dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hoic mudi dugc dung cua néd; propylen
glycol 1am chat on dinh; va chat diéu chinh d6 pH trong mdi truong nude, trong d6 ché
pham thudc nhé mat c6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 5,0. Ché pham thudc nho mat
theo sang ché c6 thé chira (2R,3R,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-
ylmetyl)amino]-3-hydroxy-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc
muoi dugc dung cua né tai nong do cao; va c6 do on dinh tuyét voi. Ngoai ra, dugc pham
gitip ngin ngira va diéu tri bénh thoai hoa diém vang theo sang ché c6 thé duoc bao quan
trong thot gian dai.
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Linh vwe ky thuit dwoe dé cip

Sang che dé cap dén cheé pham thudéc nhé mat dang dung dich chita dan xuat
benzopyran hodc mudi dugc dung ctia n6. Cu thé hon, séng ché dé cip dén ché pham
thuoc nho mat dang dung dich khong chi chtra dan xuat benzopyran hodc muoi dugc

dung ctia no6 va chit én dinh cu thé; ma con ¢ khoang gia tri pH cu thé.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Din xudt benzopyran c¢6 cong thic 1, tén hoa hoc cla né la
(2R,3R,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran, dugc biét dén 1a hop chat
c6 hiéu qua tri lidu dbi v6i bénh ung thu, viém khop dang thép, V.V. (béng sang ché
Han Quéc s 10-0492252).

<Cong thac 1>
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Tuong tu, hop chét c6 cong thuc 1 ¢6 thé duoc diéu ché dudi dang ché phdm
thudc nhé mat trén co s& nguyén liéu co trong lugng phan tir thap; va duoc diung dé
ngan nglra va diéu tri thodi hoa diém vang, ma khong can tiém truc tiép vao vi trf mic
bénh nhu trong liéu phép tiém khang thé (cong bd don yéu cau cip patent Han Qudc
56 10-2012-0112162). Cong bd don yéu cau cép patent Han Quéc s6 10-2012-0112162
md ta ché pham thude nho mit dang dung dich hodc dang huyén phu. Vi du, cng bd
don yéu cau cip patent Han Qudc s6 10-2012-0112162 mé ta ché phdm thudc nho mét
dang dung dich chtra hop chét ¢6 cong thac 1 ¢co néng do 0,06% trong lu‘(_mg/thé tich
va 0,09% trong lugng/thé tich, dugc diéu ché bang cach sir dung polyetylen glycol va

glyxerin lam chét tan.
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Trong khi d6, dé didu tri hiéu qua bénh thodi hoa diém vang, doi hoi ché pham
thudc nhé mat dang dung dich phai chira hop chét c¢6 cong thic 1 & néng do cao, vi du,
o néng do 0,3% trong lu’(_mg/thé tich hodc cao hon (tuc la, ¢ néng do 3,0 mg/ml hodc
cao hon). Tuy nhién, do hop chét c6 cong thirc 1 1a vét liéu tan kém trong nudc, ché
phim thudc nho mit dang dung dich dugc md ta trong cong bd don yéu cau cAp patent
Han Quéc s6 10-2012-0112162 gap mot vén dé 1 hop chat c6 cong thirc 1 khong thé
tan trong ndng do cao la 3,0 mg/ ml hodc cao hon. Ngoai ra, hop chét ¢6 cong thirc 1
co do 4n dinh kém trong moi trudong nude. Do do, khi hop chét co cong thtrc 1 ¢o néng
dd cao 1a 3,0 mg/ ml hodc cao hon, c6 mot vén dé d6 1a tao ra san pham phan hiy ting

1én déng ké.
Ban chit ky thuit ciia sang ché
Van d& k¥ thuat can dugc giai quyét

Tac giad sang ché da thuc hién nhiéu nghién ctu khic nhau dé phat trién ché
phim thude nho mit dang dung dich khong chi chira hop chét c6 cong thirc 1 & ndng
dd cao (vi du, néng d6 1a 3,0 mg/ml hodc cao hon) trong moi truong nude ma con co
d6 6n dinh duoc cai thién. Két qua la, tac gia sang ché da phéat hién ra réng, béng cach
tién hanh qua trinh bao ché thong qua diéu chinh pH ctia dung dich dén khoang cu thé
(tac 1a, pH 4,0 dén pH 5,0) va su dung chit 6n dinh cu thé (tue 1, propylen glycol), ¢6
thé bao ché ché pham thubc nhé mat dang dung dich chra hop chét c6 cong thirc 1 &
noéng do cao va co do on dinh tuyét voi. Ngoai ra, tdc gia sang ché ciing phat hién ra
rang, khi ché phdm thubc nho mit thu dugc dugc nap vao trong lo dung chin sang, né

¢6 thé thu duoc dugc pham c6 thé duoc bao quan trong thoi gian dai.

Do d6, muc dich cta sang ché 1a dé xudt ché pham thudc nhé mat dang dung
dich, bao gé)m hop chét ¢6 cong thuc 1 hodc mudi duoge dung ctia nd; va propylen
glycol lam chit dn dinh, trong d6 ché pham thudc nhé mat c6 gia tri pH nim trong

khoang tir 4,0 dén 5,0.

Muc dich khac cua sang ché la dé xuét dugc phdm gitip ngan ngira hodc didu tri
bénh thoai hoa diém vang thu dugc bang cach nap ché pham thudc nhé mat vao trong

lo dung chén sang.

Giai phap k¥ thuat dé giai quyét van e
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Theo mot khia canh cua sang ché, ché phém thuc nhd mit dang dung dich,
chtra
(2R,3R,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-Z-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cla
no; propylen glycol lam chét 6n dinh; va chit diéu chinh do pH trong méi trudng nudc,
trong d6 ché pham thubc nhoé mit c6 gia tri pH ndm trong khoang tur 4,0 dén 5,0 dugc

dé xuat.

Trong ché phim thude nho mat theo sang ché,
(2R,3R,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)—N—(1H-imidazol-2-ylmety1)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cla
no ¢6 mat voi néng do 3 mg/ml hodc cao hon, t5t hon néu nﬁ”)ng dd nim trong khoang
tr 3 dén 10 mg/ml. Va, propylen glycol c6 mat véi ndng d6 nam trong khoang tir 1 dén
20 mg/ml, t6t hon néu tir 5 dén 17 mg/ml, tét hon nita néu tr 10 dén 15 mg/ml. Ché
phdm thude nho mit theo sang ché co thé ¢ gia tri pH nim trong khoang tir 4,2 dén

4,7, t&t hon néu gia tri pH khoang 4.,5.

