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(Gel-PEG-FA) dung trong hé¢ tong hop nano hudng dich, vat liéu Gel-PEG-FA thu duoc tir

quy trinh nay va quy trinh tong hop liposom duoc bién tinh bé mit bang vat liéu Gel-PEG-

FA nay. Liposom hudng dich dugc bién tinh bang vat liéu nay c6 thoi gian tuan hoan trong

mau duogc kéo dai, gitip tap trung thudc tai té bao dich va lam ting hiéu qua diéu tri. Vat

lidu Gel-PEG-FA va liposom dugc bién tinh bé mit bang vat liéu Gel-PEG-FA 1a mot san
pham tiém ning dé Gmg dung trong y sinh, cu thé 1a ung dung 1am hé chit mang thudc
trong diéu tri bénh ung thu bang liéu phap hudéng dich.
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Linh vwe k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vire cong nghé héa duoe, y sinh. Cu thé 14 sang ché dé cap dén
quy trinh tong hop vt liéu gelatin-polyetylen glycol-axit folic (Gel-PEG-FA) dung trong
hé tdng hop nano hudng dich, vat liéu Gel-PEG-FA thu dugc tir quy trinh nay va quy
trinh téng hop liposom duoc bién tinh bé mat bang vat liéu Gel-PEG-FA nay.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Theo sb lidu thdng ké cia GLOBOCA 2020 (mdt du 4n ctia Co quan nghién citu
ung thu qudc t8) thi tinh hinh mic va tir vong do ung thu trén toan thé giéi vin con c¢é xu
huéng gia tang. Trong 185/204 qubc gia cé bio cao thdng ké vé tinh hinh bénh ung thu,
Viét Nam xép thir 91/185 vé ty 16 mic méi va thir 50/185 vé ty 18 tir vong trén 100000
ngudi. Thir hang niy cho thiy tinh hinh méc méi va tir vong do ung thu & Viét Nam dang
tang nhanh (ty 16 mic mdi va tir vong do ung thu & Viét Nam nam 2018 1a 99/185 va
56/185). Tinh hinh nay ciing xay ra tuong tu véi nhiéu quéc gia trén thé gidi, trong d6 ¢6
céc qudc gia phét trién nhu Anh, Phap, Y, Nhat Ban, Han Qudc, Thai Lan, Hoa Ky. Tuy
nhién, ty 18 tir vong do ung thu tai cac qubc gia nay lai giam. Trong d6, van d& dang chi
y 1a hdu hét cac nude nghéo déu cho thiy ty 18 tir vong do ung thu cé chiéu hudng gia
tang. Xu huéng nay cho thdy su han ché trong viéc tiép can dbi véi cac phuong phap
chira tri m&i va dac biét la cac phuong phap chira tri c6 gia thanh thép nhung dem lai hi€u
qué cao. Cho t&i nay, héa tri liéu van 1a mét trong nhitng phwong phap phé bién trong
phac db diéu tri hay hd tro trong diéu tri ung thu. Bénh nhan trong giai doan diéu trj ung
thu thuong mét méi, chén an, giam sic dé khang va rung tdc,...nguyén nhan la do trong
qua trinh hoa tri, thube diéu tri ung thu dugc dua vao trong co thé khong chi tiéu diét té
bao ung thur ma con tiéu diét ludn cac té bao lanh. Pidu d6 din dén hidu qua diéu tri giam

va gay anh hudng rat nhieu dén suc khoe bénh nhan.
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Cong nghé nano da ra doi va co nhiéu phat trién Gng dung vuot bac. Ung dung cong
ngh¢ nano trong y hoc cu thé 13 hat nano dan truyén thubc d3 mé ra mot trang méi trong
phat hién, chuén doan va diéu tri bénh ung thu. Hat nano dan truyén thudc ¢ kich thude
nhd tir 2-200 nm nén khi dua vao trong co thé hat nano c6 thé di chuyén theo mach mau
t61 céc té bao ung thu. Bing nhiéu phuong phép tdng hop c6 thé tao ra nhidu hat nano
dan truyén thudc nhu nanogel, micell, dendrime, liposom,... Trong d6 liposom dang
duge chil y bdi dac tinh nhu kha nang mang tai thubc cao c6 thé mang thude wa nudce
hodc ky nuéc, kich thude hat tir 100-200 nm, hé ¢6 d6 6n dinh hon, tbc d6 phéng thich
thudc cham, tuong thich sinh hoc,...

Nghién ctru ctia Nakamura va cong su (2012) da cho théy viéc bién ddi bé mit
liposom bang tac nhan polyme sé& tao ra cac dic diém c6 loi cho hé mang thudc. Nghién
ctru d4 tién hanh khao sat cac phuong phap dé gin polyetylen glycol (PEG) 1én bé mit
liposom, nhiét d§ va thoi gian lén tinh chit ctia hé liposom sau tong hop. Két qua nghién
ctru cho thy ty 18 PEG ty 1é thuin véi kich thudc hat va thé zeta cta hé liposom. Khi
tang ty 1& PEG tir 0% dén 2% (phin trim mol) thi kich thudc hat tang tir 110 nm 1én dén
130 nm. Ngoai ra, két qua nghién ciru cho thiy hé ¢6 gin PEG & ty 1¢ cao s& gbp phin
lam tang d6 6n dinh, giam viéc lipid bi phan hiy va gitp ting cudng thoi gian luu thong
trong co thé. Tuy nhién, viéc chi sir dung mot loai polyme PEG véi quy trinh nang hoa
thudc twong dbi dai da lam giam kha nang tmg dung ctia hé mang thude.

Wei va cong su (2015) da phét trién mét hé liposom huéng dich bang viée bién déi
bé mat hé véi lactoferrin — mot loai phéi tor hudng dich cho muc tiéu van chuyén thude
cht dong t6i té bao ung thu. Trong nghién ctru ndy, tic gia dé xuit viéc str dung tic nhan
huéng dich gén 1én bé mit liposom bang lién két cong hoa tri amit. H¢ mang thubc cua
nghién ctru cho thay ring liposom tir lecithin déu nanh khi dugc bién d6i bé mat bang cac
tdc nhan huéng dich tao ra hat nano cé kich thudce khoang 100 nm va kha nang phoéng
thich thudc tdt. Bén canh d6, két qua nghién ctru con cho thdy kha ning thdm nhap vao té
bao cta hé liposom duogc bién ddi bé mat béng tac nhan lactoferrin hudng dich la t5t hon

so v6i liposom théng thuong.
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Marcos-Contreras va cdng su (2019) d& cong bd nghién ciru vé hé liposom dugc
bién dbi bé mat bang tac nhan hudéng dich 1a khang thé ICAM-1 trong viéc ting cudng
kha nang hép thu chat & ndo. Két qua nghién ciru cho thiy kich thudc hat ctia hé liposom
tdng hop 1a 200 nm. Két qua thir nghiém trén chudt kém véi phén tich truc quan bang
hinh &nh cho thdy hé duoc chimg minh 1 ¢6 kha ning phan b6 t6t & mé hinh dong vat.
Ngoai ra, hé liposom con cho thdy dic tinh thim nhdp ndi bao cao gap 5 lan va kha ning
luu théng trong mau 14u hon so véi hé liposom thong thuong.

Nam 2019, Wang va cong su da bién tinh folic axit 1én bé mit liposom c¢é
phospholipit d& duoc gin PEG dé danh gi4 hoat tinh tiéu diét khéi u in vitro va in vivo.
Hé liposom theo nghién ciru dugc tong hop tir Distearoyl-la-phosphatidylethanolamin
(DSPE)-PEG2000 bién tinh axit folic (FA) mang curcumin (CUR). Két qua nghién ciru
cho thdy DSPE-PEG2000-FA-LPs/CUR téng hop duoc c6 dang hinh cdu va c6 kich
thudce hat 1a 112,3 + 4,6 nm v6i chi s6 da phan tan 0,19 £ 0,03 va thé zeta 1a -15,3 = 1,4
mV. Ngoai ra, hiéu suit mang thudc va kha nang mang thuéc ctia DSPE-PEG2000-FA-
LPs/CUR lan luot 13 87,6% va 7,9%. Liposom bién tinh FA mang CUR cho thiy su
phéng CUR kéo dai hon so v6i CUR tu do. DSPE-PEG2000-FA-LPs/CUR cho thay tc
dung chdng ting sinh vuot troi trén té bao HeLa va c6 tac dung chéng khdi u in vivo t6t
hon so véi liposom chua bién tinh.

