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Linh vire ky thuét dwge dé cap

Sang ché thudc linh vuc hoa g dung va hoat chit ¢ nguén géc thién nhién. Cu thé,
sang ché d& cap dén ché pham nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain
la (CF8.4) ¢6 kha ning trc ché sy phat trién ctia khdi u ung thu. Ché phim theo sang ché c6

tidm ning 16n dé mg dung trong diéu tri ung thu.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Ung thu 1a mét nhém céc bénh duge dic trung boi sy phat trién khong thé kiém soét
va lan rOng ctia céc t& bao bat thuong. Theo WHO, ung thu 12 nguyén nhan ciia gan 10 triéu
truong hop tr vong trong nam 2020 va sb luong ti vong do ung thu dy dodn van tiép tuc
cao trong nhitng nim tiép theo (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/ cancer).
Cac loai ung thur gay ti 1€ tir vong cao phai ké dén ung thu phéi, ung thu gan, ung thu duong
rudt, v.v. Mic du hién d3 c6 nhiéu loai thubc duoc nghién ctru dé diéu tri ung thu, tuy nhién
hiéu qua diéu tri con nhidu han ché do tac dung phu, khang thubc va gia thanh cao. Trong
cac loai thube dang duoc diéu tri ung thu hién nay phai ké dén L-asparaginaza (ASNaza).
Day 1a mot loai thude thiét yéu dung cho chita trj bénh ung thu hiéu qua, dic biét 1a ung
thu bach cau cép. Tuy nhién, tmg dung cta thudc chu yéu 1a sur dung cho diéu tri ung thu
mau, trong khi d6 loai ung thu nay chi chiém ti 1& nho trong cdc bénh ung thu dang biét
dén. Gén day, L-asparaginaza cling da dugc chimg minh 14 c6 tiém ning dé ngin ngua su
di can tr cac khdi u rén. Tuy nhién, phwong phap diéu tri ASNaza cling ¢6 déc trung bdi
rat nhiéu tac dung phu tiém 4n, tir phan tng mién dich dén doc tinh nghiém trong nhu viém
tuy, huyét khdi, viem niém mac, budn non, nhtc dau, dau bung va rbi loan chtrc nang hé
than kinh (Brumano LP, da Silva FV, Costa-Silva TA, Apolinario AC, Santos JH,
Kleingesinds EK, Monteiro G, Rangel-Yagui CD, Benyahia B, Junior AP. Development of
L-asparaginase biobetters: current research status and review of the desirable quality
profiles. Frontiers in bioengineering and biotechnology. 2019 Jan 10;6:212). Hon nita,
ASNaza c6 d6 6n dinh thép trong huyét thanh va do thanh thai nhanh trong huyét tuong do

tac dong cua cic proteaza va khang thé cua nguoi (Pieters va cong su, 2012). Vi vay, nhiing
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thé hé thudc méi ctia L-asparaginaza da ra doi va cai thién dang ké doc tinh va tinh khéng

thuéc, vi du nhu dang dugc nanoliposom héa, PEG héa v.v.

Nanoliposom 14 mét trong céc hé thdng phan phéi thube hicu qua dang dugc str dung
dé giai quyét cac vin dé trén. V& ban chit, nanoliposom la nhirng tii nhén tao nho c6 dang
hinh céu c6 thé duoc tao ra tir cholesterol va céc phospholipit tu nhién khong ddc hai. Do
kich thuéc va dic tinh ky nuée va wa nude (bén canh tinh tuong hop sinh hoc), nanoliposom
a hé thong ddy hira hen dé phan phdi thudc. Cac dic tinh cia lipit khac nhau dang ké vé6i
thanh phan lipit, dién tich bé mat, kich thu6c va phuong phép diéu ché. Hon nita, viéc lua
chon céc thanh phan cua 16p kép xéac dinh d6 "ctng" hoic "tinh lwu dong" va dién tich cua
16p kép. (Akbarzadeh A, Rezaei-Sadabady R, Davaran S, Joo SW, Zarghami N,
Hanifehpour Y, Samiei M, Kouhi M, Nejati-Koshki K. Nanoliposome: classification,
preparation, and applications. Nanoscale Res Lett. 2013 Feb 22;8(1):102.). Bén canh do, su
bién ddi cua nanoliposom bang polyetylenglycol (PEG), ttrc 1a PEGyl hoa, cho phép chiing
luu thong trong mot thoi gian dai dang ké trong tuan hoan méu sau khi tiém tinh mach. On
dinh 16p kép lipit va can trd steric, din dén tc ché hap phu protein va it dugc cac dai thyc
bao nhén biét (Hatakeyama H, Akita H, Harashima H. The polyethyleneglycol dilemma:
advantage and disadvantage of PEGylation of nanoliposomes for systemic genes and
nucleic acids delivery to tumors. Biological and Pharmaceutical Bulletin. 2013 Jun
1,36(6):892-9). Thém vao d6, viéc bién dbi nanoliposom bang cac phan t&¢ PEG 1am cho
nanoliposom ¢6 trong lugng phan ti cao do d6 lam tang kh4 ndng tich tu ty phat cua
nanoliposom & céc vi tri bénh ly khéc nhau, chéng han nhu khéi u rén va cac khu vuc nhiém
trang. Hién tuong nay duoc goi 1a hiéu ung tdng cuong tinh thdm va luu git (EPR)
(Matsumura Y, Maeda H. A new concept for macromolecular therapeutics in cancer
chemotherapy: mechanism of tumoritropic accumulation of proteins and the antitumor
agent SMANCS. Cancer Res., 46, 6387-6392 (1986)). Hiéu tng nay dua trén thuc té 14 tin
mach bénh Iy ctia mé khdi u, khong gidng nhu cac mo binh thuong, c6 chira mang day
khong lién tuc hodc khong c6, 1am cho n6 “bi ro ri”. Pidu nay cho phép céac dai phan tir 16n
va tham chi c4c hat nhé thoat ra ngoai va tich tu trong khong gian khdi u k&. Sy tich tu nhu
vdy cling duge tao didu kién do thiéu hé théng bach huyét, hé théng nay chiu trach nhiém