Ché phém thudc nho mit theo sang ché con c6 thé chtra thém mot hoidc nhiéu ta
dugc dugc chon tr nhom bao g6m chit én dinh bd trg, chat dém va chét bao quan.
Chét 6n dinh bd tro c6 thé 1a mot hodc nhiéu chat dugc chon tir nhém bao gém axit
etylendiamintetraaxetic hodc mudi ctia né va trometamin. Chat dém c6 thé 1a mot hodc
nhiéu chit duge chon tir nhom bao gdm borax, axit boric, mudi phosphat, axit xitric,
natri xitrat, va axit aminocaproic. Chét bao quén cd thé 1a mot hodc nhiéu chit duoc
chon tor nhom bao g6m benzalkonium clorua, clorhexidin gluconat, axit sorbic,

clobutanol, va paraben.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuit dugc phém dé ngén ngtra hodc diéu
tri bénh thoai hoa diém vang thu duogc béng cach nap ché phém thuéc nhé mét vao
trong lo dung chin sang. Tt hon néu, duoc phém dé ngan ngura hodc diéu tri bénh
thodi hoa diém vang theo sang ché thu duoc bing cach nap ché phim thubc nhé mat
vao trong lo dung chin sang va sau d6 dong goi san pham thu duoc trong hop gidy.
Hiéu qua thu dugc cua sang ché

Ché pham thudc nho mat dang dung dich theo séng ché ¢6 thé chira hop chit c6

cong thie 1 & nong do cao va cling ¢6 do on dinh tuyét voi. Ngoai ra, duge pham theo
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sang ché co thé duogc bao quan trong thoi gian dai. Do do, ché phdm thubc nho mit
dang dung dich va duoc pham theo séng ché dugc st dung trong ngdn ngira va didu tri

bénh thoai hoa diém vang.
M6 ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 trinh bay két qua thu duogc bang cach dénh gia hiéu qua tc ché chéng lai
hién twong mach ro ri cua ché phém thudc nhé mit theo sang ché & mo hinh ddng vat

mac thodi hoa diém vang.

Fig. 2 trinh bay két qua thu duoc bang cach danh gia hiéu qua tc ché chéng lai
su hinh thanh mach mau vdng mac gdy bénh cua ché phdm thubc nhé mit theo sang

ché & mo hinh dong vat mac thoai hoa diém vang.
MO ta chi tiet sang che

Sang ché dé xudt ché phim thuéc nhé mat dang dung dich, chua
(2R,3R ,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl) amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi duge dung cla
no; propylen glycol lam chét dn dinh; va chét diéu chinh do pH trong moi trudng nuéc,

trong dé ché pham thudc nhé mét ¢6 gid tri pH ndm trong khoang tir 4,0 dén 5,0.

Trong ché phdm thudc nho mat theo sang ché, moi trudng nude chira nude vo

trung ding dé tiém, nude tinh khiét vo tring, nude muodi sinh 1y, v.v..

Trong ché pham thubc nho mit theo sang ché,
(2R,3R,48S)-6-amino-4-[N-(4-clopheny!)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran c6 cdu trac hoa hoc theo
cong thite 1, nhu da md ta & trén. Mudi duge dung clia hop chét cé cong thirc 1 ¢6 the
¢ dang mudi cong axit, mubi kim loai kiém, hodc mudi kim loai kiém thd, duge mo ta
trong coéng bd don yéu cdu cip patent Han Québc sb6 10-2012-0112162, nhung khong
chi gidi han ¢ cac mudi nay. Trong ché phim thubc nho mét theo sang ché, hop chét
¢ cong thac 1 co thé ¢6 mat voi nong do 1a 3 mg/ml hodc cao hon, tdt hon néu ndng

d6 nam trong khoang tur 3 dén 10 mg/ml.

Sang ché phat hién ra rang, khi tién hanh bao ché hop chét c6 cong thirc 1 st
dung propylen glycol lam chit 6n dinh, d 6n dinh ctia ché phaim thudc nhé mit thu

dugc o thé duoc cai thién dang ké. Propylen glycol ¢6 thé ¢ mat v6i ndng dd nam
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trong khoang tur 1 dén 20 mg/ml, tot hon néu ndng do nam trong khoang tir 5 dén 17
mg/ml, tot hon nita néu ndng do nim trong khoang tir 10 dén 15 mg/ml, tot nhét néu

ndng do khoang 13 mg/ml (tuc la, ndng d6 nam trong khoang tir 12 dén 14 mg/ml).

Sang ché cling phat hién ra rang, khi pH cta ché phdm thudc nhé miat dang
dung dich dugc diéu chinh dén mot khoang gid tri cu thé (ttrc 1a pH 4,0 dén pH 5,0),
hop chét ¢6 cong thuce 1 ¢6 thé bi hoa tan trong ndng dd cao, ma khong tao két toa.
Ché phim thudc nho mét theo sang ché co thé co gid tri pH nim trong khoang tr 4,2
dén 4.7, tdt hon néu gia tri pH khoang 4,5) (tuc la, pH nam trong khoang tir 4,4 dén
4,6). Viéc didu chinh pH c6 thé dugc thuc hién st dung chat diéu chinh do pH thong
thuong dugce su dung trong linh vuc ché pham thudc nhé mat, vi du axit hydrocloric

va/hoic natri hydroxit, nhung khong chi giéi han ¢ céac chat nay.

Ché pham thudc nho mat theo sang ché con c6 thé chira mot hodc nhiéu ta duoc
duoc chon tor nhom bao g61n chit dn dinh bd tro, chit dém va chit bao quan. Ham
lwong cta ti duoc c6 thé dugc lya chon thich hop béi ngudi c6 hiéu biét trung binh

trong linh vyc k¥ thuat, khi xem x¢ét vé chtic ning tuong ung.

Chét 6n dinh b6 trg c6 thé 1a mot hodc nhiéu chat dugc chon tir nhom bao gdm
axit etylendiamintetraaxetic hogc mudi cia n6 (vi dy, muoi natri cla nd) va
trometamin. Vi du, chat on dinh b tr¢ ¢ thé duge str dung voi ham lugng nam trong

khoang tir 0,05 dén 10,0 mg/ml, nhung khong chi gi¢i han & ham lugng nay.

Chét dém co thé 1a mot hoic nhiéu chét dugc chon tir nhém bao gﬁ‘)m borax,
axit boric, mudi phosphat (vi du, natri phosphat, natri hydro phosphat, kali phosphat,
v.v.), axit xitric, natri xitrat, va axit aminocaproic. Vi du, chit dém c6 thé duoc st
dung véi ham luong nam trong khoang tu 0,05 dén 18,0 mg/ml, phu thudc vao loai cua
no.

Chét bao quan co thé 1a mot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém bao g6m
benzalkonium clorua, clorhexidin gluconat, clorbutanol, axit sorbic (vi du, axit sorbic,
kali sorbat, natri sorbat, v.v.), va paraben (vi du, metylparaben, propylparaben, v.v.).
Vi du, chit bio quan c6 thé duogc sir dung véi ham lugng nam trong khoang tr 0,01

dén 0,5 mg/ml, nhung khong chi gigi han ¢ ham luong nay.

