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(57) Thudc tiém tinh thé nano tw Ip rap sinh hoc c6 chirc ning nhim dich bach huyét va
phuong phép sit dung thudc tiém tinh thé nano tw lp rap sinh hoc c¢6 chirc ning nhim dich
bach huyét nhdm dich 14 hé thdng bach huyét. Thudc tiém cé chira 0,05-5% mitoxantron va
mudi ctia nd, 0,1-10% chit didu hoa 4p sudt thdm thiu, 0,001-0,1% dém, 0,01-0,1% chit
chdng oxy héa, 0,05-1% chét hip phu, va 0-20% chét don. Phuong phép st dung 14 tiém k&
md, va hach bach huyét tao ra mau xanh c6 thé nhin thiy bing mét thudng sau khi nhim dich

thu dong t6i hé thdng bach huyét.
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Linh vuc k§ thuit dwec dé cap

Sang ché dé cap dén viéc thiét ké va bao ché dang lidu ding c6 chirc ning nhim dich
bach huyét, va cling d& cap dén thanh phin cong thiic va phuong phép bao ché thubc tiém

tinh thé nano tu lip rdp sinh hoc trong co thé séng.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Di cin bach huyét 1a mot trong cac yéu t6 quan trong anh huéng dén tién lugng u ac
tinh. C4c t& bao u di vao hé théng bach huyét va khuéch tan & giai doan sém va di vao cic
hach bach huyét khong tac dong hodc cac hach bach huyét tir khdiu nguyén phét thong qua
hé bach huyét, goi 12 di cin nhay céc va han ché kha ning phiu thut. Cac hach bach huyét
vung it nhay cam véi xa tri hon céc khéiu nguyén phat va hoa tri liu toan than khong hiéu
qua ddi véi cac hach bach huyét di cin, vi cac thudc hoéa tri liéu & dang bao ché thong thuong
khéng dé dang van chuyén dén céc hach bach huyét. Do hiéu qua cuia viéc diu tri di cin hach
bach huyét anh hudng truc tiép dén ty 18 chita khéi va ty 16 séng ciia bénh nhéan, nén viéc didu
tri nhim dich 1a cac u di cin hach bach huyét ngay cang duoc cht y nhiéu hon. Céc hach bach

huyét da tr& thanh mot co quan dich tiém ning trong héa tri liéu khéi u.

Cac hé théng phan phéi thudc duoc thiét ké dé cho phép nham dich bach huyét bing
cach sir dung dic diém 1 cac chét va hat dai phén tir dé dang xAm nhap hé théng bach huyét
théng qua hinh thirc thyc bao. Hién nay, cic chét mang thudc dugc str dung bao gém nhii
tuong, cacbon hoat tinh, xyclodextrin, liposom, thé trung tAm, nhanh phan, tinh thé nano, vv...
va chiing c6 thé dwoc két hop véi cac thubc hoa tri hodc cic hop chét anh héa bing cac lién
két hoa hoc, tao nhil twong, hép thy, 4n nhép, nang hda, vv... Mac du cac chét mang thube nay
c6 cac dic tinh hudng bach huyét dang ké so vai cac thubc phan tir nhd, nhung chiing kém
hon vé& d6 én dinh khi luu trit trong dng nghiém (in vitro) va d6 bén pha loing trong co thé
(in vivo), va kha nang duy tri tai thudc hidu qua va tinh toan ven clia chét mang trong moi

treong sinh ly cling khong rd rang.
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Tinh thé nano hay hdn dich nano 13 c4c phan tan keo c6 thanh phan sidu vi dugc tao ra
bing c4c k¥ thuat ty 1ip rap hodc nghién thanh bot véi mot lugng nhé chét hoat dong bé mit
hodc polyme nhu mot chét 8n dinh, va c6 kich thudc hat nim trong khodng 1-100 nm, va nh¢
d6 ¢6 chitc ning nhim dich bach huyét tét. So v6i cac hé théng phan phdi thube khéc, tinh
thé nano dugc tao thanh truc tiép tir thudc, va c6 vu diém 14 c6 thé tai dwoc luong 16 thude,
d& dang san xuét cong nghiép va gia thanh bao ché twong dbi thip. Chiing cling c6 thé dugc
st dung b?mg nhiéu con duong van chuyén thubc khac nhau, nhu tiém dudi da, tiém tinh

mach, st dung theo dudng miéng, str dung qua da, v.v...