thodt cdc dai phén tir khéi cidc md. Mot sb san phém nanoliposom dugc PEG héa da duoc
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thuvong mai héa nhu Doxil (Caelyx), doxorubicin PEGyl hoa nanoliposom ¢6 dwong kinh
100 nm, tich tu trong céc khdi u & muc do cao va c6 it tdc dung phu hon so véi doxorubicin
tu do, va dugc str dung trong diéu tri hoi ching suy giam mién dich méc phai (AIDS) lién
quan dén Kaposi's sarcoma, ung thu budng trimg va ung thu vi (Davis ME, Chen ZG, Shin
DM. Nanoparticle therapeutics: an emerging treatment modality for cancer. Nat. Rev. Drug
Discov., 7, T71-782 (2008)). Trong cac phan t¢ PEG dugc st dung hién nay, D-alpha
tocopheryl polyetylen glycol 1000 succinat (TPGS) da duoc sit dung nhu mdot chét diéu
chinh ctia nanoliposom trong nhidu nghién ctru. TPGS 13 mot dan xuét polyetylen glycol
(PEG) hoa tan trong nudc cta vitamin E succinat, dugce cdu tao ciia nhom wa nuée (PEG)
va nhém wa béo (tocopherol succinat) dé tao thanh amphiphilic két cdu. TPGS 1a mdt chét
nhil héa tuyét voi, chit hoa tan va chét ting cuong sinh kha dung cho thube ky nuéce do gia
tri cAn bang wa nude-liphophilic (HLB) cta n6é (Malamatari va cong su, 2015; Duhem va
cong su, 2014). Ngoai ra, TPGS trc ché khang da thude qua trung gian P-gp, tang cudng
hép thu thube va tang ddc tinh té bao cua thude. Theo Li va cOng su, TPGS néng cao twong
tac gita nanoliposom va luteolin dé chdng ro ri thude. Ngoai diém yéu twong tac, TPGS ¢6
hinh dang céng kénh va dién tich bé mat 1on dam bao né 1a chét nhii hoa tot cho mot loat
céc loai thude ky nude (Li J, Cheng X, Chen Y, He W, Ni L, Xiong P, Wei M. Vitamin E
TPGS modified nanoliposomes enhance cellular uptake and targeted delivery of luteolin:

An in vivo/in vitro evaluation. International journal of pharmaceutics. 2016 Oct

15:512(1):262-72.).

Hién nay, ngoai viéc thiét ké cac hé thdng phan phdi nhim nang cao hiéu qua cua
thudc thi viée két hop cac hoat chit dé ning cao hidu qua diéu tri 12 mot huéng mai. L-
asparaginaza duoc béo céo 1a ting hoat tinh khi két hop véi piperin. Ngoai ra, L-
asparaginaza két hop voi decitabin 1am chét khtr metyl thé hién tac dung gay doc té bao
hiép dong trong bénh ung thu bach cau T cép tinh (T-ALL) & tré em, voi ddu hiéu di truyén
cu thé (Serravalle S, Bertuccio SN, Astolfi A, Melchionda F, Pession A. Synergistic
cytotoxic effect of L-asparaginase combined with decitabine as a demethylating agent in
pediatric T-ALL, with specific epigenetic signature. BioMed research international. 2016
Nov 27;2016.). Su két hop cta L-asparaginaza v6i vincristin va prednisolon thong qua tiém

ven cling da cho thdy két qua tuyét voi trong diéu tri bénh ung thu bach cau. Thém véo do,
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cac loai thudc khac nhu dexamethason, methotrexat cling da duoc st dung két hop vé6i L-
asparaginaza trong didu tri ung thu (Kumar K, Kaur J, Walia S, Pathak T, Aggarwal D. L-
asparaginase: an effective agent in the treatment of acute lymphoblastic leukemia.
Leukemia & lymphoma. 2014 Feb 1;55(2):256-62.). Nhu viy, su két hop L-asparaginaza
v6i cac hoat chét hay thudc khac dé nang cao hidu qua diéu tri 12 mot hudng di c6 tiém

nang.

Tuy nhién, hién nay chua co nhiéu nghién cru chi tiét, cling nhu chua co6 céac ché
pham nanoliposom chira L-asparaginaza két hop vai hoat chit khac ma c6 hiéu qua cao
trong viéc tre ché khéi u. Muyc dich ctia sang ché 1a dé xuét ché phim nanoliposom chtra L-
asparaginaza két hop v6i hoat chit khic dé nang cao hidu qua trc ché su phat trién ctia khéi

u.
Bén chit k§ thuit ciia sing ché

Dé dat duge muc dich néu trén, sang ché d& xudt ché phdm nanoliposom nhiéu 16p
chtra L-asparaginaza va cinchonain [a (CF8.4) c6 cong thirc C24H2009. Ché pham nay c6
thé phan tan t6t trong nude nham phu hop dé tiém tinh mach, cho phép din L-asparaginaza

hudng dich, nang cao hiéu qua trong diéu trj ung thu.

Cu thé, sang ché d& cap dén ché phim nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza
va cinchonain Ia (CF8.4) c¢6 kha ning e ché sy phat trién cta khéi u, trong d6 ché pham
nay:

a) chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4), trong d¢ ty 1€ gilta L-asparaginaza
va CF8.4 1a tir 2 dén 20 Ul/mg, va luong CF8.4 trong ché pham nim trong khoang tir 5 dén
15% khéi luong; va

b) ché phdm & dang nanoliposom nhiéu 16p va dugc tao ra theo quy trinh sau:

- hoa tan lecithin ddu nanh va cholesterol trong metanol theo ti 1¢ lecithin dau

nanh/cholesterol 9:1 (mol/mol) dé thu duge hdn hop A;

- hoa tan D-alpha tocopheryl polyetylen glycol succinat (TPGS) dén ndng d6 5,2 mM

trong metanol dé thu duoc dung dich B;

- hoa tan CF8.4 trong metanol dén ndng d6 9 mM dé thu duogc dung dich C;
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- g0p cac dung dich A, B va C thu dugc ¢ trén véi nhau véi ty 1€ lectin/TPGS/CF8.4
14 9/5,2/9 (mol/mol/mol) va tién hanh c6 quay chén khong & 4p sut 40 mmHg tai nhiét do

50°C, tbe d6 100-200 vong/phut dé loai bd dung mdi v tao thanh 16p mang méng lipit kho;