Néu can, ché pham thudc nho mat theo sang ché co thé dugc loc vo trung bang,

vi du, bd loc vi khuén chéng han mang loc 0,2 wm va sau do dugc nap vao Io dung
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thich hop.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuét ché pham thudc nhé mat dang dung dich,
chtra
(2R,3R,4S)-6-amin0-4-[N-(4-clophenyl)-N—(1H-imidazol-2-ylmety1)amino]—3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cla
né; propylen glycol, axit etylendiamintetraaxetic hodc mubi ctia nd; trometamin; borax;
axit boric: benzalkonium clorua; va chat diéu chinh do pH trong mdi truong nudc,

trong d6 ché pham thudc nhé mat c6 gia tri pH nim trong khoang tir 4,0 dén 5,0.

Theo phuong an khéc, sang ché dé xuét ché pham thudc nho miat dang dung
dich, chtra tur 3 dén 10 mg/ml
(2R.3R.48)-6-amino-4-[N-(4-clopheny!)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi duge dung clia
n6; 1 dén 20 mg/ml la propylen glycol; 0,01 dén 1,0 mg/ml la axit
etylendiamintetraaxetic hodc mudi cia no; 0,05 dén 10,0 mg/ml la trometamin; 1,0 dén
11,0 mg/ml la borax; 0,1 dén 18,0 mg/ml la axit boric; 0,01 dén 0,5 mg/ml 1a
benzalkonium clorua; va chat diéu chinh do pH trong mdi truong nudc, trong dod ché

phdm thudc nho mat ¢6 gid tri pH nam trong khoang tir 4,0 dén 5,0.

Theo phuong an khac, sang ché d& xuat ché pham thudc nhd mat dang dung
dich, chua tur 3 dén 10 mg/ml
(2R,3R,48)-6-amino-4-[N-(4-clopheny!)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi duge dung cua
n6; 10 dén 15 mg/ml 1a propylen glycol; 0,5 mg/ml la axit etylendiamintetraaxetic
hodc mudi cua nd; 0,35 mg/ml 1a trometamin; 5,8 dén 5.9 mg/ml la borax; 0,5 dén 0,6
mg/ml la axit boric; 0,05 dén 0,15 mg/ml la benzalkonium clorua; va chit diéu chinh
do pH trong mdi truong nude, trong do ché phim thubc nho mét ¢6 gid tri pH nam

trong khoang tur 4,0 dén 5,0 duoc dé xuat.

Sang ché ciing dé xuat dugc pham gitp ngin nglra hogc diéu tri bénh thoai hoa
diém vang thu duoc bang cach nap ché phdm thudc nho mét vao trong lo dung chin
sang. Tét hon néu, duge pham gitip ngén ngira hodc didu tri bénh thoai hoa diém vang
theo séng ché co thé thu dugc bang cach nap ché phim thudc nho mit vao trong lo

dung chin sang va sau d6 dong g6i san pham thu dugc trong hop gidy. Lo dung chin
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sang bao gom, vi du, lo dung polyetylen ty trong thap (LDPE) khong trong subt va lo
dung polypropylen (PP) khong trong sudt, nhung khong chi gi¢i han ¢ do.

Vi du thye hién sang che

Sang ché ciing s& dugc mo ta chi tiét thém cung véi viée tham khao toi cac vi
du sau ddy. C4c vi du nay chi nham muc dich minh hoa va khong dugc dy tinh dé lam

gidi han cua sang ché.

Trong vi du bao ché, vi du va vi du thuc nghiém sau day, HL217 c6 nghia la
(2R,3R,4S)-6-amino-4-[N—(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-yhnety1)a1nin0]—3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran.

Vi du bao ché 1: Danh gia viéc san xuat ché pham thudc nho mat c6 ndong do cao

Viéc san xudt ché pham thudc nhé mat dang dung dich dugc danh gia bing
cach hoa tan HL217 theo cach tuong tu, ngoai trr viéc sit dung nﬁ”)ng do 1a 0,3% trong
luong/thé tich (tirc 13, ndng d6 1a 3,0 mg/ml) lam ham luong HL217, trong dung dich
thubc nho mit (dung dich thudc nho mat 0,06% trong luong/thé tich va 0,09% trong
luong/thé tich) dugc md ta trong vi du bao ché 1 va 2 cua cong bd don yéu ciu cép
patent Han Quéc sb 10-2012-0112162. DO 14, theo cac thanh phan va ham luong duoc
trinh bay trong bang 1, HL217, polyetylen glycol 400, glyxerin, EDTA, va axit boric
duoc thém vao nude tinh khiét vo trung trong Khi khudy. Gia tri pH dugc diéu chinh
thanh 6,5 bang dung dich axit hydrocloric va hoac dung dich natri hydroxit chtra nudc;
va sau d6 nuge tinh khiét vo tring dugc thém vao dung dich dé didu chinh vé thé tich
cudi cung. Ham luong trong bang 1 dai dién cho ham lugng cta mdi thanh phan trén

mdi 1 mL cua tong thé tich

Bang 1
Thanh phan Vi du bao ché 1 (pH 6,5)
HL217 3,0 mg
Polyetylen glycol 400 150 mg
Glyxerin 120 mg
EDTA 0,5 mg
Axit boric 10 mg
HCI q.S.
NaOH q.S.
Bé ngoai ctia mau Két tia dugce tao ra
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Nhu duoc trinh bay & trén, khi noéng do cta thanh phan hoat h6a HL217 ting

1én thanh 3,0 mg/ml, két tta duoc tao ra va do d6 dung dich dugc bao ché.
Vi du bio ché 2: Panh gid do tan ctia HL217 va do 6n dinh
(1) do tan ctia HL217

Pé hoa tan HL217 trong nong do cao (trong ndng do 1a 0,3% trong lugng/thé
tich hodc cao hon), cac yéu té 1y hoa khac nhau duge danh gid. Do ndng do cho phép
tdi da cua Cuc quan ly Thuc pham va Duoc phim Hoa Ky d6i véi polyetylen glycol
400 1a 50 mg/ml trong ché phdm thudc nhdé mat, ham luong cta polyetylen glycol 400
duoc diu chinh thanh 1/10 (ttc 13, 15,0 mg) va tuong Umg ham luong cla glyxerin
cling duoc diéu chinh thanh 1/10 (tc 13, 12,0 mg) dé danh gia do tan cua HL217.
Trong khi danh gia hiéu qua cua cac yéu t6 1y héa khac nhau, phat hién ra rang pH cta
dung dich c6 anh huéng 16n dén do tan ciia HL217. Tic 1a, khi pH duoc diéu chinh vé
khoang gia tri tir 4,5+0,5 trong s6 cac yéu td khac, thu duoc dung dich trong subt ma
khong tao ra két tha. Cu thé 13, theo cac thanh phﬁn va ham luong dugc trinh bay trong
bang 2, HL217, polyetylen glycol 400, glyxerin, EDTA, va axit boric dugc thém vao
nuée tinh khiét vo trung trong khi khudy. Gia tri pH duoc diéu chinh thanh 4,5 bing
dung dich axit hydrocloric va hodc dung dich natri hydroxit; va sau d6 nude tinh khiét
vo trung dugc thém vao dung dich dé diéu chinh vé thé tich cudi cing. Ham luong

trong bang 2 dai dién cho ham lugng cta mdi thanh phan trén 1 mL cua tdng thé tich