Tuy nhién, cho dén nay van chua c6 hé liposom dugc bién dbi bé mat bang polyme
tuong thich sinh hoc hoac/va tac nhan huéng dich mang thudc diéu tri ung thu duoc
thuong mai héa. Bén canh d6, ngudn cung cap thudc diéu tri ung thu dya trén cong nghé
nano chi1 yéu duoc nhap khiu nén c¢6 gia thanh cao gy anh huéng t6i kinh té nguoi bénh.
Vi vay, céc ché phim liposom nay khi dugc phét trién va tmg dung trong linh vuc mang
thudc diéu tri ung thu s& dap ing dugc nhu ciu cta ngudi bénh.

Hau hét c4c nghién ciru trong nuée chi yéu tap trung bao ché va danh gia hidu qua
cta liposom tmg dung 1am hé chit mang thudc déu sir dung lecithin thuong mai 1a cac
phospholipit tbng hop hodc phospholipit cé ngudén gbc tir dong vat (dién hinh la
phospholipit ¢6 ngudn gde tir 1ong do trimg). Viée str dung céc loai lecithin nay lai mang

nguy co truyén nhiém cac mam bénh.
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Hién nay tuy da c6 nhitng hé hudéng dich ing dung trong viéc vén chuyén duoc chit,
nhung céc hé nay van con nhimng diém can khic phuc nhu gia thanh téng hop con cao,
kha niang huéng dich kém, chua hoat dong mot cach hieu qua & d6 pH thép, la d6 pH
thuong gép xung quanh cac khéi u,.. Do d6, van c6 nhu cdu vé cic vat liéu ing dung
trong san xuét cac hé nano huéng dich, gitip tao céc loai thudc diéu tri ung thu chét lugng
tt hon, _dé 6 thé dap ing dugc nhu cau diéu tri ctia nguoi bénh mot cach t5t hon nita.
Bin chAtky thuit ciia sang ché

Dé dat duoc muc dich néu trén, sang ché dé xuét quy trinh téng hop vét li¢u gelatin-
polyetylen glycol-axit folic (Gel-PEG-FA) dung trong hé tbng hop nano huéng dich, vat
litu Gel-PEG-FA thu duoc tir quy trinh ndy va quy trinh tng hop liposom dugc bién tinh
bé mit bang vt liéu Gel-PEG-FA nay.

Polyetylen glycol (PEG) 1a mét polyme duoc ng dung rdng rdi trong nhiéu linh
vuc, bao gom Y sinh duéi su phé duyét ctia Cuc quan ly Thuc phdm va Dugc phim Hoa
Ky. Uu diém cta PEG 1a n6 ¢6 kha ning tan dugc trong ca dung méi nuée va hitu co, c6
d6 twong hop sinh hoc cao, khong cé doc tinh, cé tinh khang protein, khong gy kich
thich mi&n dich va c6 déng hoc bai tiét tét. Hé liposom dugc bién tinh bé mat véi PEG s&
giup tang thoi gian tudn hoan va giam téc d6 thanh thai trong huyét twong so véi hé
liposom théng thuong.

Axit folic (FA) dugce st dung phé bién nhu mot phéi tir @& nhdm muc tiéu vao thu
thé trén cac t& bao ung thu (folic acid receptor, FR). Vi vay, khi hé liposom duoc bién
tinh bé mit véi FA s& gitp phan phéi thubc huéng dich vao céc té bao ung thu.

Gelatin 14 ché phdm duoc tao ra tir colagen chiét xuit & phia dudi da, xuong clia
dong vat hoac tur thuc vat. Gelatin bao gém cac axit amin ndi béi lién két peptit. Gelatin
giam cap boi enzym tao thanh cac axit amin. Gelatin bao gbm hai loai 14 gelatin loai A va
gelatin loai B. Trong do, gelatin loai A duoc diéu ché tir da lon bang cach thiy phan
trong moi truong axit. Gelatin loai B dugc diéu ché tir da va xuong dong vat khic bang
cach thuy phéan trong moi truong kiém. V& mit sinh hoc, gelatin c6 tinh twong hop sinh
hoc va da dugc str dung trong cac san phim y sinh theo quy dinh ctia Cuc quan ly Thuc

phdm va Duoc phdm Hoa Ky.
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Hé liposom duoc tdng hop trén co sé lipit thuc vat ¢6 thé téch chiét & Viét Nam,
néuff)n lipit tir thue vat than thién véi moi truong, cu thé 1a lecithin d4u nanh. Hé liposom
duoc gin véi mot s6 tac nhan nhu gelatin, polyetylen glycol va axit folic, tang thoi gian
tudn hoan, giam téc @6 thanh thai trong huyét tuong va huéng dich t€ bao ung thu, day 1a
giadi phap c6 tinh kha thi cho viéc thuong mai hda cac loai thudc diéu tri ung thu véi chét
luong dap tng duoc nhu cau clia nguoi bénh.

Vit liéu Gel-PEG-FA theo sang ché 1a polyme tuong thich sinh hoc cao va c6 kha
nang hudng dich t8t, do d6 khi st dung vat liéu nay dé phu 1én bé mit liposom mang
dugc chét s& giup tap trung dugc chét tai t bao dich va lam ting hiéu qua gy doc té bao.
Bén canh do, vat lidu c6 PEG gitip hé liposom tun hoan lau hon trong méu. Ché pham
liposom huéng dich thu dugce tir quy trinh theo sang ché c6 thé san xuét rong rii voi sb
lugng 16m, d& dang vi lecithin d4u nanh 12 ngudn nguyén lidu tuong ddi dé kiém va c6 gia
thanh ré.

Vit liéu Gel-PEG-FA duge tdng hop bét ddu tir phin ctia PEG. PEG-FA dugc tong
hop qua phan tmg 3 giai doan: hoat hoa p-nitrophenyl chloroformat (NPC), phan tng tao
nhém NH, va gin nhém chirc phan tng. Phan tmg tong hop FA-PEG-NH, dugc tong hop

qua phan tng 3 giai doan nhu sau:
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Sau d6 sé& thuc hién phan ung tao nhém chitc phan img -COOH vao vi tri gbc -NHa
va gin Gel dé thu dugc vat liéu Gel-PEG-FA.



41625

NH, NH,*

4£’ NH? NH*

N
A,
e
g,

COOCH

o)
/“3(\/“ o\/Mo\/i\ )L /\/H H\n/@
(\Hﬂ Y{ . O N \IC])/\/\ngHO
’ oo .
H
N o\/}\/{,o\/}\ A NY©
@ﬁr\/ﬁ A 20 N \g/\/\C(OzHO
!

NH,* NH,

0
LT
NSNS NH,
H
0
BeE
N AN I;I[/I\NHz

‘ : coor
* COOH

Vit liéu Gel-PEG-FA thu dugc theo sang ché khong mui, khong vi, dang soi, mau
vang nhat va tan trong nudc.

Séang ché ciing dé xuat quy trinh tbng hop liposom duge bién tinh bé mat bang vat
liéu Gel-PEG-FA nay. Quy trinh ndy dugc thuc hién theo phuong phép hydrat hoa mang
film lipit. Liposom thu duge tir quy trinh nay dang bdt, mau vang va tan trong nudc.

M ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 14 hinh anh phd FT-IR cta (a) Gel-PEG-FA, (b) NH2-PEG-FA, (c) FA, (d)
PEG-NH, (e) PEG-NPC va (f) Gel.

Hinh 2 12 hinh 4nh phd 'H-NMR ctia Gel-PEG-FA, dung mdi (CDs)2 S=O.

Hinh 3 13 hinh anh phd FT-IR cta (a) liposom bién tinh Gel-PEG-FA, (b) Gel-PEG-
FA, (c) NH,-PEG-FA, (d) FA, (e) PEG-NHo, (f) PEG-NPC va (g) Gel.

Hinh 4 12 hinh anh phd TGA (a) va DSC (b) ctia liposom bién tinh Gel-PEG-FA.

Hinh 5 13 hinh anh hé liposom chua bién tinh va bién tinh Gel-PEG-FA trong huyét
thanh.
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Hinh 6 12 hinh anh két qua phong thich thubc ctia hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA
& pH 7,4 (a) va pH 4.5 (b). (A) la thudc tir hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA \'/vé (m) la
thude tu do.

Hinh 7 12 bidu dd do doc trén dong té bao ung thu viit MCF-7 cua hé liposom dugc
bién tinh bang vat liéu Gel-PEG-FA mang thudc quercetin va thubc quercetin.