- dé 16p mang mong lipit kho nay ¢ 4°C qua dém rdi tién hanh hydrat héa lipit trong
diéu kién phun khi nito v6i dung dich L-asparaginaza theo ty 1& L-asparaginaza va CF8.4
[a tir 2 dén 20 Ul/mg, thoi gian hydrat hoa trong 5 phut, sau d6 b6 sung dung dich nuée
mudbi sinh 1y sao cho CF8.4 trong ché pham nim trong khoang tir 5 dén 15% khdi luong dé

tao ra hon dich chira cac hat nanoliposom nhiéu 16p;

- chuyén hdn dich chira cc hat nano liposom nhiéu 16p nay vao hé thong bé siéu dm
v6i chu trinh siéu 4m 3 14n lién tuc, mdi 1an 10 phut véi cuong do tir 8 dén 10 bién do dé

on dinh cau tric hat; va

- loc hdn hop chira c4c hat nano liposom sau khi siéu 4&m qua mang loc 0,22 pm, thu
duoc ché phim chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) & dang nanoliposom nhiéu
16p.

MBS ti vin tit cac hinh vé

Hinh 1 1a biéu dd thé hién sy phén bd va kich thudc hat ctia ché pham nanoliposom
nhidu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) theo séng ché. Trong d6 Z-
average: Dudng kinh trung binh céc tiéu phan; PDI: d phan tan; Result quality: chét luong
ctia cac két qua thu dugc; size: kich thude; d.nm: dudng kinh tiéu phén tinh theo don vi

nanomet; intensity: cuong dg; Peak: dinh b thi.

Hinh 2 1a biéu d6 thé hién thé zeta cua ché phdm nanoliposom nhiéu 16p chira L-
asparaginaza va cinchonain la (CF8.4) theo sang ché. Trong d6 Zeta potential: thé Zeta;
Zeta deviation: do sai sb clia thé Zeta; Conductivity: do dan truyén; mean: gia tri trung binh;

area: ving phan bd; width: do rong phan bd; Peak: dinh d6 thi.

Hinh 3 13 hinh 4nh cta ché phidm nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza va

cinchonain Ia (CF8.4) theo sang ché dugc chup bang hé théng SEM HITACHL.

Hinh 4 13 hinh 4nh ctia ché pham nanoliposom va cinchonain Ia phén tén trong dung

dich nu6c mudi sinh ly khi quan sat bing mat thuong; (A) ché phim bao gém L-
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asparaginaza va CF.84 tu do; (B) ché phdm chira L-asparaginaza va CF.84 & dang nano

liposom nhiéu 16p.

Hinh 5 14 biéu dd th nghiém dénh gia su phat trién khéi u trén chudt gdy u bang té
bao LLC dudi tac dong clia cac mAu gdm nanoliposom chira L-asparaginaza, nanoliposom
chira cinchonain Ia (CF8.4) va ché phim nanoliposom nhiéu 16p chtra L-asparaginaza va

cinchonain Ia (CF8.4).

Hinh 6 12 mot s6 hinh anh khéi u chu6t phan 1ap sau khi két thuc thtr nghiém; (A) déi
chirg bénh 1y; (B) CFF.4 nanoliposom; (C) L-asparaginaza nanoliposom; (D) CF8.4+ L-

asparaginaza nanoliposom.
M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuat ché pham nanoliposom nhiéu 16p chtta L-asparaginaza va cinchonain
Ja (CF8.4) ¢ khé ning trc ché sy pht trién ctia khdi u, ché phdm nay chira L-asparaginaza
va cinchonain Ia (CF8.4), trong do ty 1€ gitta L-asparaginaza va CF8.4 1a tur 2 dén 20 Ul/mg,
va luong CF8.4 trong ché pham nam trong khoang tir 5 dén 15% khéi lugng; va ché phim

nay ¢ dang nanoliposom nhiéu 16p.

Cinchonain Ia (CF8.4) 1a hop chit dwoc phan lap tir Loai Lim xet (Peltophorum
pterocarpum (DC.) K. Heyne), con goi 1a Lim sét, Diép, Phuong vang. Y hoc cb truyén sir
dung str dung mot sb loai thudc chi Peltophorum dé khir tring, chong viém, va thap khop.
Nghién ctru vé hoa thuc vat cho thay alkaloit, terpenoit, flavonoit, lignan va mono-phenol
14 céc 16p chét chii yéu ¢ trong chi Peltophorum (Y. C. Li, P. C. Kuo, M. L. Yang, T. Y.
Chen, T. L. Hwang, C. C. Chiang, T. D. Thang, N. N. Tuan, J. T. C. Chen. Chemical
constituents of the leaves of Peltophorum pterocarpum and their bioactivity, Molecules,
2019, 24, 240, DOL: 10.3390/molecules24020240). Trong khi chét cinchonain Ta (CF8.4)
lan dau dugc phan lap tir loai Ceiba pentandra va theo tra ciru cho dén nay méi chi c6 mot
vai cong bd vé hoat tinh chdng Alzheimer, chéng oxy héa (Wanxia Tang, Hideaki Hioki,
Kenichi Harada, Miwa Kubo, and Yoshiyasu Fukuyama, Antioxidant Phenylpropanoit-
Substituted Epicatechins from Trichilia catigua. J. Nat. Prod. 2007, 70, 2010-2013). Theo
Abouelela, cinchonain Ia c¢6 hiéu qua e ché cao hon (91%) so véi chat chudn curcumin

(70%) (M. E. Abouelela, M.A.A. Orabia, R.A. Abdelhamid, M.S.A. Abdelkader, F.M.M.
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Darwish, M. Hotsumi, H. Konno. Anti-Alzheimer's flavanolignans from Ceiba pentandra
aerial parts, Fitoterapia, 2012, 83, 395-401). Ngoai ra, hoat chit CF8.4 ciing thé hién hoat
tinh khang viém thong qua kha néng trc ché IL-1P, mot chat trung gian quan trong clia phan
g viém, c6 lién quan dén nhidu hoat dong khéc nhau ctia té bao, bao gbdm ting sinh té
bao, biét hoa va chét té bao theo chuong trinh - apoptosis (Zhong C, Hu D, Hou LB, Song
LY, Zhang YJ, Xie Y, Tian LW. Phenolic Compounds from the Rhizomes of Smilax china
L. and Their Anti-Inflammatory Activity. Molecules. 2017 Apr 3;22(4):515. doi:
10.3390/molecules22040515. PMID: 28368360; PMCID: PMC6154459). Chua c6 céac bao

cao vé viéc str dung cinchonain Ia két hgp véi L-asparaginaza.