Bang 2 ,

Thanh phan Vi du bao ché 2-1 [Vi du bao ché 2-2 [Vi du bao ché 2-3
(pH 4.5) (pH 4,5) (pH 4,5)

HL217 3,0 mg 3,0 mg 3,0 mg

Polyetylen glycol 400 |15,0 mg - 15,0 mg

Glyxerin 12,0 mg 12,0 mg 12,0 mg

EDTA 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg

Axit boric 10,0 mg 10,0 mg 10,0 mg

HCl q.s. q.s. q-s.

NaOH q.s. q.S. q.S.

Bé& ngoai ctia mau Dung dich trong|Dung dich trong/Dung dich trong
sudt sudt subt
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Nhu c6 thé thiy tir két qua trong bang 2, mac di ham lugng cia chit 6n dinh bd
trg (tic 1a, polyetylen glycol 400 va glyxerin) 1a 1/10 lan, van thu dugc dung dich

trong sudt ma khong tao ra két tiia dudi diéu kién pH 4,5.
(2) danh gia do 6n dinh

Dung dich trong vi du bao ché 2-1, 2-2, va 2-3 dugc bao quan trong 4 tudn lan
luot dudi diéu kién trong tu lanh (5£3°C), dudi diéu kién nhiét do phong (25+£2°C, do
Am 40+5%), va dudi diéu kién tang tde (40+2°C, do dm 25%), dé do ham luong cua
san phém phan hiy. Do ham lugng cta san pham phan hiy, ham luong ctia san phém
phan huy t6i da va ham luong cta tong ham luong phan hiy duge do béng sic ky long

hiéu nang cao (HPLC) dudi cac diéu kién sau day.
<Cac diéu kién HPLC>
- Dau do: Quang phd ké UV/vis (bude séng: 254 nm)
- Cot: Cot Luna C8 (4.6 * 250 mm, 5 pm)
- Téc do dong chay: 1,0 mL/phut
- Thé tich tiém: 20 pL
- Pha dong: dung dich dém amoni format : axetonitril = 50:50

(dung dich dém amoni format dugc didu ché béng cach diéu chinh pH cua

dung dich amoni format (10 nM) thanh pH 5,5 bang axit phosphoric).
- Nhiét do cot: khoang 30°C
- Nhiét do mau: khoang 4°C

Céc két qua thu dugc bang cach do ham lugng cua san phim phan huy nhu da

mo ta & trén dugc trinh bay trong cac bang 3 dén 5 dudi day.

Bang 3: Ham lugng cua san pham phén hiy cta dung dich trong vi du bao ché 2-1

Diéu kién bdo quan Ban dau |2 tuan 4 tuan

bidu kién|San pham phén hiy t6i da [0,32% 0,99% 1,24%
trong tu lanh

Téng san pham phan hay [0,38% 1,61% 1,80%

Piéu kién nhiét|San phim phén hiy tdi da |0,32% 1,37% 2,16%
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do phong Téng sin phim phan hiy [0,38%  [223%  [3.61%

Diéu kién dwoc|San pham phan hiy t6i da |0,32% 2,14% 2,61%
tang toc

Téng san phdm phan huy |0,38% 3,33% 4,00%

Bang 4: Ham lugng cua san pham phan hiy cta dung dich trong vi du bao ché 2-2

biéu kién bado quan ban dau 2 tuan |4 tudn

Diéu kién|San phidm phéan huy t6i da [Khong phat hién ra 0,65% |1,08%
trong tu lanh

Téng san phdm phan huy |Khong phat hién ra |1,15%1,53%

Piéu kién nhiét|San phidm phén hiy t6i da [Khong phat hién ra |0,98%|1,54%
do phong

Tbng san pham phan hiy |Khong phat hién ra |1,56%2,85%

Dicu kién dugc|San phim phan huy t6i da |[Khong phat hién ra |1,75%2,54%
tang toc

Téng san phdm phan hiy |Khong phat hién ra |2,53%3,38%

Béang 5: Ham luong cua san pham phén huy cta dung dich trong vi du bao ché 2-3

biéu kién bio quan ban dau |2 tudn 4 tuan

Didu kién|San pham phén hiy ti da |0,36% 1,10% 1,35%
trong tu lanh

Téng san pham phan huy [0,42% 1,10% 1,71%

Piéu kién nhiét|San phdm phan hiy t5i da |0,36% 1,52% 1,79%
do phong

Téng san pham phan huy |0,42% 1,97% 2,71%

Diéu kién duoc|San phdm phéan huy t6i da 0,36% 2,54% 3,01%
tang toc

Téng san phim phan hay [0,42% 3,78% 4,36%

Nhu c6 thé thay tir két qua trong bang 3 dén 5, dung dich trong vi du bao ché
2-1 dén 2-3 cho thiy ting déng ké san pham phén hily dudi tat ca céc didu kién sau 2
tuan va 4 tudn, va do d6 khong thich hop v6i ham luong san pham phéan hdy c6 thé
chip nhan (san pham phan huy t6i da: 1% hogc nhé hon, tong sé san pham phéan huy: 2%
hodc nho hon).

Vi du 1 va 2: Bao ché ché pham thudc nhd mat dang dung dich chira HL217

(1) Bao ché ché phim thudc nho mit dang dung dich
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Theo céc thanh phan va ham lugng duoc trinh bay trong bang 6, ché phim
thudc nhd miat dang dung dich, bao gdm propylen glycol thay cho polyetylen
glycol/glyxerin, duoc didu ché. Tuc 13, theo cac thanh phan va ham luong trinh bay
trong bang 6, HL.217, propylen glycol, (céc) chit én dinh (EDTA va/hodc trometamin),
chit dém (axit boric va borax) va benzalkonium clorua dugc thém vao nude tinh khiét
vo trung trong khi khudy. Gi4 tri pH dugc diéu chinh thanh 4,5 bang dung dich axit
hydrocloric va hodc dung dich natri hydroxit; va sau dé nuéce tinh khiét vo tring duoc
thém vao dung dich dé diéu chinh vé thé tich cudi cing. Ham lugng trong bang 6 dai

dién cho ham luong ctia mdi thanh phan trén 1 mL cua téng thé tich

Béang 6

Thanh phéan Vidul Vidu?2
(pH 4,5) (pH 4.,5)

HL217 3,0 mg 3,0 mg

Propylen glycol 13,0 mg 13,0 mg

EDTA 0,5 mg 0,5 mg

trometamin - 0,35 mg

Axit boric 5,82 mg 5,82 mg

Borax 0,588 mg 0,588 mg

Benzalkonium clorua 0,1 mg 0,1 mg

HCI q.s. q-S.