Hinh 8 14 su hap thu quercetin ndi bao cta cac té bao ung thu v & ngudgi (MCF-7).
Kinh hién vi dong tiéu (confocal microscopy) dugc s dung d8 danh gia su hip thu va
phan phdi ndi bao clia quercetin trong té bao MCF-7. Té bao khong dugc 1 véi liposom
duoc st dung lam déi chtmg. Cot dAu tién dai dién cho hinh anh hién vi twong phan pha
va céc cdt lién tiép dai dién cho 16p phtt DAPI (mau xanh duong), liposom dugc nhuém
bing thuéc nhuém DiO (mau xanh 14), liposom dugc nhudm bang thuéc nhudém DiO +
DAPI va hinh anh hop nhét.

M ta chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché dugce mé ta chi tiét véi cac phuong an va nhitng vi du thuc hién
cu thé, tuy nhién, cac phuong 4n va nhiing vi du nay chi nham muc dich bdc 16 céc
phuong 4n thyc hién sdng ché cht khong nham han ché pham vi yéu céu bao ho clia séng
ché.

Céc budce thue hién quy trinh téng hop vat liéu gelatin-polyetylen glycol-axit folic
(Gel-PEG-FA) dung trong hé téng hop nano huéng dich theo sang ché dugc mo ta mot
céch chi tiét duéi day.

(i) Chuan bi nguyén liéu:

Chuén bi cac hop chét theo ty 1€ khéi lugng nhu sau:

polyetylen glycol (PEG): 10.000-20.000 phan

p-nitrophenyl chloroformat (NPC): 1-2.000 phan

tetrahydrofuran (THF): 1-20 phan |

ethylenediamin (EDA): 1-2.000 phan

axit folic (FA): 1-2.000 phin

dimethyl sulfoxit (DMSO): 1-2.000 phan

etylen diclorua (EDC): 1-200 phin
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axit succinic: 1-1.000 phan

gelatin (Gel): 1-100 phén

'PEG la polyme mach dai c¢6 cong thire chung 1a H{OCH2CH2).OH, trong do, véi n
(mtic d6 polyme hod) x4c dinh, PEG s& ¢ khéi lugng phan tir trung binh va tinh chat xac
dinh. PEG duogc st dung c6 khéi luong phén tir tir 4000 Da tr¢ én.

NPC, THF, EDA, FA, DMSO, EDC, axit succinic dugc st dung la cac hop chat
tinh khiét (>96%).

Gelatin (Gel) trén thi trudng hién nay gdm hai hoai 14 loai A va loai B. Trong do,
gelatin loai A dugc didu ché tir da lon bang cach thity phan trong méi trudng axit, gelatin
loai B duoc diéu ché tir da va xwong dong vat khac bang cach thiy phan trong moi
truong kidm. C6 thé sir dung Gel loai A hoic loai B @& tong hop vat liéu Gel-PEG-FA
ding trong hé t6ng hop nano hudng dich theo sang ché. Gelatin c6 gia thanh twong d6i
thip, viéc két hop gelatin vao vi tinh twong hop sinh hoc tuyét voi, tinh khang nguyén
thap, kha ning phan huy sinh hoc duge kiém soat.

Cachop chét néu trén déu duoc ban rong rai trén thi thudong.

(ii) Piéu ché NH,-PEG-NH,:

Hoa tan PEG v&i NPC vao dung dich THF trong méi trudng cé nito, khudy déu
trong 12-24 gio.

Nho dung dich thu dugc vao EDA trong méi trudng c6 nito, khudy déu trong 24 gioy
tai nhiét do phong.

Thuc hién dong kho trong may dong kho -45°C, thu dugc NH2-PEG-NH,.

O giai doan diéu ché NH,-PEG-NH,, PEG dugc cho phan ting véi NPC, trong d6 ty
16 PEG gép it nhit 10 1in NPC d& NPC duoc st dung hét khong dé lai luong du, dé hoat
héa cdc nhom —OH cta PEG trong méi truong khi nito trong 24 gio, thu dugc PEG da
hoat hoa.

Tiép theo, cho PEG d4 hoat héa phan ting tao nhém amin bing cch cho phan tmg
v6oi EDA trong méi truong khi nito trong 24 gio, trong do ty 1€ PEG da hoat hoa duogc sir
dung gip it nhét 10 1in EDA dé EDA dugc str dung hét khong dé lai lugng du. Viée thuc

-10-
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hién phéan tmg trong mdi trudng khi nito dé tao méi truong khi tro' dé han ché viéc NPC
bi bat hoat do phan tmg v&i nuée ¢6 trong khong khi.

(iii) Piéu ché FA-PEG-NH>:

Hoa tan NH,-PEG-NH, thu duoc tir bude (ii) trong nuée cat dé thu duoc dung dich
NH,-PEG-NH> ¢6 ndng d6 0,01-20% (khbi Iugng).

Hoa tan FA trong dung m6i DMSO thu dugce dung dich FA hoa tan trong dung moi.

Hoa tan mét nira lugng EDC da chudn bi v&i nude cit dé thu duogc dung dich ¢6
ndng d6 0,01-10% (khdi luong).

Phéi trén dung dich FA hoa tan trong dung méi véi dung dich EDC, dong thoi
khudy déu trong méi trudng c6 nito trong khoang thoi gian tir 1 dén 2 gio tai diéu kién
pH axit, thu dwoc dung dich FA hoat hoa.

Phéi trén dung dich FA hoat héa vao dung dich NH-PEG-NH,, dong thoi khudy
déu trong 24 gio trong diéu kién tranh 4nh sang. Tiép d6 thuc hién déng khé trong may
déng kho -45°C, thu san phim FA-PEG-NH»;

Giai doan diéu ché FA-PEG-NH, chinh 1a giai doan thtr 3 (gin nhém chirc phan tng)
trong diéu ché PEG-FA. NH,-PEG-NH; dugc cho phan tmg véi FA dd hoat héa bang
EDC trong 24 gid dé thu san phdm 1a FA-PEG-NHa. Ty 16 NH,-PEG-NH> dugc cho phan
mg v&i FA di hoat hoa it nhit 14 10:1.

(iv) Diéu ché FA-PEG-COOH:

Hoa tan FA-PEG-NH, thu duoc tir bude (iii) véi nude cit dé thu dugc dung dich c6
ndng d6 0,01-10% (khdi luong).

B4 sung axit succinic vao dung dich FA-PEG-NH,, khudy déu trong 1 gid va tiép
dé déng khd trong may dong khé -45°C, thu duge FA-PEG-COOH.

Viée didu ché FA-PEG-COOH d tao cho mét dau c6 NH, va mét dau c6 COOH dé
phan tmg gén vao gelatin.

(v) Tong hop Gel-PEG-FA:

Hoa tan FA-PEG-COOH trong nuéc cat ¢6 pH axit d& thu dugce dung dich cé ndng
d6 0,01-10% (khdi lugng), bd sung lugng EDC con lai, khudy déu dén khi tao thanh dung
dich déng nhat, thu duoc dung dich FA-PEG-COOH.
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Hoa tan gelatin (Gel) véi nudc cit dé thu dugc dung dich c6 néng d§ 0,01-10%
(khdi lugng).

Hoa tan dung dich FA-PEG-COOH véi dung dich gelatin, ddng thoi khudy déu cho
dén khi tan hoan toan thu duoc dung dich Gel-PEG-FA.

Vi gelatin ¢6 7mcf)t dau -NH, va mét dau -COOH, vi vay néu cho phan g truc tiép
v&i FA-PEG-NH> thi vi FA-PEG-NH, kha dai nén gelatin s& tu gin vao nhau lam giam
hiéu sudt phan tng. Néu gelatin dugc phan tng v&i FA-PEG-COOH ¢6 mét dau c6 -NH,
va mot ddu c6 -COOH thi diu -COOH cta FA-PEG-COOH s& canh tranh gin vao dau -
NH, cua gelatin va twong tu véi ddu -NH, cua gelatin ciia FA-PEG-COOH s& gan vao
dAu -COOH cua gelatin vi vy ma phan tng tdng hop Gel-PEG-FA sé& ¢6 hiéu suit phan
ung cao hon.

(vi) Bong khé thu vat liéu Gel-PEG-FA:

Thuc hién dong kho dung dich Gel-PEG-FA thu duoc tir bude (v) trong miy dong
kho -45°C, thu duoc vat lieu Gel-PEG-FA.