Ché phdm nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) theo

sang ché dugce tao ra theo quy trinh nhu sau:

Hoa tan lecithin ddu nanh va cholesterol trong metanol, trong do ti 1€ lecithin dau
nanh/cholesterol 9:1 (mol/mol) dé thu dugc hdn hop A. D-alpha tocopheryl polyetylen
glycol succinat (TPGS) dugc hoa tan trong metanol dén ndng d6 5,2 mM dé dugc dung

dich B. Hoa tan CF8.4 trong metanol dén ndng dd 9 mM trong metanol dé thu dugc dung
dich C.

Metanol chi dong vai tro dung mai hoa tan va nguoi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc hoa hoc sé& biét cach lya chon lugng metanol duoc st dung khi hoa tan cc thanh phén

mot cach thich hop.

GoOp cac dung dich A, B va C v6i nhau ty 1¢ lectin/TPGS/CF8.4 la 9/5,2/9
(mol/mol/mol). Tién hanh ¢6 quay chan khong tai nhiét do 50°C, tbe d6 100-200 vong/phut,
ap suét chan khong (40 mmHg) dé loai bé dung moi va tao thanh 16p mang mong lipit kho
hoan toan. L6p mang lipit duge dé & 4°C qua dém va dua qua hé théng phun khi nito dé
loai bo triét dé cac dung moi hitu co. Hydrat hoa lipit v6i dung dich L-asparaginaza trong
5 phut, trong d6 luong L-asparaginaza dugc tinh theo CF8.4. Ty 1€ L-asparaginaza dugc bd
sung theo CF8.4 1a tir 2 dén 20 Ul/mg. Sau d6 thém dung dich nuéc mudi sinh 1y sao cho
lwong CF8.4 trong ché phdm nam trong khodng tir 5 dén 15% khéi lugng dé tao ra hdn dich
chira cac hat nanoliposom nhiéu 16p. Tiép theo, dé giam kich c& cia céc hat nay, tién hanh

chuyén hon dich chtra c4c hat nanoliposom nhiéu 16p nay vao hé thong bé siéu dm v6i chu
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trinh siéu Am 3 14n lién tuc, mdi lan 10 phut v6i cuong do tur 8 dén 10 bién d6 dé én dinh
cdu trac hat nanoliposom. Cudi cung, hdn hop duge loc qua mang loc 0,22 pum dé nhéan
duoc ché phdm nanoliposom nhidu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4).
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue héa hoc s& biét cach xac dinh lwgng L-
asparaginaza va CF8.4 duoc str dung dé thu duoc ché phim nanoliposom chtta 2 thanh phén

nay voi ty 1€ mong mudn theo sang che.

Ché pham nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) thu
duoc c6 ty 18 L-asparaginaza/cinchonain Ta tir 2 dén 20 Ul/mg, va trong d6 lwong CF8.4
nim trong khoang 5-15% khéi luong ché pham c6 kha nang e ché sy phat trién ctia khoi

u va 6 tiém nang 16n dé tng dung trong diéu trj ung thu.
Vi du thire hién sang ché

Vi du 1: Tao ché phdm nanoliposom nhiéu I6p chiva L-asparaginaza va cinchonain Ia
(CF8.4)

Lecithin dau nanh va cholesterol (ti 16 9:1 v& sé mol) dugc hoa trong metanol dé thanh
hdn hop A. Tiép d6 hoa tan D-alpha tocopheryl polyetylen glycol succinat (TPGS) trong
metanol dé thu dugc dung dich ndng do 5,2 mM. Hoa tan 40,68 mg CF8.4 trong metanol
dé thu dung dich CF8.4 ndng dd 9 mM (dung dich C). Gop cac dung dich A, B va C véi
nhau, ¢6 quay chén khong tai nhiét d6 50°C, tbc do 150 vong/phut, ap suat chan khong (40
mmHg) dé loai bé dung moéi va tao thanh 16p mang mong lipit khd hoan toan. Lép mang
lipit duoc d& & 4°C qua dém va dua qua hé thdng phun khi nito dé loai bé triét dé cac dung
moi hitu co. Hydrat hoa lipit véi 0,2 ml dung dich L-asparaginaza 50 Ul trong 5 phut. Sau
do bd sung dung dich nude mubi sinh ly vao dung dich trén dé tao cac hat nanoliposom
nhiéu 16p. Tiép theo, dé giam kich ¢ thi hdn dich chtra céc hat nanoliposom nhiéu 16p nay
vao hé théng bé siéu Am v6i chu trinh siéu 4m 3 14n lién tuc, mdi lan 10 phut véi cudong 4o
8 bién do. Cuéﬁi cung, hdn hop duoc loc qua mang loc 0,22 pm dé nhan duoc ché phém
nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) c¢6 kich thuéc hat

nho hopn 0,22 pm.

Ché phém nanoliposom thu dugc dugc do kich thudc hat, PDI va thé zeta béng

phuong phép DLS, va chup SEM bang hé théng SEM HITACHI. Ché pham nanoliposom
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c6 kich thudce tr 118,7 nm, va thé zeta Am tinh nim trong khoang -47,0 (Céc két qué dugc

thé hién trén Hinh 1, 2 va 3).

Hiéu suét t6 hop L-asparaginaza dugc dénh gia thong qua xac dinh ham lwong L-
asparaginaza con trong dich ndi va duoc thuc hién bing phuong phap so mau Nessler. Theo
d6, phan tmg gdm 1 ml TrisHCI 50 mM, pH 8,6 + 0,1 ml mAu thtr (hodic enzym chudn) +
0,9 ml H,O va 0,1 ml L-asparaginaza (189 mM) dugc U v6i nhau trong 30 phut ¢ 37°C.
Phén tng duoc dimg lai bang cach thém 0,1 ml TCA 1,5 M va ly tdm ¢ 2000 vong/5 phut.
Tiép theo 0,2 ml dich ndi & budce trén duoc trdn voi 4,3 ml dung dich H>O va phan @mg voi
0,5 ml dung dich thudc thit Nessler, tron déu sau d6 do & budc séng 450 nm ngay 1ap tuc.
Nong d6 L-asparaginaza trong dich ndi duogc xé4c dinh thong qua phuong trinh dudng chudn
la (NH4)SO4. Két qua cho thdy hiéu suat to hop L-asparaginaza trong ché phim

nanoliposom thu dugc 1a 92,81%.