Bén than céc tinh thé nano c¢6 hoat tinh trong d6i cao va rat khong dn dinh. Khi cac
diéu kién kich hoat nhét dinh duoc dap tmg, ching s& gii phéng ning luong ty do du thira
va céc hat s& 16n 18n, dAn dén mat cac dic tinh cua vat liéu nano. Hién nay, dé didu ché cac
thudc dang tinh thé nano c6 hai quy trinh co ban: tir dudi 1én (cong nghé tw lip rép in vitro)
va tir trén xudng (cong nghé nghién). Do c6 mdt s§ nhwoc diém cia cong nghé tw 14p réap
trong éng nghiém, nhu tdn du dung mo6i hiru co, do 6n dinh vat ly cta cong thirc kém, xu
hwéng x4y ra qué trinh chin Ostwald, v.v..., nén cong nghé nghién dugc st dung rong rai hon
trong nganh dwoc phdm. Tuy nhién, do luong ning lugng 16n dugce tao ra trong qué trinh
nghién, nén su bién dbi dang tinh thé c6 thé xay ra. Vi vay, so vdi cac hé théng phéan phdi
thudc khac, tinh thé nano cling c6 nhugce diém 13 kém n dinh in vitro, kh6 kiém soat d6 6n
dinh in vivo, d6 6n dinh cong thirc nhay cam dbi vdi cac k§ thuat chudn bi va khé khin trong
viéc m& rong quy mé. Do d6, viéc bao ché cac tinh thé nano 14 khé khin, gdy cén trd téi ing

dung lam sang cta ching.

DPdi véi hé théng phén phéi thube duoc dé cap ¢ trén cd chiic ning nhim dich bach
huyét, phuong thire sit dung c6 thé duge chon tir nhém bao gdm st dung theo dudng k& mo,
st dung theo dudng niém mac, str dung theo duong mach mau, st dung theo duong ti€u hoa,
vv... Trong d6, stt dung theo dudng k& md con dugc goi la tiém k& mo. Viéc tiém k& mo,
ching han nhu tiém dudi da, tiém bép, tiém mang bung va tiém bép, ctia hé théng phan phdi
thubc duoc di kém véi sy van chuyén va hép thu n6é bdi cdc mao mach méau va mao mach
bach huyét. Do sy két ndi 1ong 180 giita c4c té bao ndi mo, thudng cé nhiéu khoang trng mé.
He théng tai thube c6 thé di vao cic mao mach bach huyét théng qua khe hé gitta céc té bao
ndi mo6 ctia mach va bﬁng hinh thuc xuit bao va nhdp bao cla céac t& bao ndi mo, va sau dé

dén cac hach bach huyét ving théng qua dén Iru bach huyét. Nho nhitng wu diém ctia phuong
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thirc tiém k& md nay trong tai thuéc nhim dich bach huyét, nén né da tré thanh phuong thirc
phd bién nhit cho cac hé théng phan phdi thudc cé chitc ning nhdm dich bach huyét. Cho dén
nay, Cuc quan 1y Thuc phim va Dwoc phim Hoa Ky (FDA) da phé chudn ba cong thic dé
nhim dich bach huyét: Sunfua coloit dugc phé chuén nim 1974, xanh Isosunfan dugc phé
chuin nim 1981 va Lymphoseek duoc phé chuén ndm 2013. G Trung Quéc, thubc tiém nano
cacbon dang hdn dich (Kanalin) ctia céng ty dugc phim Chongqing Laimei dugc phé chudn
lvu hanh. Tiém ndi md hodc tiém ngoai mé dugc chon lam phuong thire st dung cho ca bdn

cong thirc c6 chirc ning nhim dich bach huyét d4 luu hanh.