Vat liéu Gel-PEG-FA thu dugc theo sang ché khong mui, khong vi, dang soi, mau
vang nhat va tan trong nuéc. Vat liéu Gel-PEG-FA thu dugc 1a nhitng polyme twong
thich sinh hoc cao va kha ning huéng dich tét, do d6 khi st dung vat liéu nay dé phu 1én
bé mit liposom mang duoc chét s& gitp tap trung dugc chit tai té bao dich va lam tang
hiéu qua gay ddc té bao. Bén canh d6, vit liéu c6 PEG gitip hé liposom tuan hoan lau hon
trong mau, c6 FA gitip hudng dich va viéc két hop gelatin gitp vét liéu thu dugc khi bién
tinh liposom c¢6 déac tinh nhay pH. Véi déc tinh nay, viéc phong thich thudc s& duoc kiém
soat mdt cach d& dang nho vao su thay doi pH va dic tinh nay hét stic phu hop cho viée
Umg dung vao san xut thudc diéu tri ung thu huéng dich.

Quy trinh téng hop liposom dugc bién tinh bé mat bang vat liéu Gel-PEG-FA thu
duogc tir quy trinh tong hop vét lidu Gel-PEG-FA dung trong hé téng hop nano hudng
dich néu trén bao gdm céc budc cu thé nhu sau:

- chuén bi hdn hop lecithin ddu nanh, cholesterol va etyltrimetylamonium bromua
(CTAB) theo ty 1& khéi lwgng nhu sau:

Lecithin d4u nanh: 70% dén 90%,
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Cholesterol: 5% dén 15%, va
\CTAB 12 0,1% dén 5%.

- hoa tan hdn hop lecithin ddu nanh, cholesterol va CTAB trong clorofom, Iugong
clorofom dugc s dung du dé hoa tan hoan toan hdn hop lecithin ddu nanh, cholesterol va
CTAB. Lugng clorofom dugc st dung trong quy trinh khong anh huong dén khéi luong
san phim thu dugc vi clorofom s& bay hoi hét trong qué trinh ¢ quay phia sau, thong
thudmg t3 1 lecithin dAu nanh gép tir 2 dén 4 1an clorofom;

- dugc chét duoc hoa tan trong dung mdi, tuy vao do tan cua dugce chat trong dung
mdi ma chon loai dung mai thich hop dé hoa tan duoc chat. Ty 1¢ dugc chat dugce su
dung tr 10% dén 20% lecithin d4u nanh. Luong dung mdéi duge sir dung dé hoa tan duoc
chit phu thudc vao do tan cua dugc chit d6 trong dung méi, luong dung mdi duoc st
dung khong anh huong dén khéi lugng san phdm thu duge vi dung moi s& bay hoi hét
trong qua trinh ¢d quay phia sau. Dugc chét duogc str dung 1a dugc chat can gin vao hé
liposom va duoc Iua chon bt ky tiy theo nhu cau;

- tron hdn hop lecithin d4u nanh, cholesterol va CTAB da hoa tan trong clorofom va
duogc chét da hoa tan trong dung mdi thu dugc hdn hop phan mg.

 tién hanh ¢6 quay hdn hop thu duoc & nhiét d6 45°C, didu chinh &p sudt chan
khong dé dung méi bay hoi tir tir dé tao 16p mang lipit mong bam xung quanh thanh binh;

- tiép tuc dé yén trong chan khong qua dém dé bay hoi hét dung mdi;

- tién hanh hydrat hoa 16p mang lipit bing nuéc cit & nhiét do 60°C dén khi 16p
mang lipit bong ra hét khoi thanh binh;

_ siéu 4m véi thn sé song siéu 4m 37KHz trong khoang thi gian tir 15 dén 30 phut
két hop ddng hoa ap luc cao dé thu duoc liposom;

- hoa tan vat liéu Gel-PEG-FA trong nudc cat tao dung dich vat liéu Gel-PEG-FA
6 ndng dd 0,01-10% (khdi luong);

- tién hanh cho tir tir liposom vao dung dich vat liéu Gel-PEG-FA trong diéu kién
tranh 4nh sang véi ty 1€ liposom va dung dich Gel-PEG-FA 1a 1:1;

- khudy déu trong 24 gid va thu ché phim liposom dugc bién tinh bé mat bang vat

liéu Gel-PEG-FA.
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Liposom thu duoc tir quy trinh nay dang bdt, mau vang va tan trong nudc.
Vi du thuc hién sang ché |

Vi du 1: Téng hop vat liéu Gel-PEG-FA

Chuin bi céac hop chét theo ty 18 khéi luong nhu sau:

polyetylen glycol (PEG): 15.000 phin

p-nitrophenyl chloroformat (NPC): 1000 phan

tetrahydrofuran (THF): 12 phén

ethylenediamin (EDA): 1000 phan

axit folic (FA): 1500 phan

dimethyl sulfoxit (DMSO): 100 phan

etylen diclorua (EDC): 50 phan

axit succinic: 100 phan

gelatin (Gel): 20 phan

PEG dugc st dung c6 khéi lugng phan t&r 6000 Da.

NPC, THF, EDA, FA, DMSO, EDC, axit succinic dugc str dung la cac hop chét
tinh khiét (>96%). Gel duoc st dung 1a Gel loai A. Cac hop chat néu trén déu dat két qua
phan tich kiém nghiém ctia nha san Xuét.

Hoa tan PEG véi NPC vao dung dich THF trong méi trudong co nito, khudy déu
trong 12-24 gio.

Nhé dung dich thu duge vao EDA trong moi trudng co nito, khudy déu trong 24 gio
tai nhiét do phong.

Thuc hién dong khd trong may dong kho -45°C, thu duge NH2-PEG-NH..

Hoa tan NH,-PEG-NH> thu duoc trong nude cit dé thu duge dung dich NH,-PEG-
NH; ¢6 ndng dd 1,1% (khéi luong).

Hoa tan FA trong dung mdi DMSO thu dugce dung dich FA hoa tan trong dung mdi.

Hoa tan moét nira luong EDC da chuén bi v6i nude cat dé thu duoc dung dich ¢6

ndng d6 0,25% (khéi lugng).
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Phdi tron dung dich FA hoa tan trong dung moi Vc'yi dung dich EDC, dong thoi
khudy déu trong mdi truong c6 nito trong khoang thoi gian 1 gidr tai diéu kién pH axit,
thu duoc dung dich FA hoat hoa.

Phéi trén dung dich FA hoat héa vao dung dich NH,-PEG-NH,, ddng thoi khudy
déu trong 24 gid trong didu kién tranh 4nh sang. Tiép d6 thuc hién dong kho trong may
dong kho -45°C, thu san phim FA-PEG-NHy;

Hoa tan FA-PEG-NH; thu dugc voi nude cAt dé thu duoc dung dich c6 néng do 0,8%
(khdi luong).

B6 sung axit succinic vao dung dich FA-PEG-NH>, khudy déu trong 1 gio va tiép
d6 dong khé trong may dong khé -45°C, thu duge FA-PEG-COOH.

Hoda tan FA-PEG-COOH trong nuéc cat c6 pH axit dé thu duoc dung dich c6 ndng
d6 0,4% (khéi luong), bd sung lugng EDC con lai, khudy déu dén khi tao thanh dung
dich ddng nhét, thu dugc dung dich FA-PEG-COOH.

Hoa tan gelatin (Gel) véi nuéce cat dé thu dugc dung dich ¢6 ndng d6 0,12% (khéi
luong).

Hoa tan dung dich FA-PEG-COOH véi dung dich gelatin, ddng thdi khudy déu cho
dén khi tan hoan toan thu dugc dung dich Gel-PEG-FA.

Thuc hién dong kho dung dich Gel-PEG-FA thu duoc trong may dong kho -45°C,
thu duoc vat liéu Gel-PEG-FA.

Vat liéu Gel-PEG-FA thu duoc theo sang ché khéng mui, khong vi, dang soi, mau
vang nhat va tan trong nudc.

- Két qué phén tich phd FT-IR cta vat liéu Gel-PEG-FA:

Két qua tir phd hong ngoai ctia cac hop chit dugc téng hop c6 thé két ludn mot phan
vé két qua cia qua trinh téng hop nén vat liéu gan tac nhan huéng dich. Két qua & Hinh 1
cho thiy phd dic trung ctia quy trinh gin FA vao PEG dugc thé hién tai vi tri 1485 cm’!,
1605 cm™ va 1693 cm™!, twong g v6i vi tri cuia 1an luot cac nhom 1 vong phenyl, nhém

N-H (N-H bend) va C=0 trong amit. Khi dugc gan vao PEG qua phan ung héa hoc &
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nhom carboxylic a-COOH cua FA, lién két amit dugc tao thanh. Véi 3 dinh dic trung

trén, FA va PEG c6 thé duoc x4c nhén 1a duoc gin thanh cong bang lién két amit.