Xac dinh hiéu sut t hop CF8.4 (C2sH2009) dugc thyc hién thong qua x4c dinh ham
luong CF8.4 trong dich ndi thu dugc va so sénh voi ndng d6 chat dua vao ban diu thong
qua hé thong may sdc ky 1éng hiéu nang cao (HPLC) gin két dau do khéi phd. Két qua cho
thdy hiéu suét to hop CF8.4 12 99,79%.

Do phan tan trong nudce cua ché phdm nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza
va cinchonain Ia thu duogc duge xéc dinh béng cach quan sat hién tuong két tu hodc 1éng
xudng cua ché pham va xac dinh gid tri PDI. Két qua hinh 4 cho thay ché pham 14 hdn dich
¢6 mau vang nhat, ddng nhat, hoan toan khong c6 cac tiéu phéan kich thudc 16n hay c6 thé
nhan thdy bang mat thuong. Sau khi 1ic manh, céc tiu phan nanoliposom van phan tin déu
trong dung dich nudc mudi sinh 1y, khong c6 hién twong két tu hay léng can xudng day bng
dung. Bén canh do6, gia tri PDI (hinh 1) cta ché pham 1 0,12 cho thdy su dong déu rit cao
vé kich thude hat tiéu phan, cac hat tiéu phan déu c6 kich thuée twong dwong nhau va nho
hon 200 nm. Trong khi d6, cinchonain Ia dang ty do khong tan, khong phén tan trong nude
va hop chét ¢ dang ran da ling cin nhanh chéng trong 1 pht trong dung dich nude mudi

sinh 1y sau khi lic manh.

Vi du 2: Thit nghiém kha ning iec ché sy phdt trién ciia té bao goc ung thu & nguwdi dong

NTERA-2
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Pé d4nh gid kha nang tre ché sy phat trién ciia té bao gde ung thu ddi v6i ché pham
nanoliposom nhiéu 16p chta L-asparaginaza va cinchonain la (CF8.4), tién hanh thir

nghiém trén té bao gdc ung thu dong NTERA-2.

Ché pham nanoliposom nhiéu 16p chtra L-asparaginaza va cinchonain la (CF8.4) thu
duoc tir Vi du 1 (con duoc goi 1a nanoliposom CF8.4 + L-asparaginaza hodc CF8.4 + L-
asparaginaza nanoliposom) dugc str dung trong thir nghiém kha nang tc ché su phat trién

ctia té bao gbe ung thu & ngudi dong NTERA-2 .

Ché phdm nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza (con dugc goi 1a nanoliposom
L-asparaginaza hodc L-asparaginaza nanoliposom) va ché pham nanoliposom nhiéu 16p
cinchonain Ia (CF8.4) (con duoc goi 1a nanoliposom CF8.4 hodc CF8.4 nanoliposom) duogc
tao theo cac quy trinh twong ty nhu trong Vi du 1, trong d6 chi str dung L-asparaginaza

hodc cinchonain la (CF8.4).

Céc té bao duoc nudi trong dia 96 giéng voi ndng do té bao 1a 10 x 10* té bao mdi
giéng trong 190 pl moi trudng DMEM (Dulbeco's Modified EAgle Medium). Mau CF8.4
nanoliposom, hodc L-asparaginaza nanoliposom, hodc CF8.4 + L-asparaginaza
nanoliposom ¢ cac ndng d6 khic nhau duge dua vao céc giéng ctia dia thi nghiém, mdi
ndng duoc lap lai 3 1an. Céc giéng chi chira 10 pl mdi trudong dugce ding lam d6i chtmg am.
Tién hanh xéc dinh ti 18 té bao sdng duéi tdc dong cua cac mau thi nghiém sau 72 h bang
phuong phap MTT ((3 -(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). Cu
thé: loai bo moi truong nudi cdy, sau d6 dua vao mdi giéng 50 pl dung dich MTT (1 mg/ml).
Tiép theo, dé dia & 37°C trong 4 h roi loai bo dung dich MTT. Cubi cung, thém vao mdi
giéng 100 ul DMSO (100%) va do do hip thu & bude séng 490 nm bing miy do ELISA
chuyén dung (ELx800, BioTek Instrument). Phén tich s liu: S6 liéu duogc phan tich bang
phan mém Excel d8 xac dinh % wc ché sy phat trién té bao theo cong thire:

0D (mau) — 0D (blank)

0/ 1- h/\’= 1 0fy —
%o tre cheé = 100% = 55 D ais0) — 0D (blank)

Trong d6: OD mAu dbi chimg 1a d6 hdp thu cia giéng chi ¢6 t€ bao; OD mau th 1a
do hép thu cda cac giéng ¢6 té bao G véi mau nghién ctru; OD blank 1a do hép thu cta céc

giéng chi c6 moi truong. Gia tri ICso duge tinh nho phan mém TableCurve 2Dv4. So sanh
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su sai khac gilra cac sb lieu duoc thuc hién béng phén mém GraphPad Prism 5.0. Sy khac

biét dugc coi la ¢ y nghia khi p<0,05.

Két qua bang 1 cho thdy, ché phim nanoliposom nhiéu 16p chtra L-asparaginaza va
cinchonain Ia (CF8.4) uc ché manh sy phat trién cta té bao gdc ung thu dong NTERA-2
vé6i gi4 tri ICso (ndng dd e ché 50% sy phat trién cla t€ bao) = 2,30 + 0,29 pg/mL (theo
ndéng do CF8.4) va = 0,046 + 0,006 UI (theo ndng dd L- asparaginaza). Nhu véy ché phim
nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) cho thdy murc hoat
tinh vuot trdi, tang it nhét 8,69 1an so v6i CF8.4 nanoliposom (ICso> 20 pg/mL) va tang
4,84 14n so v6i nanoliposom chi chtra L-asparaginaza (ICso= 0,223 & 0,003UI).