NaOH q.s. q.s.

Bé ngoai ctia mau Dung dich trong|Dung dich trong
sudt sudt

(2) Panh gia do 6n dinh

Dung dich trong vi du 1, va 2 dugc bao quan trong 4 tudn lan luot dudi didu
kién trong tu lanh (5£3°C), dudi diéu kién nhiét @6 phong (25+2°C, d6 Am 40+5%), va
du6i didu kién tang toe (40+2°C, do Am 25%), dé do ham luong cda san phdm phén
hiy theo cach tuong tu nhu trong (2) vi du bao ché 2. Két qua dugc trinh bay trong
bang 7 va 8 dudi day.

Bang 7: Ham luong cua san pham phan hiy cta dung dich trong vi du 1
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Diéu kién bao quéan ban dau 2 tudn 4 tuin
Diéu kién|San phidm phan huy t&i da [Khong phat hién ra [Khong phat|0,03%
trong tu lanh hién ra
Téng san pham phan hily |Khong phat hién ra [Khong phat|0,03%
hién ra
Piéu kién nhiét|San phidm phén huy t5i da [Khong phat hién ra |0,06% 0,16%
do phong Téng san pham phan hiy |Khong phat hiénra [0,09%  0,21%
Piéu kién duoc|San phidm phén hiy t6i da [Khong phat hién ra |0,34% 0,79%
taing t0c Téng san phédm phan hily |Khong phat hién ra |0,66% 1,62%
Bang 8: Ham lugng cua san phém phan huy cta dung dich trong vi du 2
Diéu kién bao quéan ban dau 2 tudn 4 tudn
Pidu kién|San phidm phan hiy t6i da [Khong phét hién ra [Khong phat|0,04%
trong tu lanh hién ra
Téng san phim phan hity |Khong phat hién ra |[Khong phat|0,04%
hién ra
Didu kién nhiét|San phdm phan hiy tdi da [Khong phat hién ra |0,07% 0,18%
do phong Tong san pham phan hily |Khong phat hién ra [0,10% 0,23%
Piéu kién duoc|San phim phén hiy ti da [Khong phat hién ra |0,36% 0,88%
tang toc Téng san phiAm phan hily |Khong phat hién ra |0,64% 1,60%

Nhu c6 thé thdy tir cac két qua trong bang 6 dén 8, khi st dung propylen glycol

va diéu chinh pH cta dung dich thanh pH 4,5, thu dugc dung dich trong sudt ma

khong tao ra két tia va tao ra san pham phan hity giam di dang ké dudi tt ca cac diéu

kién bao quan (tc la, dudi diéu kién trong t lanh, dudi diéu kién nhiét do phong, va

duéi didu kién duoc ting téc). Do do, ché phém thudc nhé mit thich hop cho ham

lugng san pham phén huy c6 thé chip nhan (san pham phan hity tdi da: 1% hodc nhd

hon, téng sé san pham phan hiy: 2% hodc nho hon). Va tuong tu, dung dich duge diéu

ché bang cach bo sung thém trometamin lam chét n dinh cho thiy do on dinh ting lén
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mot chut dudi diéu kién lam ting tdc so voi dung dich ma khong dugc thém
trometamin, mac du khong déng ke.
Vi du 3 va4: Bao ché ché pham thudc nhé mat dang dung dich chira HL217
(1) Bao ché ché pham thudc nhé mat dang dung dich

Theo céc thanh phidn va ham luong dugc trinh bay trong bang 9, ché pham
thudc nhé mit dang dung dich duoc diéu ché. D6 1a, ché pham thudc nho mit dang
dung dich dugc didu ché theo cach tuong tu nhu trong vi du 2, lAn luot ting ndng do
ca HL217 thanh 5,0 mg/ml va 10,0 mg/ml. Ham luong trong bang 9 dai dién cho ham

luong ctia moi thanh phan trén mdi 1 mL cua téng thé tich

Bang 9
Thanh phéan Vidu3 Vidy 4
(pH 4.5) (pH 4.5)
HL217 5,0 mg 10,0 mg
Propylen glycol 13,0 mg 13,0 mg
EDTA 0,5 mg 0,5 mg
trometamin 0,35 mg 0,35 mg
Axit boric 5,82 mg 5,82 mg
Borax 0,588 mg 0,588 mg
Benzalkonium clorua |0,1 mg 0,1 mg
HCl q.s. q-s.
NaOH qg.s. q.s.
Bé& ngoai cia mau Dung dich trong sudt |Dung dich trong sudt
(2) Danh gia do 6n dinh

Dung dich trong vi du 3 va 4 dugc bdo quan trong 4 tuan lan luot dudi diéu
kién trong td lanh (5+3°C), dudi diéu kién nhiét do phong (25+2°C, d¢ Am 40+5%), va
duéi didu kién dugc tang tbe (40+£2°C, do 4m 25%), dé do ham luong cla san phim
phan hdy theo cach twong tu nhu trong (2) Vi du bao ché 2. Két qua dugc trinh bay
trong bang 10 va 11 dudi day.

Bang 10: Ham lugng cua san pham phan hiy cia dung dich trong vi du 3
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Diéu kién bao quéan ban dau D tudn |4 tudn
Diéu kiénSan pham phan hay tdi da Khong phat hiénra 0,03% (0,04%
trong tu lanh [ )
Téng san pham phan hily [Khong phat hi¢gnra (0,03% [0,04%
Pidu  kiénSan phdm phén hiy tdi da Khong phat hiénra 0,08% 10,16%
nhiét do— - .
shong Tong san pham phan hiy x nong phat hinra 0,10%  0,22%
Piéu  kiénSan phdm phén hiy tdi da [Khong phat hiénra 0,35% (0,79%
dugc tang toe[— -
Téng san pham phan hiy |[Khong phét hiénra 0,67% |1,63%
Bang 11: Ham lugng cua san pham phén hiy cta dung dich trong vi du 4

Diéu kién bao quan ban dau 2 tudn 4 tudn
Diéu kién trongSéan pham phan hity tdi da [Khong phat hién ra|0,03% (0,04%
tu lanh - -

Tbng san pham phan huy [Khong phét hién ra0,07% 0,05%
Piéu kién nhié(San phdm phén huy t6i da Khong phat hién ra0,07% 0,15%
do phong : :

Tong san pham phan hay [Khoéng phét hi¢n ra0,10% (0,23%
Piéu kién duocSan phdm phan huy t6i da Khong phat hién ra0,33% 0,89%
tang toc - ]

Tong san pham phan hiy [Khong phat hién ra0,62% |1,71%

Nhu ¢6 thé thdy tir cic két qua trong bang 9 dén 11, khi st dung propylen
glycol va diéu chinh pH cta dung dich thanh pH 4,5, thu dugc dung dich trong sudt
chira HL.217 & ndng dd cao (vi du, 10 mg/ml) va thich hop dbi voi ham luong san
phdm phén hiy c6 thé chap nhan (san pham phan hiy t6i da: 1% hodc nho hon, tong
s6 san phim phan hiy: 2% hoic nho hon) du6i tit ca cac didu kién (tie 13, dudi dicu

kién trong ti lanh, du6i diéu kién nhiét do phong, va duéi diéu kién duge ting téc).