Mitoxantron 1a tdc nhan nghién ciru dugc st dung rong réi trong sinh hoc phén ti,
dugc 1y va nghién ctru khoa hoc khac. N6 cling 1a mét loai thudc chéng ung thur loai khang
sinh. N6 ¢6 cAu tric va hiéu qua chéng ung thu tuong tu doxorubicin, khéng c6 ciu triic
dudng amin, khong tao ra cac gbc tu do va cé tac dung tic ché peroxit héa lipit. N6 c6 thé tiu
diét cac té bao khdi u & bét ky giai doan nao cta chu ky té bao, véi ca t€ bao tang sinh va
khong tang sinh bj trc ché, do d6 n6 c6 hoat tinh chdng khdi u trong dwong hogc cao hon mot
chiit so voi doxorubicin, va cao hon dang ké so vé&i xyclophosphamit, Flouracil, methotrexat,
vincristin va 14 loai thudc chéng ung thu phd rong. Ca dang bot thubc va dang dung dich cua
mitoxantron déu c6 mau Co chét thudc 1 dang bot mau nau tim, dang dung dich ¢6 mau xanh
dam va c6 dang do tim ddm trong axit sunfuric ddm dac. Mitoxantron hydroclorua dung cho
thudc tiém trén thi trudng 1a dang dung dich stt dung theo dudng tiém tinh mach, va dich
nhém ctia n6 cha yéu 1a u lympho 4c tinh, ung thw vii va bénh bach ciu 4c tinh. Khéng c6
cong thirc dugce phém clia mitoxantron hodc mudi cia nd ¢ chirc ning nh&m dich bach huyét

trén ca thi trudng trong va ngoai nudc.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Nhim khic phuc cac nhuoe diém néu trén, sang ché dé xuét thanh phén cong thic,
phuong phap bao ché, phuong thirc diéu tri, va nguyén Ly thiét ké dung dich tiém c6 kha ning
tur 14p rap sinh hoc thanh tinh thé nano trong co thé.

Sang ché ¢6 cac dic diém k¥ thuat sau:

Thubc tiém tinh thé nano tu 1p rap sinh hoc ¢6 chire ning nhdm dich bach huyét, thanh
ph?m ¢6 chira 0,05-5% mitoxantron hodc mubi cta n6 va 0,1-10% ty 18 khéi luo'ng/thé tich
chit didu hoa 4p sut thim thAu, va phin con lai 13 dung méi.

3
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Theo tity chon, thubc tiém bao gém thém 0,01-0,1% dém, 0,01-0,1% chit chdng oxy
hoa, 0,05-1% chit hip phu, va 0-20% chit don.

Theo tuy chon, néng dd cta mitoxantron trong thubc tiém 13 0,1-1%.

pH cua thudc tiém ndm trong khoang 2,0-6,0.

Theo tity chon, pH ctia thudc tiém nam trong khoang 3,5-5,5

Ap suét thim thu cta thubc tiém nim trong khoang 285-2317 mmol/kg.

Theo tiy chon, 4p suit thdm théu ctia thube tiém nim trong khoang 307-1503 mmol/kg.

Theo tity chon, mudi cuia mitoxantron 1a mét hodc nhiéu mudi duge chon tir nhém bao

gdm mudi hydroclorua, oxalat, sulfat, phosphat, axetat hoic Xitrat clia mitoxantron.

Kich thudc hat cua hat tinh thé nano tu lép rap sinh hoc trong diéu kién sinh ly nam
trong khoang 1-1000 nm.

Theo tiy chon, kich thuéc hat clia hat tinh thé nano tu lap rap sinh hoc trong diéu kién
sinh Iy ndm trong khoang 10-100 nm.

Theo tity chon, kich thude hat cia hat tinh thé nano tu lép rap sinh hoc trong diéu kién
sinh Iy nim trong khoang 30-60 nm.

Theo tity chon, thudc tiém c6 chira mét luong thé tich nho dung dich pha tiém va bt
tiém, trong d6 luong thé tich nhé dung dich pha tiém khong chira chit don va bot tiém chira

chét d6n véi lugng 0-20%.

Theo tuy chon, chét diéu hoa ap suét thAm thiu 12 mot hodic nhidu chit dugc chon tir
nhém bao gém natri clorua, glucoza, sorbitol, manitol, glyxerin, PEG, phosphat, xitrat hodc

két hop gitta ching.

Theo tuy chon, dém 13 mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém bao gom axit axetic,

natri axetat, axit xitric hodc natri xitrat.