Bang 1. Hoat tinh trc ché su phat trién té bao gbc ung thu dong NTERA-2 clia ché phim

nanoliposom chira L-asparaginaza va cinchonain la (CF8.4)

Nong do CF8.4 CF8.4+ L- L-asparaginaza Nong a9 L-
CF8.4 nanoliposom asparaginaza nanoliposom asparaginaza
(ng/mL) nanoliposom UD
% uc sai s6 % uc sai s0 %0 Uc sai 86
ché che che
20 16,71 1,77 75,94 3,57 60,30 3,17 0,4
4 11,76 0,53 65,24 3,52 35,02 2,03 0,08
0,8 2,01 0,16 29,01 2,20 19,66 1,24 0,016
0,16 -4,17 0,06 17,26 1,08 7,87 0,09 0,0032
ICso >20 (2,30 + 0,29)*** -
- (0,046 + 0,006)"* | 0,223 + 0,003 ICso

Ghi chii: ***P<0.001 so véi CF8.4 nanoliposom, **P<0.001 so véi L-asparaginaza nanoliposom

Vidu 3: Thit nghiém kha ndang vec ché sw phit trién ciia khoi u té bao 3D (tumorsphere)
16 bao LLC ciia ché phim nanoliposom chiva L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4)

Ché pham nanoliposom nhiéu 16p chtra L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) thu
duoc tir Vi du 1 (con duoc goi 1a nanoliposom CF8.4 + L-asparaginaza hodc CF8.4 + L-
asparaginaza nanoliposom) dugc st dung trong thir nghiém kha nang tre ché su phat trién

ctia té bao gbc ung thu & ngudi dong NTERA-2 .
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Ché pham nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza (con duge goi 1a nanoliposom
L-asparaginaza hodc L-asparaginaza nanoliposom) va ché pham nanoliposom nhiéu 16p
cinchonain Ia (CF8.4) (con duge goi la nanoliposom CF8.4 hodc CF8.4 nanoliposom) dugc
tao theo cac quy trinh twong tw nhu trong Vi du 1, trong d6 chi sir dung L-asparaginaza

hodc cinchonain [a (CF8.4).

Chon chai té bao LLC (Lewis Lung Carcinoma) c6 dd bao phu bé mit khoang 80-
85% va lam roi té bao khoi bé mat nudi cdy theo thudng qui c6 st dung trypsin-EDTA. Sau
khi xéc dinh ndng do va luong té bao, diu chinh ndng do cho phit hop dé té bao duge dua
vao cac giéng da phu agaroza trong dia 96 giéng v6i ndng d6 3000 té bao/giéng. U té bao
& 37 9C, 5% CO, trong 72 gioy dé hinh thanh khdi té bao hinh ciu (tumorsphere) duy nhét
trong giéng. Mau nanoliposom CF8.4, hodc nanoliposom L-asparaginaza, hodc
nanoliposom CF8.4 két hop véi L-asparaginaza & cac ndng do khac nhau duge dua vao cac
giéng ctia dia thi nghiém, mdi ndng duogc lap lai 3 1an va u tiép 7 ngay. loai bé moi truong
nudi cy, sau d6 dua vao moi giéng 50 pl dung dich MTT (1 mg/ml). Tiép theo, dé dia &
37°C trong 4 h rdi loai bo dung dich MTT. Cudi ciing, thém vao mdi giéng 100 pl DMSO
(100%) va do do hap thu & budc séng 490 nm bang may do ELISA chuyén dung (ELx800,
BioTek Instrument). S6 lidu dugc phén tich bing phin mém Excel d8 xac dinh % trc ché
sy phat trién ctia té bao trong khéi 3D theo cong thirc:

0D (méau) — 0D (blank)

% ke ché = 100% —
o tke ch€ = 100% = 5550150y — 0D (blank)

Trong dé: OD méu ddi chimg 1a d6 hép thu cta giéng chi c6 té bao; OD mau thir 1a
do hép thu cua cac giéng ¢6 té bao 0 voi mau nghién ctu; OD blank 1a dd hép thu cta cac
giéng chi c6 mdi trudng. Gia tri ICso duge tinh nho phan mém TableCurve 2Dv4. So sanh
su sai khac gifra cac sb liéu dugc thuc hién bé‘mg phén mém GraphPad Prism 5.0. Sy khac

biét duoc coi la ¢6 y nghia khi p<0,05.

Két qua bang 2 cho thdy, ché pham nanoliposom chira L-asparaginaza va cinchonain
la (CF8.4) ttc ché manh m& sy phat trién cta khéi té bao u 3D (tumorsphere) dong LLC v6i
gid tri ICso (ndng dd e ché 50% sy phat trién cta té bao) = 1,13 £0,19 pg/mL (theo nong
d6 CF8.4) va = 0,023 +0,003 UI (theo ndng dd L- asparaginaza). Nhu viy ché pham

nanoliposom chira L-asparaginaza va cinchonain la (CF8.4) cho thay mtec hoat tinh vuot
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r0i, tang it nhét 17,69 1in so véi CF8.4 nanoliposome (ICso> 20 pg/mL) va ting 5,70 lan

s0 v6i nanoliposom chi chira L-asparaginaza (ICso= 0,131 +0,016 UI).

Bang 2. Hoat tinh tc ché sy phét trién khoi t& bao ung thu 3D dong LLC (tumorsphere)

ctia ché phdm nanoliposom chira L-asparaginaza va cinchonain la (CF8.4)

Nong do CF8.4 CF8.4+ L- L-asparaginaza | Néng do L-
CF8.4 nanoliposom asparaginaza nanoliposom asparaginaza
(ng/mL) nanoliposom (UD)
% uc sai 80 % e sai s6 % uc sai 50
ché che ché
20 24,52 0,73 94,16 8,34 79.53 4.64 0.4
4 16,22 2,07 65,44 6,14 40.27 4.78 0.08
0,8 1,06 0,19 47,11 6,20 20.51 2.32 0.016
0,16 -8,94 0,92 32,18 5,85 9.14 0.18 0.0032
ICso >20 (1,13 £ 0,19)*** - ICso
- (0,023 + 0,003)"# 0,131 + 0,016

Ghi chii: ¥¥%P<0.001 so véi CFS.4 nanoliposom; **P<0.001 so véi L-asparaginaza nanoliposom

Vi du 4: Thit nghiém khd nang vc ché suw phit trién ciia khoi u ung thw trén chudt ciia

ché phim nanoliposom chiva L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4)

Ché pham nanoliposom nhiéu 16p chra L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) thu
duoc tr Vi du 1 (con duoc goi 1a nanoliposom CF8.4 + L-asparaginaza hodc CF8.4 + L-
asparaginaza nanoliposom) dugc st dung trong thir nghiém kha nang tc ché sy phat trién

cla té bao gde ung thu & ngudi dong NTERA-2 .