Vi du 5 dén 7: Bao ché ché phim thuéc nho mit dang dung dich chiaa HL217

(1) Bao ché ché pham thuéc nhé mat dang dung dich
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Theo céc thanh phan va ham lugng dugc trinh bay trong bang 12, ché pham
thudc nho miét dang dung dich duoc didu ché. Do 1a, ché pham thudc nhé mat dang
dung dich duoc diéu ché theo cach tuong tu nhu trong vi du 2, lAn luot thay d6i ndng
do cua propylen glycol thanh 1,0 mg/ml, 5,0 mg/ml va 20,0 mg/ml. Ham lugng trong

bang 12 dai dién cho ham Iuong cua mdi thanh phan trén mdi 1 mL cia tdng thé tich

Bang 12
Thanh phéan Vidus Viduy6 Vidu7
(pH 4,5) (pH 4.5) (pH 4,5)
HL217 3,0 mg 3,0 mg 3,0 mg
Propylen glycol 1,0 mg 5,0 mg 20,0 mg
EDTA 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg
trometamin 0,35 mg 0,35 mg 0,35 mg
Axit boric 5,82 mg 5,82 mg 5,82 mg
Borax 0,588 mg 0,588 mg 0,588 mg
Benzalkonium clorua 0,1 mg 0,1 mg 0,1 mg
HCI q.S. q.s. q.S.
NaOH q.S. q.s. qg.s.
Bé ngoai ctia mau Dung dich|Dung  dich|Dung dich
trong sudt trong sudt trong sudt

(2) Panh gia do 6n dinh
Dung dich trong vi du 5 dén 7 dugc bao quan trong 4 tuan 1an luot dudi diéu
kién trong td lanh (5+3°C), dudi diéu kién nhiét do phong (25+2°C, do Am 40+5%), va
dudi didu kién duoc ting toe (4042°C, do Am 25%), dé do ham luong cla san pham
phan hiy theo cach twong tu nhu trong (2) Ci du bao ché 2. Két qua dugc trinh bay
trong bang 13 dén 15 dudi day.
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Bang 13: Ham lugng cua san pham phan hiy cta dung dich trong vi du 5

Diéu kién bao quan ban dau 2 tuln 4 tuan
Didu kién|San pham phén huy t6i da [Khong phat|Khong phat|Khong phat
trong tu lanh hién ra hién ra hién ra
Téng san pham phan hily |Khong phat|Khong phat|Khong phat
hién ra hién ra hién ra
Piéu kién nhiét|San phdm phan huy ti da [Khong phat|0,07% 0,16%
do phong hién ra
Tong san pham phan hity |Khong phat|0,09% 0,21%
hién ra
Piéu kién duoc|San phdm phén hiy ti da [Khong phat|0,35% 0,87%
tang tc hién ra
Téng san pham phan hiy |[Khong phat|0,64% 1,66%
hién ra

Bang 14: Ham lugng cua san pham phén hiy cta dung dich trong vi du 6

Diéu kién bao quan ban dau 2 tuan 4 tudn
bidu kién|San pham phén hiy t6i da |Khong phat/Khong phat|Khong phat
trong tu lanh hién ra hién ra hién ra
Tong san pham phan hity |Khong phat|Khéng phat/Khong phat
hién ra hién ra hién ra
Piéu kién nhiét|San phdm phén hiy ti da [Khong phat|0,06% 0,16%
do phong hién ra
Tdng san pham phan hiy |Khong phat|0,09% 0,22%
hién ra
Piéu kién duoc|San phdm phén hity t6i da [Khong phat|0,34% 0,79%
ting toc hién ra
Téng san pham phan hily |Khong phat|0,64% 1,57%
hién ra

Bang 15: Ham lugng cua san pham phén hiy cta dung dich trong vi du 7
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bicu kién bao quan ban dau 2 tuan 4 tuan

biéu kién|San phAm phén huy ti da |Khong phat/Khong phat/Khong phét

trong tu lanh hién ra hién ra hién ra

Téng san pham phan hiy |Khong phéat|Khong phat|Khong phat

hién ra hién ra hién ra

Pidu kién nhiét|San phidm phan huy t6i da [Khong phét|0,08% 0,16%
do phong hién ra

Téng san pham phan hiy |Khong phat|0,14% 0,20%

hién ra

Piéu kién duoc|San phdm phan huy ti da [Khong phat|0,33% 0,83%

tang toc hién ra

Téng san pham phan hily |Khong phat|0,62% 1,56%

hién ra

Nhu c6 thé thdy tir cac két qua trong bang 12 dén 15, khi st dung propylen
glycol tai nong do 1a 1 mg/ml dén 20 mg/ml, thu dugc dung dich trong sudt ma khong
tao ra két tua va thich hop d6i v6i ham luong san pham phan hiy ¢6 thé chip nhén
(san pham phén huy t6i da: 1% hodc nhé hon, tdng s6 san phim phan hiy: 2% hodc
nhé hon) dudi tat ca cac didu kién (tic 13, dudi diéu kién trong ti lanh, dudi diéu kién

nhiét do phong, va dudi diéu kién duoc ting téc).
Vi du bao ché 1: Tha nghiém do bén va4i anh sang

D6 bén voi 4nh sang clia ché pham thude nho mét duge danh gid sir dung lan
luot lo dung polyetylen ty trong thip (LDPE) trong subt [PurellPE1810E tu nhién
(GERRESHEIMER)] lam lo dung trong sudt, lo dung polyetylen ty trong thip (LDPE)
khong trong sudt [PurellPE1810E mau tring (GERRESHEIMER)] 1am lo dung khong
trong sudt, va mot hop gidy. Tuc 14, ché pham thudc nhoé mét duge diéu ché trong vi
du 2 dugc bao quan dudi diéu kién bao quan trong bang 16 dudi day. Mbi nhom thir
nghi¢m dugc dat trong buéng chup anh va sau d6 duoc phoi v6i anh sang cuc tim

trong 40 gio dudi diéu kién 5 w/m? hodc phoi v6i anh sang nhin thay trong 40 git dudi
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didu kién 30000 Luxo/gio. Sau khi phoi trong 40 gio, ham luong cua san phdm phan

hiy duge do theo cach twong tu nhu trong (2) Vi du bao ché 2. Két qua duogc trinh bay

trong bang 17 dudi day.