Theo tuy chon, chét chéng oxy hoa 1a mét hodc nhiéu chét duoc chon tir nhém bao

gém natri sunfit, natri hydrosulfit, natri metasulfit, natri thiosulfat, hodc natri edetat.
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Theo tly chon, chit don 1a mdt hodc nhi€u chat dugc chon tir nhém bao gom céac
monosacarit, tic 1 glucoza, fructoza, galactoza, riboza, hodc deoxyriboza, hodc nhém
disacaroza, sucroza, trehaloza, maltoza, hodc lactoza, hodc duong polyme, tirc 1a manitol,

sorbitol, lactitol, xylitol, maltitol, hodc erythritol.
Theo tuy chon, chét hép phu 1a cacbon hoat tinh.

Theo tiy chon, sau khi chirc ning nham dich bach huyét duoc thuc thi, cac hach bach

huyét tao ra mau xanh c6 thé nhin duoc bing mét thudng.

Theo tity chon, sau khi cht’rc nang nhém dich bach huyét dugc thuc thi, cac hach bach

huyét chira u di cin s& co lai hodc tré vé kich thuéc binh thudng.

Theo tuy chon, thudc tiém dugc st dung dé didu tri & dang dung dich, va mitoxantron

hoac muoi clia n6 & dang phan tir dugc hoa tan hoan toan.

Theo tuy chon, sau khi thudc tiém dang dung dich dugc tiém vao mo, céac tinh thé nano

s& tu lép rap tai vi trf tiém.

Theo tuy chon, phuong thirc tiém dé thuc thi chirc ning nhim dich bach huyét 13 tiém

k& mb.

Theo tiy chon, phuong thirc tiém c6 thé 14 tiém duéi da, tiém bép, tiém dudi niém

mac, tiém trong mang bung, tiém ndi mo, tiém ngoai mo6 hodc ket hgp giita chung.

Phuong phap bao ché thubc tiém tinh thé nano t lap rap sinh hoc ¢6 chirc ning nhim
dich bach huyét, v6i thudc tiém 14 dung dich thubc tiém tinh thé tw lip rép sinh hoc thé tich
nho, bao gdm céc budc bao ché sau: can mot lugng thich hgp cac nguyén ligu thé va té duge,
thém 70% lugng nude pha tiém dé dinh trude vao trong bé phéi tron cd dac, thém lugng da
dinh trudc ta dugc, khuéy hoa tan trong 15 phut, sau d6 thém mitoxantron hodc mudi cua
chiing, khudy hoa tan trong 20 phut, nap thém cacbon hoat tinh, khu4y hép phu trong 20 phut
& 40-60°C, loc dung dich c6 dic qua 15i loc gép nép bang thép khong gi ¢& 3 pm va duge
chuyén vao trong bé hoa lodng, bd sung nuéc pha tiém 1én thé tich tong, khudy trong 10 phut,
loc dung dich thudc qua lién tiép hai bo loc vo tring 0,22 pm, va déng vao cac lo riéng biét

va han kin.
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Ngoai ra, phwong phéap bao ché thubc tiém tinh thé nano tu lip rép sinh hoc dang bot
tiém bao gém cac budc sau: cidn mdt luong thich hop cac nguyén li¢u thod va td duoc, thém
70% luong nudc pha tiém d& dinh trude vao trong bé phéi tron cd dac, thém lugng da dinh
trude ta duoc, khudy hoa tan trong 15 phut, sau d6 thém mitoxantron hodc mudi cta ching,
khudy hoa tan trong 20 phut, nap thém cacbon hoat tinh, khudy hip phu trong 20 phit & 40-
60°C, loc dung dich c6 diic qua 13i loc gép nép bing thép khéng gi ¢& 3 pm va dugc chuyén
vao trong bé hoa lodng, bd sung nude pha tiém 1én thé tich tdng, khudy trong 10 phut, loc
dung dich thubc qua lién tiép hai bo loc v6 tring 0,22 pum, hoa tan manitol vio trong dung
dich thudc, va loai nu6e bang cach dong khé dé thu duogc thude tiém tinh thé nano t 18p rap
sinh hoc dang bét, loai nay dugc st dung tiém k& mo bing cach hydrat héa va lic déu trude
khi stt dung, trong dé mdi truong hydrat hoa 1a mot hodc nhiéu loai duge chon tir nhém bao

gdm nudc pha tiém, nudc mudi sinh Iy va dich truyén glucoza.
MBO ta chi tiét sang ché
Ty 18 phén trim khdi hrong/thé tich dwoc str dung trong mo ta sang ché nay 1a % g/ml.