Ché phim nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza (con dugc goi la nanoliposom
L-asparaginaza hodc L-asparaginaza nanoliposom) va ché pham nanoliposom nhiéu 16p
cinchonain Ia (CF8.4) (con dugc goi 1a nanoliposom CF8.4 hodc CF8.4 nanoliposom) dugc
tao theo cac quy trinh twong tu nhu trong Vi du 1, trong d6 chi st dung L-asparaginaza
hodc cinchonain Ta (CF8.4).

Gdy u cho chudt bing dong té bao LLC: Té bao LLC duoc nudi trong moi truong
DMEM c6 bd sung 10% huyét thanh phdi bd va 1% khang sinh & 37°C va 5% CO», khi té
bao moc tot tién hanh thu hoach va tiém vao bap dui chudt ndng do 2x10° té bao/con (1a

ndng do gy u cho chuot thi nghiém dat 100%). Sau khi tiém té bao LLC 5 ngay thdy c6 u
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thi cho chudt st dung mau nghién ctru (ligo et al. 1991; Kimura et al. 2004; Thao et al.
2019).

Xde dinh khé ndng tkc ché khoi u trén mé hinh chudt bi gdy u bing dong 1é bao LLC:
40 chuot BALB/c khoé manh, c6 do tudi tir 8-9 tudn tudi, duge tiém té bao LLC vao bap
dui phai ctia chudt. Sau 5 ngay tiém LLC, kich thudc u cta cac chuot duoc xac dinh, phan

chia lam céc 16 va tiém mau thi nghiém, nhu sau:

L6 1: (d6i chimg bénh 1y) tiém LLC, sau 5 ngdy c6 u thi tiém ven mau nanoliposome-

blank, tiém 2 ngay 1 lan, tiém 7 lan.

L6 2: (thtr mau) tiém LLC, sau 5 ngdy c6 u thi tiém mau nanoliposom CF8.4 vao ven

du6i ndng d6 5 mg/kg, tiém 2 ngay 1 14n, tiém 7 14n.

L6 3 (thtr mau): tiém LLC, sau 5 ngay c6 u thi tiém mau nanoliposom L-asparaginaza

lidu 3 Ul/con, tiém 2 ngay 1 14n, tiém 7 1an

L6 4 (thtr mAu): tiém LLC, sau 5 ngay ¢6 u thi tiém mau nanoliposom CF8.4 + L-

asparaginaza (lidu 3 Ul/con), tiém 2 ngay 1 1an, tiém 7 lan

Theo d&i chudt hang ngay, can khdi lugng va do kich thudc khéi u so cip tai vi tri
tiém 7 ngay/lan theo phuong phép cua Kimura et al (2004), Lee et al (2006); dé x4c dinh
kha nang e ché khéi u ctia mau nghién ctu. Thé tich khdi u duoc tinh theo cong thirc cua
Lee (2006) nhu sau: V = a x b2/2; Trong do, V- thé tich khéi u; a : chiéu dai khdi u; b :

duong kinh khéi u

V6i b6 tri thi nghiém nhu trén, chiing t6i nghién ctru duge kha nang khéng u ung thu
cia mau thdng qua viéc e ché khéi u phat trién. Két qua duge so sanh véi 16 d6i chung
bénh 1y, Sau 28 ngdy thir nghiém (ké tir thoi diém st dung mAu) toan bd 10 chudt/lo bi giét
dé phan lap khéi u, thu méu dé xac dinh su anh hudéng ctia mau t6i cac chi tiéu huyét hoc,

enzym gan, than co ban.
Két qua & bang 3, bang 4 va hinh 5 cho thay:

Nanoliposom cinchonain Ia (CF8.4) c¢6 kha nang trc ché sy phat trién ctia thé tich khdi
u khodng 16,24% tai thoi didm két thac thi nghiém (p>0,05 so v6i dbi ching bénh ly).

Nanoliposom L-asparaginaza (lidu 3 Ul/con) c6 kha nang trc ché khéiu dat 27,21 % tai thoi
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dibm két thic thi nghidm va & mic ¢6 ¢6 ¥ nghia théng ké (p<0,05) v6i 16 ddi chimg bénh
ly.

Trong khi d6, nanoliposom L-asparaginaza + CF8.4 (lidu 3 Ul/con) c6 kha ning G
ché su phat trién ctia khdi u manh mé va nbi tréi hon hin ché phdm nanoliposom riéng 1é
v6i % e ché khdi u 1én dén 62,69 % & thoi diém két thiic thi nghiém khi so sanh v6i 16 doi
chimg khong duoc didu tri (p<0,001). Bén canh do, su sai khdc nay cling thé hign ¢ thoi
diém 21 ngay nghién ctu.

Ngoai ra, tai thoi diém két thtc thi nghiém, khi so sanh v6i 16 thi nghiém sir dung
nanoliposom chira L-asparaginaza (lidu 3 Ul/con), 16 duoc diéu tri v6i nanoliposom L-
asparaginaza + CF8.4 (1iéu 3 Ul/con) thé hién kha nang trc ché khéi u manh hon & mtrc ¢6
y nghia théng ké (p<0,05; 1 chidu) tai thoi diém két thuc thi nghiém. Sy khéc biét ndy thé
hién rd hon khi so sanh gifta 16 didu tri v6i nanoliposom L-asparaginaza + CF8.4 (liéu 3

Ul/con) va 16 didu tri véi nanoliposom chira cinchonain Ia (CF8.4) (p<0,01).

Bén canh d6, khong co sy khac biét gitta khéi lugng cua cac nhom thi nghiém so voi
d6i chimg & mirc ¢6 y nghia thong ké (bang 5) cho thay cdc mau nghién ctru khdng thé hién

doc tinh véi co thé.