Két qua phd FT-IR cta Gel-PEG-FA cho céac khoang dinh séng dac trung c6 thé
quan sat (cac dinh khé thé hién 5 va riéng biét do cac dinh séng cua gelatin bi trung 1ap
v6i phd cia PEG) gdm céc dinh & khoang 1240-670 cm™, 1560-1335 cm™ va thude
khoang 1656-1644 cm™. Véi cac khoang quan sat duge nay, 1240-670 cm™ tuong tng
v6i nhém amit 1, khoang 1560-1335 cm™! g v&i nhém amit 2 va 1656-1644 cm™ thuge
nhém amit 3. Véi dac trung 14 tao thanh tir nhiéu nhém amino axit, gelatin qua phé hong
ngoai ¢6 thé duoc nhan biét thong qua mot vai lién két amit ddc trung. Nhém amit 1 nhu
duoc quy dinh & trén ¢6 thé xem 13 nhém dic trung nhét dé nhén biét gelati tir phd hdng
ngoai. Trong khi d6 amit 2 14 nhém bét ngudn tir dao dong N-H két hop cling véi dao
dong C-N. Con amit 3 dai dién cho dao dong ctia nhém C-N va N-H, hodc dao dong cua
nhém CHa. Ca 3 nhém amit 1, 2, 3 trén déu c6 thé di kém véi dac trung ciia lién két amit
gitta PEG va gelatin trong phan ung tong hop. Vi khoang dinh thu duge & 3500-2300
cm’!, cac dinh nay cho thdy dao dong cong héa tri N-H thuong di kém véi lién két
hydrogen ctia nhom OH tu do, mot phdn cho thiy c4c nhém prolin cling céc lién két amit

trong cau truc.

Bang 1. Két qua phd FT-IR cta Gel, FA, PEG, PEG-NPC, PEG-NH,, PEG-FA va Gel-
PEG-FA

Vi tri Nhém Sb séng (cm™)
chuc Gel-
PEG- | PEG- | PEG-
Gel FA PEG NPC NI FA PES—
a -CH, 2900 | 2899 2917 2875 2885 | 2917 | 2885
-C-0-C 1122 1120 1016 1112 1112 1103 1109
¢ -C=C- 1692 1650 1653 1648 1606
(benzen)
d -NH> 3501 3415 3629 | 3399 3544
© 'N'(.::O 1650 1652 1654 1592 1644 1458 1675
(amit)
f -NHCOO-
(carbamat) 1744 1788
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Qua bang théng ké dir liéu phé ctia cac chit (Bang 1), c6 su lap lai cac tin hiéu dao
dong déb trung trén phan tir PEG ¢ vi tri a, b va cling ludn xuét hién cac phén tr sau khi
téng hgp. Sy dich chuyén tin hiéu dao dong & vé vi tri e va f, cling véi su xuét hién cia
phé dic trung ctia FA cho thdy su hinh thanh lién két carbamat tir phan (ng gitta FA va
PEG ciing nhu gelatin.

- Két qua phan tich phd "H-NMR ctia vat liéu Gel-PEG-FA:

Chu tric héa hoc va thanh phin cta hé polyme Gel-PEG-FA dugc xac dinh bang
cach st dung quang phé 'H-NMR (Hinh 2). Trén phd 'H-NMR ((CDs)2 S = O) cua
mPEG trong Gel-PEG-FA xuét hién tin hiéu & d6 dich chuyén héa hoc 81 = 3,00 — 3,80
1a tin hiéu proton cta nhém —CH>—CHa—, 8u = 3,21 ppm la tin hiéu proton ctia nhém -O-
CH>—CH,. Phé "H-NMR ciia FA trong Gel-PEG-FA xuét hién tin hiéu & do dich chuyén
hoa hoc 85 = 6,50 — 8,50 1a tin hiéu proton ciia nhém para-aminobenzoic axit va ou = 8,3
ppm 14 tin hiéu proton cuia nhém pteridin. Su xuét hién cua hai tin hiéu & 6w = 1,01 ppm
va 8y = 3,35 ppm la tin hiéu proton ctia nhém metyl ctia amino axit va nhém amin cta
lysin. Tin hiéu 8y = 2,50 ppm 1a tin hiéu proton clia nhém carbon anomeric cua gelatin,
va &n = 0,85 — 4,50 ppm 1a tin hiéu proton cia nhom alkyl cua gelatin.

Két qua phan tich trén cho thiy vt liéu Gel-PEG-FA da dugc téng hop thanh cong.

Vi du 2: Tng hop liposom duoc bién tinh bé mat bang vat liéu Gel-PEG-FA

Chuén bi hén hop lecithin dau nanh, cholesterol va etyltrimetylamonium bromua
(CTAB) theo ty 18 khéi lugng nhu sau:

Lecithin dau nanh: 82%,

Cholesterol: 8,2%, va

CTAB: 0,8%.

Hoa tan hdon hop lecithin d4u nanh, cholesterol va CTAB trong clorofom, lugng

clorofom dugc st dung du dé hoa tan hoan toan hon hop lecithin dau nanh, cholesterol va

CTAB.
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Dugc chit dugc st dung 13 quercetin. Quercetin dugc hoa tan hoan toan trong dung
mdi metanol. Ty 1€ dugce chit duogc sir dung 13 10% lecithin dau nanh.

Tron hdn hop lecithin ddu nanh, cholesterol va CTAB da hoa tan trong clorofom va
quercetin d4 hoa tan trong metanol thu dugc hdn hop phan tmg.

Tién hanh ¢6 quay hén hop thu dugc & nhiét do 45°C, didu chinh 4p suat chan
khong dé dung méi bay hoi tir tir dé tao 16p mang lipit méng bam xung quanh thanh binh.
Tiép tuc d& yén trong chan khong qua dém dé bay hoi hét dung méi. Tién hanh hydrat
héa 16p mang lipit bing nuéc cét & nhiét d6 60°C dén khi 16p mang lipit bong ra hét khoi
thanh binh. Sidu 4m véi tAn sé séng siéu am 37kHz trong khoang thdi gian 25 phut két
hop ddng héa 4p luc cao dé thu duoc liposom.

Hoa tan vt liéu Gel-PEG-FA trong nudc cit tao dung dich vat liéu Gel-PEG-FA
8.,2%.

Tién hanh cho tir tir liposom vao dung dich vét liéu Gel-PEG-FA trong diéu kién
tranh 4nh sang véi ty 1€ liposom va dung dich Gel-PEG-FA 1a 1:1, khudy déu trong 24
0i&y va thu ché phim liposom dugc bién tinh bé mat bang vét liéu Gel-PEG-FA.

Danh gid cac dic tinh cta liposom thu duoc:

_ Két qua phén tich phd FT-IR cta liposom dugc bién tinh bé mit bang vét liéu Gel-
PEG-FA:

Két qua phan tich pho FT-IR cta liposom dugce bién tinh bé mat bang vit liéu Gel-
PEG-FA cho thiy cac dao dong xuét hién & 1500 cm! dén 1000 cm™ va 3500 cm™! dén
3900 cm! 14 dao ddng dic trung cho cac nhém phospholipit ctia lecithin (Hinh 3). 2965
cm! 1a dao dong lién két cong hoa tri C-H cta chudi axit béo trén lecithin, & 2900 cm™ 1a
céc dao dong lign két cong hoa tri C-H ctia nhom -CHa, 6 1760 cm™ 1 dao dong lién két
cong héa tri C-H cia nhém -NHCOO- (lién két amit v&/ hodc lién két carbamat); & 1415
cm™!' 12 dao ddng lién két cdng hoa tri C-O-C. Sy xuét hién ctia khoang dao dong dic
trung cho PEG (1100 cm™! dén 1300 cm™) trén phd FT-IR cho thdy da bién tinh thanh
cdng vt liéu Gel-PEG-FA 1én bé mat liposom.
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Bang 2. Két qua phd FT-IR cta Gel, FA, PEG, Gel-PEG-FA va liposom bién tinh
Gel-PEG-FA (Lip@Gel-PEG-FA)

Vi tri Nhom chirc Sb song (cm™)
Gel | FA | PEG | Gel-PEG-FA | Lip@Gel-PEG-FA

a | -NH, 3415 3629 3542

b |-CH: 2921 | 2899 | 2917 2898 2885

¢ | -C=C- (benzen) 1648 | 1650 1603 1607

d |[-c=0

e | -N-C=0 (amit) 1650 | 1652 | 1654 1675 1697

- f | -NHCOO- (carbamat) 1788 1697

g [-C-0-C 1120 | 1016 1244 1242

h |-C-C- 1016 1112 1109

Qua bang théng ké dit liéu phd FT-IR (Bang 2) ctia liposom bién tinh Gel-PEG-FA
cho théy su xuit hién cac dao dong dic trung cia liposom, gelatin, PEG va FA. Cac dao
dong dac trung cua gelatin duoc théy & vitri b, ¢, e va h, trong khi cdc dao dong dac
trung ctia PEG dugc thé hién qua cdc dao dong tai ving xung quanh g va h. FA duoc xac
nhin su xuét hién théng qua tin hiéu tai a, c, f. Nhiing tin hiéu lap lai cia lién két
carbamat thudc vi tri f cho thdy lién két clia cac polyme véi nhau trong vat liéu. Két qua
phd FTIR cho thiy da bién tinh thanh cong vat liéu Gel-PEG-FA 1én liposom.