Trong sdng ché, mitoxantron hydroclorua dugc st dung lam thanh phﬁn hoat tinh trong
tinh thé nano ty 1p rap sinh hoc, va mitoxantron hydroclorua & dang tan t6t trong nudc & didu

kién axit khi bao ché thanh phim.

(1) Gié tri pH & diéu kién axit c6 4nh hudng 16n dén trang thai cia thudc tiém tinh thé
nano tu 14p rép trong co thé. Khi pH ctia thubc tiém nim trong khoang 2,0-6,0 va dugc st
dung bﬁng cach tiém k& md, vai vi tri mé c6 gia tri pH cta dich co thé 14 7.4, thi mitoxantron
hydroclorua tr& vé dang mitoxantron do hydroclorua dwgc trung hoa trong méi trudng pH
sinh Iy, va do d6 tinh tan dugc 1am giam dé tao ra su ta céc tinh thé nano. Khi pH ctia thudc
tiém nho hon 2,0, pH dich co thé 13 7,4 thi khong thé dat dwoc phan tmg trung hoa, va vi vay
cAc tinh thé nano khong thé dugc tao thanh hiéu qua. Khi pH cta thude tiém 16n hon 6,0,
thuc tiém khong én dinh va mitoxantron hydroclorua bi két tlia, anh huéng dén chit hrong
cta thube tiém. Thong qua tbi uu hidu quéa cong thirc cho thy, khi pH ctia thube tiém 12 3,5-
5,5 thi phan (g trung hoa dich co thé & pH 7,4 1a hiéu qua nhét, cho phép tao thanh nhanh
chong mét lwong 16n céc tinh thé nano & vi tri tiém k& mo dé dat dugc chic ning nhém dich

bach huyét.
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(2) Khi lwong dich co thé tai vi tri tiém k& mé 14 nhé, thi ndng d6 thude dugc tiém cb
anh hudng dang ké t6i ham luong va ty 18 tinh thé nano dugc tao thanh. Khoang nc“mg do tbi
wu duge sir dung trong sang ché 13 0,05-5% (khdi lwong/thé tich, g/ml). Khi ndng d6 st dung
thdp hon khoang trén, sau khi tiém k& mo, rit khé dé tao thanh tinh thé nano c6 kha ning
nhim dich dudi didu kién sinh 1y. Khi ndng d6 sir dung cao hon khoang trén, xay ra hién

tuong gy doc cho hé théng bach huyét.

B) Ty lg tuan hoan ctia dich co thé trong vi tri tiém k& mo 14 cham. Thudc dugc tiém
vao vi tri tiém k& mé dwoc diy di vao hé théng bach huyét chit yéu nhd 4p suét thdm thiu
gifra vi tri tiém va hé théng bach huyét. Tiém nhuogc truong khdng cé 1oi cho viée din thudc
vao hé bach huyét thong qua cic khoang trdng trong cic mao mach bach huyét, do d6 tiém
déng trudng hodc hoi vu truong c6 1oi cho viée din luu céc tinh thé nano tu lép rap trong
bach huyét. Khoang 4p suét thim thiu thich hop trong sang ché 13 285-2317 mmol/kg, va
khoang ap sudt thAm thiu t6i wu 1 307-1503 mmol/kg. Khi 4p suét thim théu nhé hon 285
mmol/kg, ddng luc din luu bach huyét khong du, va khi 4p suét thdm thau 16n hon 2317 mmol

/kg, ndng d6 ciia chat didu chinh ap suit thAm thiu qué cao, gay ra kich tng tai vi tri tiém.