Bang 16

Diéu kién bdo quan

nghiém 1

Nhom thir|Ché phdm thuéc nhd maét trong vi du 2 dugce bao quan trong lo dung

LPDE trong subt.

nghiém 2

Nhom thir|Ché pham thubc nho mat trong vi du 2 duge bdo quan trong lo dung

LPDE khong trong sudt.

nghiém 3

Nhom thtr|Ché phim thuéc nhé mat trong vi du 2 dugc nap vao trong lo dung

LPDE trong sudt va sau d6 dugc bao quan trong hop gidy.

nghiém 4

Nhém thtr|Ché pham thudc nhé mit trong vi du 2 dugc nap vao trong lo dung

LPDE khéng trong su6t va sau d6 dugc bao quan trong hop gidy.

Bang 17

Anh sang cuc tim Anh sang nhin thdy

Nhom |Nhém [Nhom |[Nhom  [Nhom [Nhém |[Nhom  (Nhom
thtr thtr thtr thu thtr thur thtr thir
nghiém |nghiém |nghiém |nghiém |nghiém |nghi¢m |nghi¢ém |nghi¢

1 2 3 4 1 2 3 m4

huy tbi da

San pham phan|0,30% [0,10% |0,03% [0,03% |0,72% 0,03% |0,03% |0,03%

phan huy

Téng san pham|1,11% [0,13% |0,03% [0,06% |3,43% {0,04% {0,06% |0,04%

Nhu c6 thé thdy tir cac két qua cua bang 17. Tét hon néu ché phdm thudc nho

mét chira HL217 duogc nap vao trong lo dung khong trong sudt; va tbt hon nita néu ché

phim thudc nhoé mét chira HL217 duoc nap vao trong lo dung khong trong sudt sau do
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duogc bao quan trong hop gidy.
Vi du bao ché 2: Thi nghiém hiéu quéa ¢ dong vat

Hi¢u qua chéng lai thodi hoa diém vang dugc ching minh st dung chudt mat
chtrc nang gen co6 thu thé lipoprotein mat do rit thép (vIdlr) (chudt C57B1/6, Jackson
Laboratory, USA) lam mo hinh chudt mic thoai hoa diém vang lién quan dén tudi tac
(AMD). Thudc tiém Lucentis™ (Norvatis, Basel, Switzerland) duoc st dung 1am db6i

chiing duong.

Nhom dbi chung dugce nhé 1 giot nude mudi sinh 1y vo tring, vao mdi mit cla
chudt binh thuong (n=8), mdi ngay hai lan trong 3 tudn. Nhom mic AMD dugc nho 1
giot nudce mubi sinh 1y v tring, vao moi mét cta chudt mit chirc ning gen vidir
(chudt vidir -/-), mdi ngay hai lin trong 3 tuan. Nhém d6i chimg duong nhan 1 pl
thube tiém Lucentis™ (chtra 50 ng/ul ranibizumab) vao mdi mat ctia chudt vidlr, bang
cach cung cép truc tiép vao dich kinh mét st dung kim tiém Hamiltion (Hamilton
company, Reno, NV, USA). Nhom thtr nghiém dugc nhd 1 giot ché phém thudc nhd

mét trong vi du 2, vio mdi mét ctia chudt vidlr -/-, ngay hai lan trong 3 tudn.

Céc thr nghiém sau d6 duoc thuc hién dé danh gia bét ky bat thuong nao cua
mach méau vong mac, chéng han su hinh thanh mach va d¢ thAm mach méu bat thuong.
Khi md t&r thi, tién hanh gdy mé bang cach tiém trong bung 10 mg/kg zolazepam
(Zoletil, Virbac, Carros, France) va 10 mg/kg xylazin hydroclorua (Rumpun, Bayer,
Frankfurt, Germany). Khoang bung va khoang nguc dugc rach dé gitt an toan cho tim;
va sau do 50 mg/mL floresxein-dextran (khéi luong phan tir 10 Kda, Sigma, St. Luois,
MO, USA) va 10 mg/mL Hoechst 33342 (Sigma) trong PBS vo trung (1 mL) dugc
tiém vao tAm thét trai. Sau 10 phut, mit duoc liy ra va ¢b dinh trong dung dich
paraformaldehyt 4% trong 2 gio dé tach vong mac. Vong mac da tach ra duoc dat trén
mot phién kinh, dugc nho keo dan lam kinh chta nuége (Fluoromount ™, Sigma, St.
Louis, MO, USA) va sau d6 dugc quan sat dudi kinh hién vi huynh quang. Dé phan
tich dinh lugng thudc nhudm dénh d4u, mau dugc léy tr tim 10 phut sau khi tiém
thubc nhudm, duoc truyén PBS vo trung dé loai bod thubc nhudém con sot lai ra khoi
mach mau, sau do mét duoc léy ra dé tach vong mac. Vong mac da tach dugc déng
nhét bing 100 pL PBS va sau d6 dugc ly tam dé thu duge dich noi, trong d6 luong
FITC-dextran sau do dugc do bang may do quang phd. Cuong do huynh quang dugc
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do trong céc didu kién kich thich 485 nm va phat xa 530 nm; va dugc tinh toan Vo1
viéc hiéu chinh céc gia tri huynh quang FITC va ndng do protein vong mac trong mau.

Két qua cua chiing duoc thé hién trong Fig. 1.

Ngoai ra, cac thir nghiém sau day da dugc thuc hién dé danh gia qua trinh hinh
thanh mach dudi véng mac. Mo vong mac da tach ra duoc ¢ dinh véi 4%
paraformaldehyt trong 1 gi® va sau d6 phan (mg vé&i Griffonia bandeiraea simplicifolia
isolectin B4 lién hop véi Alexa Fluor 594 (IB4 Alexa Fluor 594, dd pha loang 1: 100;
dau do phén titr, Hoa Ky) trong 2 gio. Sau khi ria du véi PBS, mod vong mac dugc dat
trén mot phién kinh va nho keo déan lam kinh chtra nu6e (FluoromountTM, Sigma, St.
Louis, MO, USA). Sau khi lam kho du, két qua dugc quan sat dudi kinh hién vi huynh
quang va dugc chup anh lai. Phan vong mac dugc nhudm H&E va sau d6 mach méau
méi phat trién dudi véng mac dugce phan tich bang phin mém Image] (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Két qua cta chung dugc thé hién trong Fig.
2.