- Két qua phan tich nhiét trong luong (TGA) va phén tich nhiét quét vi sai (DSC)
ctia liposom bién tinh Gel-PEG-FA:

Phan tich TGA st dung su thay ddi vé& khdi luong ctia miu khi nhiét d6 thay dbi
theo thoi gian. Phan tich phé TGA cho biét thong tin vé& su chuyén pha ctia miu va mot
s thong tin khéc nhu sy thay dbi vé tinh cht vat ly/hda hoc cia mau khi nhiét d thay
déi. Két hop két qua tir phén tich DSC va TGA s& gilp thé hién vira tong quat vira cu thé
su bién dbi ctia vét liéu Gel-PEG-FA khi nhiét d6 thay ddi, tir d6 giip so sanh va phan
tich thanh phan cta hé liposom bién tinh.

Liposom dugc bién tinh bang Gel-PEG-FA sé& c6 tinh chét nhiét khac véi liposom
do su thay dbi tinh chat vat 1y khi nhiét d6 thay ddi ctia vat liéu bién tinh. Cac polyme

trén mau phan tich s& lam ting lugng nhiét can thiét nay dan dén su khac biét thé hién &
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phd, gelatin va PEG s& lam gia ting luong nhiét can thiét dé ting nhiét d0 chung ctia hé
(so voi hé liposom chua bién tinh).

Két qua phan tich TGA cho thdy cac dinh nhiét dic trung cua liposom, gelatin va
su dich chuyén khi so sanh gifta 2 phd DSC ctia liposom bién tinh Gel-PEG-FA (Hinh 4).
Su ¢6 mat cua PEG dugc xac nhan mot phan do tuong tac giita cac polyme lam cho cac
dinh nhiét thay ddi vi tri. Cu thé 1a cac loai PEG & nhidu phan tir khdi khac nhau déu cé
ciing khoang nhiét d& thay déi 14 & khoang 60°C. Diéu nay c6 nghia la miu c6 PEG khi
dat duoc nhiét 46 phan tich & khoang nay s€ tao ra dinh tin hiéu trén phé dir liéu. Hé
liposom bién tinh Gel-PEG-FA cho thiy c¢6 dinh chuyén nhiét tai 64,88°C. Liposom bién
tinh Gel-PEG-FA c6 dinh chuyén nhiét gdn v6i mdc co ban ciia PEG (60°C) cho thdy su
c6 mit ciia PEG trong hé. Gelatin dugc ghi nhan 1a c6 dinh chuyén nhiét tai khoang gin
dusi 100°C va mic 83,52°C cla liposom bién tinh Gel-PEG-FA cho thiy anh hudng clia
khdi lugng phan tir chét va thanh phin khéc cia liposom (lipit, cholesterol, CTAB,...) tao
ra khoang cach nho ddi véi dinh chuyén nhiét chuan.

- Két qua d6 tan ctia bot liposom dong khd trong nudc:

Tinh tan cta bot dong kho liposom khi hoa tan lai trong nuée 1a mét trong nhiing
dic tinh han ché tinh tng dung clia c4c san phém dang bcf)vt co nguén géc tur liposom, dién
hinh 14 c4c dang thudc tiém dong kho. Hau hét céc san pham liposom truyén thong chua
dugc bién tinh bé mit hodc duogc bién tinh bé mat béng cac vat liéu khéac rat kho hoa tan
lai trong nudc khi & dang bot dong khé. Trong khi do, vat li¢u Gel-FA-PEG theo sang
ché d3 khic phuc duogc han ché nay. Sau nhitng khoang thoi gian nhit dinh, tién hanh
danh gia d6 6n dinh ctia dung dich pha lai bang cach hoa tan 1 mg sén phdm liposom
dong khd véi 10 ml nuéc cht & nhiét do phong (35-36°C). Két qua cho thiy sin phim
liposom dugc pht Gel-PEG-FA theo sang ché c6 thoi gian hoa tan bot dong kho 1a ngin
nhét so véi vat lidu liposom chua bién tinh, liposom bién tinh bé mat béng vat li€u gelatin,
chitosan, folic axit, polyetylen glycol.

Bang 3. Anh hudng cua vét lidu bién tinh dén thoi gian hoa tan (gidy) cia bot
liposom d6ng khé & nhiét d6 phong (35-36°C)
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Vat liéu bién tinh Ban dau 3 thang 6 thang 9 thang 12 thang
Gelatin - - - - -
Chitosan - - - - -
Folic axit - - - - -
Polyetylen glycol 300-360 400-460 | - - -
Gel-PEG-FA 50-60 50-60 50-60 50-60 50-60

(-): khong tan

- Liposom bién tinh Gel-PEG-FA theo sing ché thu duoc c6 hinh cu va c6 kich
thude 271,5 + 1,8 nm.

- D9 6n dinh vé kich thude cta hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA dugc danh gia
thong qua su thay déi vé kich thuée duoge do bang may DLS trong thdi gian 9 tuan bao
quéan trong nhiét d tir 12-14°C . Két qua danh gi4 d6 6n dinh cho thiy hé liposom bién
tinh Gel-PEG-FA khong bi tu va dong ldng sau 9 tuin bio quan. Hé liposom bién tinh
Gel-PEG-FA cho su thay dbi vé kich thuéc trong 9 tudn dao dong & mot khoang nhat
dinh va khong c6 su khéc biét vé& mat théng ké. Hé liposom chua bién tinh c6 kich thuéce
& tudn dau va cudi cua thoi gian khao sat 1a 150,4 2,0 nm va 147,4 + 4,5 nm. Tuong tu
thi & hé liposome bién tinh Gel-PEG-FA, céc kich thudc tuwong Umg do duge la 271,5 +
1,8 nm va 286,7 & 3,6 nm.

Bang 4. Thé zeta ctia cac hé liposom theo sang ché

Liposom Liposom mang Liposom Gel-PEG- | Liposom Gel-PEG-
quercetin FA FA mang quercetin

Thé zeta | -68,3 + 1,8 -67,6 £0,5 29,1+0,7 28,3+0,7
(mV)

- Hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA theo séng ché mang thudc quercetin thu duoc
c6 dang hinh ciu va c6 kich thudge 1a 270,7+1,2 nm.

- H¢ liposom dugc bién ddi bé mat béng vat liéu hudng dich theo sang ché cho hiéu
sudt mang thubc quercetin 1a 96,1% va kha ning mang thudc quercetin 13 9,3%. Két qua

nay cao hon so v&i cac nghién ctru khac trén liposom.
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- Két qua danh gia d6 on dinh vé kich thudc ctia hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA
trong diéu kién bao quan & nhiét do tir 12-14°C cho thdy hé iiposom bién tinh Gel-PEG-
FA sau khi mang thudc khéng c6 khac biét nhidu so v&i hé khi chua mang. Déi v&i hé
bién tinh Gel-PEG-FA, kich thudc ting tir 270,7 + 1,2 nm dén 292,9 £ 22,3 nm. Sy gia
ting nay tuong tu voi hé chua mang thudc va c6 thé dugc giai thich bang su cing cong

kénh cta vat liéu Gel-PEG-FA trén bé mit liposom.

- Kha nang phong thich quercetin cua h¢ liposom bién tinh Gel-PEG-FA (Hinh 5):

Két qua dénh gia kha ning phéng thich thudc duoc thuc hién & 2 méi trudng pH 1a
7,4 (pH tu nhién trong hé tuan hoan ) va 5,5 (pH moi trudng xung quanh khéi u). Két qua
cho thdy hé liposom va thudc tu do déu dugc phong thich chdm hon trong méi truong pH
thap. Su khéc biét nay la do d6 hoa tan quercetin trong nudc (quercetin it tan trong moi
truomg pH axit, pH < 4,5) dan dén ca thudc tu do va hé liposom mang thubc déu phéng
thich thubc it trong diéu kién pH 5,5.

Hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA cho xu huéng phéng thich thudc tir hé & ca hai
moi truong pH theo hai giai doan: giai doan dau phoéng thich nhanh, giai doan sau phéng
thich chdm va én dinh. O mdi truong pH 7.4, hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA ghi nh4n
duoc 61,6 £3,7% thude quercetin dugc phong thich sau 2 gio dau tién, va dat 70,4 + 3,1%
sau 12 gio. Va sau 96 gio thi téng lugng thubc duge phéng thich tir hé liposom bién tinh
Gel-PEG-FA mdi 12 69,9 + 2,1%. Trong khi do, luong thudc tw do phéng thich gin nhu
14 toan bd sau 96 gid. Két qua trén cho thdy hé liposom dugc bién tinh bé mat bing
polyme sinh hoc phoéng thich thudc chidm hon so véi thude tu do trong cling khoang thoi
gian khao sat khi danh gia & mdi truong pH 7,4 (m6 phong moi trudng co thé). Liposom
duoc bién tinh béng vat liéu Gel-PEG-FA cho kha nang lam chdm luong thude kho tan
trong nuGe nhu quercetin dugce phéng thich, tir d6 dé xuét kha ning kéo dai thoi gian luu
thong va phong thich co kiém soét ctia thudc dugc mang trong hé liposom nay. Déi véi
két qua & pH 5,5, hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA cho két qua phéng thich thudc &
mutrc dudi 50%. Mdi truong pH 5,5 1a méi truong mo phong méi truong pH xung quanh

khdi u, két qua phong thich thude cho thiy tai pH thap liposom bién tinh Gel-PEG-FA
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phéng thich thube quercetin thip hon sao véi méi trudng pH 7.4, tir d6 cho thdy kha ning
kéo dai thoi gian luu thong va phong thich thudc dugc mang trong hé liposom nay tai mé

ung thu.

- Két qua danh gia d0 6n dinh trong huyét thanh ctia hé liposom bién tinh Gel-PEG-
FA cho thiy rang do hép thu ciia hé c6 su thay d6i nho trong 8 gio dau v6i d6 truyén qua
bién dong trong khoang 79 — 82%. Bién d6 dao dong trong dd truyén qua nay van 6n dinh
va mo rong 1én dén 8% dén méc 72 gi (Hinh 6). Hé lipsosom bién tinh Gel-PEG-FA cho
théy viéc thay dbi do truydn qua voi bién do 1on hon khi dat 85% vao 24 gio va xudng
khoang 78% tir 48 gioy trd di. Trong khi do, hé liposom chua bién tinh cho thay su it 6n
dinh nhét va din dén 1am gidm d6 truyén qua dén muc thip nhit & mée 72 gid. Két qua
nay cho thiy liposom duoc bién tinh bing vt liéu Gel-PEG-FA lam tang tinh 6n dinh
cua hé liposom trong huyét thanh so vdi liposom chua bién tinh. Viéc so sanh thuc
nghiém véi cdc nghién ctiru khéc cling giip cung cb thém gia thuyét vé viéc gelatin va
PEG c6 thé lam ting do 4n dinh cta hé liposom. Giol va nhém nghién ctru thuc hién bién
tinh bé mat vat liéu béng gelatin, va cho théy d6 6n dinh coa chit mang protein bén trong
1én dén 24 ngay, so véi vt liéu co ban 6n dinh trong khoang 72 gid. Nghién ciru khac
cua Battogtokh va cong su cling cho théy su 6n dinh ctia nhom vat liéu cu thé 1a liposom,
khi duoc bién tinh v&i PEG va gelatin, cho két qua hé 4n dinh trong cac diéu kién bao
quén 4°C va 25°C 1én dén 8 tuan.

- Két qua danh gia do doc té bao ctia hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA theo sang
ché cho thiy hé liposom khong gy doc t& bao trén dong t& bao ung thu vi & bat ky ndng
d6 nao duoc thir nghiém sau 48 gi 0 (Hinh 7). Két qua niy cho thdy rang vat liéu Gel-
PEG-FA duoc téng hop theo sing ché 1a vat liéu twong thich sinh hoc va c6 tiém nang
ung dung trong y sinh, cu thé 1a trong c4c liéu phap diéu tri huéng dich. Trong khi do, ty
16 séng cua té bao sau khi & v6i thudc quercetin va bién tinh Gel-PEG-FA mang thudc
quercetin trong 48 gio din dén su trc ché tang trudng té bao theo cach phu thudc vao
ndng do6 thude. Két qua cho thiy hé liposom dugc bién d6i bé mat mang thube gitp ting

hiéu qua gdy doc cua thudc quercetin & néng d6 200 pg/ml sau 48 gio u. Hién tuong
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duoc giai thich bing téc dung ctia 16p vat lidu bién tinh trén bé mit liposom gitip phéng
thich thudc c6 kiém sodt va ting cudng thudc tai t& bao ung thu. Két danh gia ddc tinh té
bao trén dong t€ bao ung thu via cho thiy tiém ning ctia hé liposom huéng dich theo sang

ché trong phan phdi thude, cu thé 1a trong diéu tri ung thu bang liéu phap hudng dich.

- Két qua danh gia su hép thu té bao (cellular uptake) va kha ning huéng dich cia
hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA (Hinh 8):

Kinh hién vi ddng tiéu (Confocal microscopy) hay phuong phap té bao dong chay
(flow cytometry) dugc st dung phd bién & nghién ctru cellular uptake cuia cac hé nano
mang thudc. Trong nghién ctru nay, hé liposom dugc danh diu huynh quang bang thubc
nhuém DiO (DiOCis(3)) va confocal microscopy dugc sit dung phd bién @ danh gi4
cellular uptake cua cac hé liposom mang thudc quercetin trén dong té bao ung thu v
MCF-7. Phuong phap dung kinh hién vi ddng tiéu (confocal microscopy) la phuong phép

don gian va dé thuc hién, phuong phap nay gitp xac dinh vi tri clia hat nano trong té bao.

Két qua dénh gia su hép thu t& bao (cellular uptake) cho thdy liposom khi dugc
bién tinh bé mat bing Gel-PEG-FA gitp cai thién su hap thu t& bao so v6i liposom dugc
bién tinh bing cac vat lidu khéc. Hinh anh duge chup bang kinh hién vi dong tiéu da cho
thiy duoc vi tri cia liposom trong té bao MCF-7. Trong d6, liposom Gel-PEG-FA dugc
quan sat 1a hip thu té bao tét hon so véi liposom duge bién tinh bing cac vat liéu khac.
Két qua nay cho thdy vai trd ciia vat liéu Gel-PEG-FA cta sang ché. Theo d6 vét liéu
bao ung thu hudng dich theo sang ché gitip tap trung thudc tai té bao dich va lam ting
hiéu qua gdy doc té bao ung thu cta thude, tir d6 cho thay tiém ning trong viéc ting

hiéu qua diéu tri trén 1am sang.

Sang ché da danh gia dugc hiéu qua tiéu diét té bao ung thu ctia hé liposom bién
tinh Gel-PEG-FA so v&i hé liposom chua bién tinh & thir nghiém trén t€ bao ung thu,
thir nghiém apoptosis va trén mé hinh nud6i c4y khéi cau. Két qua cho thay hé liposom
bién tinh Gel-PEG-FA c¢6 tac dung ting cudng rd rét kha nang gay doc té bao ung thu

trén dong té bao ung thu va so véi cac hé liposom chua bien tinh. So sanh v6i hé
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liposom chua bién tinh, hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA theo sang ché c6 xu hudng
gy chét t bao nhidu hon & cing mdt ndng do danh gia. S6 lugng té bao chét theo chu
trinh apoptosis cling tang hon so v6i hé liposom chua bién tinh. Tir cac két qua cia
sang ché cho thdy hé liposom bién tinh Gel-PEG-FA c6 nhiéu tiém ning tng dung

trong diéu tri ung thu dic biét 1a trong diéu tri huéng dich.

Mic du, sdng ché duoc md ta tham chiéu dén cac phuong 4n cu the, nhung can hieu
rang, nhiéu thay d6i, cai tién va phuong 4n c6 thé dugc thuc hién va do do, tat ca cac thay

doi, cai bién va phuong dn d6 déu nam trong pham vi ctia sdng ché.