Chi c6 mdt lugng nho dich co thé c6 pH 7,4 luu thong chdm & vi tri tiém. Chinh nho
nhitng diéu kién sinh 1y nhu vay v6i d6 pH thich hop ciia thude tiém, ndng d6 sit dung thich
hop va 4p suét thAm thau thich hop, d hoa tan trong nuéc gidm sau khi loai bd hydroclorua
khoi mitoxantron hydroclorua, dan dén su tw lip rép cAc tinh thé nano c6 kich thuéc hat 1én
hon 30nm va nhé hon 60nm & vi tri tiém k& mé. C6 mot sb khoang tréng chdng 1én nhau gitta
c4c t& bao ndi md cua mach bach huyét. Céac phéan tir thuc nho va hat nano véi kich thuée
hat nho hon 20 nm sé& tao ra hi€u qua khuéch tan t6t & vi trf tiém sau khi tiém duéi da, trong
khi d6 cac hat c6 kich thudc 20-100 nm c6 thé di qua cac khoang tréng gitta té bao ndi mo

ctia mach bach huyét va tao ra hi€u qua nhém dich bach huyét tdt.
Vi du thue hién sing ché

Céng thirc dung dich tiém tinh thé nano tw Iap rap sinh hoc thé tich nhé va ham luong
céc thanh phén cho 1000 liéu tiém dugce trinh bay sau day:

Vidul

Mitoxantron hydroclorua 11,64 g
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Axit axetic 0,92 ¢
Natri axetat 0,10 g
Nudc pha tiém 2000 ml

Céan mdt lugng thich hop cac nguyén li€u thé va ta duge. Cho vao bé tron ¢ ddc luong
nude ding cho thude tiém bang 70% lwong thich hgp néu trén. Cho ta dugc véi luong thich
hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach khudy trong 15 phut. Sau d6, cho mitoxantron
hydroclorua v6i lugng thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach khudy trong 20

phut.

Dung dich thudc tiém tinh thé nano tu 1ip rép sinh hoc thé tich nho dugc bao ché tir
cong thitc va quy trinh c6 chtra 0,58% mitoxantron hydroclorua, va ¢6 pH 1a 3,5, va ép suét
thdm thAu 13 196 mmol/kg. Céc hat tinh thé nano tu 1ip rdp dudi didu kién gian bao sinh hoc
¢6 kich thudc hat 14 50 nm. Lép th nhét cta hach bach huyét di cin sau khi tiém k& mo duéi
da ¢6 mau xanh dam c6 thé nhin dugc béng mét thudong, va 16p thit hai va thir ba cia hach
bach huyét c6 mau xanh nhat nhin duoc bang mét thuong. Khéi lugng va thé tich cta hach
bach huyét di cin ctia m&i 16p giam dang ké hoic tré vé kich thudce binh thudng va khéng c6

su gdy doc mao dang ké & vi trf tiém hodic céc té bao lympho.

Céng thirc dung dich tiém tinh thé nano t l&p rap sinh hoc thé tich nhé va ham luong
cac thanh phan cho 1000 lidu tiém dugc trinh bay sau day:

Vidu2

Mitoxantron hydroclorua 11,64 g
Natri clorua 16,0 g
Axit axetic 092¢g
Natri axetat 0,10 g
Natri edetat 0,10 g
Nudc pha tiém 11,64 g
Natri clorua 2000 ml
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Cacbon hoat tinh (dugc st dung trong qué trinh bao ché 2 g

va duogc loai bo sau khi hoan thanh)

Cén mot lwong thich hop cac nguyén liéu thd va ti dugc. Cho vao bé tron cd diic lugng
nude ding cho thude tiém bing 70% luong thich hop nédu trén. Cho t4 dugc véi lwong thich
hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach khudy trong 15 phut. Sau d6, cho mitoxantron
hydroclorua v6i Iugng thich hop néu trén vao bé trén va hoa tan bing cach khudy trong 20
phit. Cacbon hoat tinh dugc nap vao va duoc khudy dé hap phu trong 20 phit & 40-60°C.
Dung dich ¢b dic dwoc loc qua 151 loc gip nép bing thép khong gi ¢& 3 um va duoc chuyén
vao bé hoa lodng va nude pha tiém dugc thém vira dii va dung dich dugc khudy trong 10 phut.
Dung dich thubc duoc loc qua hai bd loc vé tring (véi kich thudc 18 loc 14 0,22 pm) duge bb

tri nbi tiép, dugc loc kin riéng biét.