Nhu thiy trong Fig. 1, & chudt binh thuong, duong vién cta cac mach mau rd
rang va tinh toan ven ctia mach méu binh thuong dugc duy tri tbt. Tuy nhién, & chudt
vidly -/-, thubc nhudm danh dau huynh quang dugc tiém vao mach méu bi ro ri ra
ngoai mach mau (miii tén mau trdng) dé ting cuong do huynh quang clia vong mac.
Ngoai ra, vat liéu nhuom Hoechst 33342, thé hién huynh quang mau xanh lam, ciing bi
o i ra khoi mach mau va do do nhiéu phéat hién vé& mach ro ri da dugc quan sat théy;
va cac ving mach méau méi tao ra dudi vong mac (mfii tén do) dugc quan sat thay. Tuy
nhién, & mat duoc diéu tri béng ché phém thudc nho mét theo Vi du 2, ro ri mach va
hinh thanh mach gdy bénh da bi tc ché. Nhom ddi chimg dwong cho thdy hiéu qua

dang ké chi & tuan tht 2 ding thude.

Nhu ¢6 thé thiy tir Fig. 2, trong truong hop phan tich nhu¢m isolectin B4,
chuot vidlr -/- cho théy cac bui mach mau méi hinh thanh dudi vong mac (mii tén
mau tréng) & mot s6 vi tri réi rac nhung dién tich cta ching bi giam di khi st dung ché
phim thudc nhé mit theo Vi du 2. Ngoai ra, trong cdc phén tich nhuom H&E cta cac
phén vong mac, chudt vidlr -/- cho théy nhiéu mach mau méi hinh thanh bét thuong ¢
vung dudi vong mac (ving mii tén), bi gidm di khi st dung ché pham thudc nhé mat

theo Vidu 2.
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YEU CAUBAO HQ
1. Ché pham thude nhd mit dang dung dich, chira
(2R,3R,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazo1-2-y1metyl)amin0]-3—hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cta
no; propylen glycol lam chét 6n dinh; va chit diéu chinh @6 pH trong moi trudng nudc,

trong do ché phim thudc nho mat nay cé gia tri pH nim trong khoang tr 4,0 dén 5,0.

2. Ché  pham thubc nhé mat  theo  diém 1, trong  do
(2R,3R,48)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung ctia

n6 ¢6 mit v4i nong do 1a 3 mg/ml hodc cao hon.

3. Ché  pham thubc nhé mat theo  diém 1, trong dé
(2R,3R,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-Z-ylmetyl)amino]-3—hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cla
n6 ¢6 mit voi ndng dd nim trong kKhoang tir 3 dén 10 mg/ml.

4. Ché phim thudc nhé mét theo diém 1, trong d6 propylen glycol c6 mat véi ndng do
nam trong khoang tur 1 dén 20 mg/ml.

5. Ché phidm thudc nho mit theo diém 1, trong d6 propylen glycol c6 mat véi ndng do
ndm trong khoang tir 5 dén 17 mg/ml.

6. Ché phdm thudc nhé mit theo diém 1, trong d6 propylen glycol c6 mit véi ndng do
nim trong khoang ttr 10 dén 15 mg/ml.

7. Ché phdm thudc nho mit theo diém 1, trong d6 ché phaim thubc nho mit c6 do pH
nim trong khoang tur 4,2 dén 4.7.

8. Ché pham thudc nho mit theo diém 1, trong d6 ché pham thubc nhé mit c6 do pH
khoang 4,5.

9. Ché phdm thudc nhd mét theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con chra thém mot
hodc nhiéu ta dugc duge chon tir nhém bao g61n chét 6n dinh b tro, chit dém, va chét
bao quan.

10. Ché phém thudc nho mit theo diém 9, trong do chit én dinh bd tro 14 mot hoic
nhiéu chat duoc chon tir nhém bao gém axit etylendiamintetraaxetic hodc mudi cta noé

va trometamin.
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11. Ché phém thudc nho mét theo diém 9, trong do chit dém 1a mot hoic nhiéu chit
dugc chon tor nhém bao g&n borax, axit boric, mudi phosphat, axit xitric, natri xitrat,

va axit aminocaproic.

12. Ché phdm thubc nho mit theo diém 9, trong d6 chit bao quan la mdt hodc nhiéu
chit duoc chon tir nhom bao gf‘)m benzalkonium clorua, clorhexidin gluconat, axit

sorbic, clobutanol, va paraben.

13. Ché pham thudc nhd mat theo diém 1, chtra
(2R,3R,4S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cta
no; propylen glycol, axit etylendiamintetraaxetic hodc mudi cua nd; trometamin; borax;

axit boric; benzalkonium clorua; va chat diéu chinh d6 pH trong moi truong nudc.

14. Ché phidm thuéc nho mit theo didm 1, chira tr 3 dén 10 mg/ml
(2R.3R,48)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cta
n6; 1 dén 20 mg/ml propylen glycol; 0,01 dén 1,0 mg/ml axit etylendiamintetraaxetic
hodc mudi ctia no; 0,05 dén 10,0 mg/ml trometamin; 1,0 dén 11,0 mg/ml borax; 0,1
dén 18,0 mg/ml axit boric; 0,01 dén 0,5 mg/ml benzalkonium clorua; va chit diéu

chinh d¢ pH trong mdi trudong nude.

15. Ché phidm thudc nhd mit theo diém 1, choa tr 3 dén 10 mg/ml
(2R.3R.48S)-6-amino-4-[N-(4-clophenyl)-N-(1H-imidazol-2-ylmetyl)amino]-3-hydroxy
-2-metyl-2-dimetoxymetyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran hodc mudi dugc dung cta
no; 10 dén 15 mg/ml propylen glycol; 0,5 mg/ml axit etylendiamintetraaxetic hodc
mubi ctia né; 0,35 mg/ml trometamin; 5,8 dén 5.9 mg/ml borax; 0,5 dén 0,6 mg/ml axit
boric; 0,05 dén 0,15 mg/ml benzalkonium clorua; va chit diéu chinh do pH trong moi
truong nudc.

16. Duoc phém gitp ngdn ngtra hodc diéu tri bénh thoai hoa diém vang thu duoc béng
cach nap ché pham thudc nhé mat theo diém bét ky trong sé cac diém tur 1 dén 15 vao
lo dung chén séng.

17. Duoc pham gitp ngan ngira hodc diéu tri bénh thoai hoa diém vang theo diém 16,
trong d6 duoc pham nay co thé thu dugc bing cach nap ché pham thubc nho mat vao

trong lo dung chan séng va sau d6 dong géi san phidm thu dugc trong hop gidy.
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FIG. 1
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FIG. 2
Binh thuong VIl —/= Ranibizumab 3 HL-217
! 5 Qng/mét 3.0mg/mi
Nhudm Isolectin
B4 (chat danh dau
mach)
Nhuom H&E
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