Hiéu qua dat dwgc clia sang ché

Vit liéu Gel-PEG-FA dugc tong hop theo sing ché 12 nhitng polyme tuong thich
sinh hoc cao va kha nang huéng dich tét, do d6 khi sir dung vat liéu nay dé phi lén bé
mat liposom mang dugc chét s& gitp tap trung duoc chét tai té bao dich va lam ting higu
qua gdy doc té bao. Bén canh do, vét liéu c¢6 PEG gitip hé liposom tuan hoan lu hon
trong mé&u va c6 FA gitp huéng dich té bao t5t hon. Vit liéu két hop Gel-PEG-FA khi
duoc bién tinh 1én bé mat liposom gitp hé liposom sau dong kho dé hoa tan trong nudc
hon so Vi bién tinh bing cac vat liéu khac. Ngoai ra, liposom duge bién tinh bé mat
bing vat liéu Gel-PEG-FA nay c¢6 kha ning hoat dong duoc & ca do pH thap. Ché phim
liposom hudng dich thu dugc tir quy trinh theo sang ché 6 thé san xut rong rai véi s6
luong 16n, d& dang vi lecithin dau nanh 13 ngudn nguyén ligu twong déi d& kiém va c6 gia

thanh ré.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh tong hop vat liéu gelatin-polyetylen glycol-axit folic (Gel-PEG-FA) dung
trong hé tong hop nano huéng dich bao gbm cac budec: ‘
(i) Chuan bi nguyén liéu:

Chuén bi cac hop chat theo ty 18 khéi luong nhu sau:

polyetylen glycol (PEG): 10.000-20.000 phin

p-nitrophenyl chloroformat (NPC): 1-2.000 phan

- tetrahydrofuran (THF): 1-20 phan

ethylenediamin (EDA): 1-2.000 phan

axit folic (FA): 1-2.000 phan

dimethyl sulfoxit (DMSO): 1-2.000 phan

etylen diclorua (EDC): 1-200 phan

axit succinic: 1-1.000 phan

gelatin (Gel): 1-100 phan
trong d6, PEG c6 khdi lugng phén tir tir 4000 Da tro 1én, NPC, THF, EDA, FA, DMSO,
EDC, axit succinic 1 cdc hop chét tinh khiét (>96%), Gel 1a gelatin loai A hodc B, ty 1
PEG gAp it nhdt 10 1dn NPC va ty 18 PEG glp it nhat 10 1an EDA;
(i) Diéu ché NH,-PEG-NHa:

Hoa tan PEG véi NPC vio dung dich THF trong mdi trudng cé nito, khudy déu
trong 12-24 gio;

Nhé dung dich thu dugc vao EDA trong moi trudng c6 nito, khudy déu trong 24 gid
tai nhiét do phong;

Thuc hién d6ng khd trong may dong kho -45°C, thu duge NH>-PEG-NHy;
(iii) Diéu ché FA-PEG-NH.:

Hoa tan NH,-PEG-NH, thu duoc tir budc (i) trong nude cit dé thu duge dung dich
NH,-PEG-NH; ¢6 ndng d6 0,01-20% (khéi lugng);

Hoa tan FA trong dung mdéi DMSO thu dugce dung dich FA hoa tan trong dung mdi;

Hoa tan mot nira lwong EDC da chuin bi véi nuée cit d thu dugc dung dich c6

ndng d6 0,01-10% (khdi lugng);
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Phéi tron dung dich FA hoa tan trong dung méi v6i dung dich EDC, déng thoi
khudy déu ﬁong moi truong cd nito trong khoang thoi gian tir 1 dén 2 gio tai diéu kién
pH axit, thu dugc dung dich FA hoat hoa;

Phéi tron dung dich FA hoat hoa vao dung dich NH>-PEG-NH,, déng thoi khuéy
déu trong 24 gio trong diéu kién tranh anh séng;

Thuc hién dong kho trong may dong kho -45°C, thu san phidm FA-PEG-NHy;

(iv) Piéu ché FA-PEG-COOH:

Hoa tan FA-PEG-NH; thu dugc tir budce (iil) voi nudce cit dé thu duoc dung dich cé
ndng d6 0,01-10% (khdi lugng);

B4 sung axit succinic vao dung dich FA-PEG-NH., khudy déu trong 1 gio va tiép
d6 déng kho trong may dong kho -45°C, thu dugec FA-PEG-COOH;

(v) Toéng hop Gel-PEG-FA:

Hoa tan FA-PEG-COOH trong nudc cét ¢6 pH axit dé thu dugc dung dich ¢6 ndng
d6 0,01-10% (khéi luong), bd sung luwong EDC con lai, khudy déu dén khi tao thanh dung
dich ddng nhét, thu dugc dung dich FA-PEG-COOH;

Hoa tan gelatin (Gel) v6i nu6e cit dé thu duge dung dich c¢6 néng d6 0,01-10%
(khdi luong);

Hoa tan dung dich FA-PEG-COOH véi dung dich gelatin, dong thai khudy déu cho
dén khi tan hoan toan thu duoc dung dich Gel-PEG-FA; va
(vi) Dong kho thu vat liéu Gel-PEG-FA:

Thuc hién déng kh6 dung dich Gel-PEG-FA thu dugc tir bude (v) trong may dong
kho -45°C, thu dugc vat liu Gel-PEG-FA.

2. Vat liéu gelatin-polyetylen glycol-axit folic (Gel-PEG-FA) dung trong hé téng hop
nano hudng dich thu duge tir quy trinh theo diém 1.

3. Quy trinh téng hop liposom dugc bién tinh bé mit bang vat lidu gelatin-polyetylen
glycol-axit folic (Gel-PEG-FA) thu duoc tir quy trinh theo diém 1 bao gém cac buée:

- chudn bi hdn hop lecithin dau nanh, cholesterol va etyltrimetylamonium bromua
(CTAB) theo ty 16 khéi luong nhu sau:

Lecithin d4u nanh: 70% dén 90%,
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Cholesterol: 5% dén 15%, va

CTAB 12 0,1% dén 5%;

- hoa tan hén hop lecithin d4u nanh, cholesterol va CTAB trong clorofom, luong
clorofom duge stt dung dii d& hoa tan hoan toan hdn hop lecithin ddu nanh, cholesterol va
CTAB;

- duge chét duge hoa tan trong dung moi, tlly vao do tan cua dugc chét trong dung
mdi ma chon loai dung méi thich hop dé hoa tan duge chét va luong dung moi duoc sir
dung d8 hoa tan dugc chit phu thugc vao d¢ tan cia dugc chét d6 trong dung moéi, trong
do ty 1€ duoc chét duoc st dung tir 10% dén 20% lecithin d4u nanh va duge chét dugc sir
dung 13 dugc chit cin gin vao hé liposom va dugc lwa chon bat ky tuy theo nhu ciu;

- tron hon hop lecithin dau nanh, cholesterol va CTAB d3 hoa tan trong clorofom va
duge chit di hoa tan trong dung madi thu dugc hdn hop phan tng;

- tién hanh c¢6 quay hdn hop thu duge & nhiét d6 45°C, diéu chinh ap suét chan
khong d& dung méi bay hoi tir tir &€ tao 16p mang lipit mong bam xung quanh thanh binh;

- 1iép tuc dé yén trong chan khong qua dém dé bay hoi hét dung moi;

- tién hanh hydrat héa 16p mang lipit bang nudce cit & nhiét ¢ 60°C dén khi 16p
mang lipit bong ra hét khoi thanh binh;

- siéu 4m V6i tan sd song siéu am 37kHz trong khoang thoi gian tir 15 dén 30 phut
két hop ddng héa 4p luc cao @ thu dugc liposom;

- hoa tan vét liéu Gel-PEG-FA trong nudc cit tao dung dich vat liéu Gel-PEG-FA,
lugng nude cit duoc str dung du dé hoa tan vat liéu Gel-PEG-FA;

- tién hanh cho tr tir liposom vao dung dich vat liéu Gel-PEG-FA trong diéu kién
tranh anh sang véi ty 1€ liposom va dung dich Gel-PEG-FA 1a 1:1;

- khudy déu trong 24 gio va thu ché pham liposom duge bién tinh bé mit biang vt
liéu Gel-PEG-FA.
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Hinh 7

- —e—Lip Gel-PEG-FA --®- Quercetin

0 50 100 150 200
Nong d¢ quercetin (ng/ml})

4/5

-32-



41625

Hinh 8
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