Bang 3. Thé tich khéi u tai céc thoi diém khac nhau (mm®)

Ngay Doi chung CF8.4 L-asparaginaza CF8.4+ L-
TNo nanoliposom nanoliposom nanoliposom asparaginaza
p D
blank) nanoliposom
% e sai s0 % e sai s0 | % e ché | saiso % e ché sai so
ché che

0 320,77 | 50,12 | 301,70 | 71,30 | 307,10 82,18 326,73 24,18

7 245397 | 422,26 | 2199,52 | 309,82 | 1984,27 | 585,42 1457,10 302,02

14 4119,74 | 379,75 | 2763,06* | 389,10 | 2128,37* | 785,03 | 2320,73* 881,76

21 7631,84 | 632,59 | 6374,85 | 877,21 | 5382,06 | 1869,74 | 3322,55%** | 1002,35

28 | 9468208 | 742,25 | 7930,67° | 917,76 | 6891,98%" | 1235,77 | 3551,68*** | 936,24

Ghi chii: * P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 so v6i 16 doi chimg bénh li (tiém nanoliposom blank);

ap<(.05 so véi 16 tiem CF8.4 nanoliposom; *P<0,01 so véi I6 tiém L-asparaginaza nanoliposom
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Bang 4. Kha ning (rc ché sy phat trién khoi u ctia cdc mau nanoliposom so v6i doi ching

(tiém nanoliposom blank)

% e ché sw phat trién khdi u so véi ddi chimg bénh ly (tiém
nanoliposom blank)
CF8.4 L-asparaginaza CF8.4+ L-asparaginaza
Ngay TNo | nanoliposom nanoliposom nanoliposom
ngay 0 - - -
ngay 7 10,37 19,14 40,62
ngay 14 32,93 48,34 43,67
ngay 21 16,47 29,48 56,46
ngay 28 16,24 27,21 62,49

Bang 5. Khéi lugng trung binh chudt u ¢ cac 16 thi nghiém (g/con)

L6 TNo Khoi lwgng trung binh ciia chuét (g/con)

ngay 0 ngay 7 ngay 14 | ngay 21 | ngay 28
CF8.4 Trung binh 30,14 31,50 31,16 31,10 32,84
nanoliposom | sai s0 2,66 1,79 1,56 2,16 2,29
L- . Trung binh 30,20 30,70 32,30 34,00 34,60
asparaginaza ]
nanoliposom | sai sd 3,06 2,98 3,17 3,81 3,62
CF8.4+  L-| Trungbinh | 3048 | 33,00 | 3338 34,05 | 31,38
asparaginaza )
nanoliposom | sai s 0,54 0,54 0,77 1,28 1,33
boi  chimg | Trung binh | 29,98 32,44 32,98 33,42 32,81
(nanoliposom )
blank) sai so 1,57 1,15 1,29 1,61 1,29

Hiéu qua dat dwge clia sang che

Ché pham nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza két hop véi cinchonain Ia

(CF8.4) theo sang ché c6 thé phan tan t6t trong nude nham phu hop dé tiém tinh mach, c6

thé khic phuc duge cac khiém khuyét ciia thude L-asparaginaza ty do va néng cao hi¢u qua

trong diéu tri ung thu.

Ché pham theo sang ché co tiém ning 16n trong viéc tmg dung trong diéu tri ung thu.
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YEU CAUBAO HO
1. Ché pham nanoliposom nhiéu 16p chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) c6 kha
nang Gc ché su phat trién ctia khéi u, trong d6 ché phim nay:
a) chtra L-asparaginaza va cinchonain la (CF8.4), trong d6 ty 1¢ gitta L-asparaginaza va
CF8.4 1a tir 2 dén 20 Ul/mg, va lugng CF8.4 trong ché phim nim trong khodng tir 5 dén
15% khoi luong; va
b) ché phim & dang nanoliposom nhiéu 16p va duoc tao ra theo quy trinh sau:

- hoa tan lecithin ddu nanh va cholesterol trong metanol theo ti 1¢ lecithin dau

nanh/cholesterol 9:1 (mol/mol) dé thu dugce hdn hop A;

- hoa tan D-alpha tocopheryl polyetylen glycol succinat (TPGS) dén ndng @6 5,2 mM trong

metanol dé thu duoc dung dich B;
- hoa tan CF8.4 trong metanol dén néng ddo 9 mM dé thu duoc dung dich C;

- g0p céc dung dich A, B va C thu dugc ¢ trén v6i nhau véi ty 1€ lectin/TPGS/CF8.4 la
9/5,2/9 (mol/mol/mol) va tién hanh c6 quay chan khong & 4p suit 40 mmHg tai nhiét d6 50
‘C, the dd 100-200 vong/phut dé loai bé dung mdi va tao thanh 16p mang mong lipit kho;

- dé 16p mang moéng lipit kho nay ¢ 4°C qua dém rdi tién hanh hydrat hoa lipit trong didu
kién phun khi nito véi dung dich L-asparaginaza theo ty 1é L-asparaginaza va CF8.4 la tr
2 dén 20 Ul/mg, thoi gian hydrat hoa trong 5 phut, sau d6 bd sung dung dich nude mudi
sinh ly sao cho CF8.4 trong ché phim ndm trong khoang tir 5 dén 15% khdi luong dé tao

ra hdn dich chira c4c hat nanoliposom nhiéu 16p;

- chuyén hon dich chira cc hat nano liposom nhiéu 16p niy vao hé théng bé sidu am voi
chu trinh siéu 4m 3 14n lién tuc, mdi 14n 10 phut v6i cudng do tir 8 dén 10 bién do dé on
dinh céu trac hat; va

- loc hdn hop chira cac hat nano liposom sau khi siéu &m qua mang loc 0,22 pm, thu dugc

ché pham chira L-asparaginaza va cinchonain Ia (CF8.4) & dang nanoliposom nhiéu 16p.

-18-



Intercept: 0.985

Result quality :  ©ood
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Size (d.am): % Intensity Width (d.nm):
Peak 1: 135.9 100.C 45.27
Peak 2: 0.000 0.0 0.060
Peak 3: 0.000 0.0 0.000
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Peak 1: -52.1 81.7 9.54
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