Dung dich thudc tiém tinh thé nano tu l&p rap sinh hoc thé tich nho dugce bio ché tir
cong thirc va quy trinh c6 chtra 0,57% mitoxantron hydroclorua, va c6 pH 1 3,5, va 4p suét
thdm th4u 12 938 mmol/kg. Céc hat tinh thé nano tur 1ip rap dudi diéu kién gian bao sinh hoc
c6 kich thudce hat 12 50 nm. Lép thu nhét, thir hai va tht ba ctia hach bach huyét di cin sau
khi tiém k& mo dudi da ¢6 mau xanh dam c6 thé nhin thiy bing mat thudng. Khéi lugng va
th8 tich cua hach bach huyét di cin cta mdi 16p giam dang ké hoic tré vé kich thuée binh

thudng va khong c6 sy giy doc mao dang ké & vi tri tiém hoic cac té bao lympho.
Vidu3

Céng thirc dung dich tiém tinh thé nano t Idp rap sinh hoc thé tich nhé va ham lugng
c4c thanh phan cho 1000 lidu tiém dugc trinh bay sau day:

Mitoxantron oxalat 1,164 g
Glucoza 80,00 g
Axit xitric 1,84 ¢
Natri xitrat 0,20 g
Natri sunfit 0,20 g
Nudc pha tiém 2000 ml
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Chét hap phu (duoc st dung trong qua trinh bao chéva 2¢g
duogc loai bo sau khi hoan thanh)

Cén m6t lwong thich hop céc nguyén liéu tho va ta dugc. Cho vao bé trdn cb diic luong
nude ding cho thude tiém bing 70% hrong thich hop néu trén. Cho t4 dwgc véi lugng thich
hop néu trén vao bé tron va hoa tan bing cach khudy trong 15 phut. Sau d6, cho mitoxantron
oxalat v6i luong thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bing cach khudy trong 20 pht.
Cacbon hoat tinh dwgc nap vao va dugc khudy dé hip phu trong 20 phit & 40-60°C. Dung
dich ¢6 dic duoc loc qua 15i loc gip nép bing thép khong gi ¢ 3 pm va dugce chuyén vio bé
hoa loding va nude pha tiém duoc thém vira di va dung dich dugc khudy trong 10 phiit. Dung
dich thudc dugc loc qua hai bd loc v tring (véi kich thude 16 loc 14 0,22 pm) duge bd tri ndi

tiép, duoc loc kin riéng biét.

Dung dich thubc tiém tinh thé nano tu lép rap sinh hoc thé tich nho6 dugc bao ché tir
cdng thirc va quy trinh c¢6 chira 0,056% mitoxantron oxalat, va c6 pH 1a 5,5, va ép suét thAm
théu 13 1503 mmol/kg. C4c hat tinh thé nano tw 1ip rap dudi diéu kién gian bao sinh hoc c6
kich thuéc hat 12 40 nm. Lép thtr nhét, thir hai va thir ba ctia hach bach huyét di cin sau khi
tiém k& md dudi da c6 mau xanh nhat c6 thé nhin thiy bing mét thudong. Khéi luong va thé
tich ctia hach bach huyét di cin ctia mdi 16p ting & mirc d6 nhét dinh va khéng cé su gdy doc

mao dang ké & vi tri tiém hodc céc té bao lympho.
Vidu4

Céng thire dung dich tiém tinh thé nano tur Iip rép sinh hoc thé tich nhd va ham lugng
c4c thanh phin cho 1000 lidu tiém dugc trinh bay sau day:

Mitoxantron sulfat 116,40 g
Glyxerin 20,13 g
Axit axetic 092¢g
Natri axetat 0,10 g
Natri metasulfit 0,40 g
Nudce pha tiém 2000 ml
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Chét hip phu (dugc st dung trong qua trinh baoché 2 g

va dugc loai bo sau khi hoan thanh)

Can mot lugng thich hop cic nguyén liéu thd va ta duge. Cho vao bé trén 6 dic luong
nuée ding cho thube tiém bing 70% luong thich hop néu trén. Cho ta dugc véi lugng thich
hop néu trén vao bé trén va hoa tan bang cach khudy trong 15 phiit. Sau d6, cho mitoxantron
sulfat v6i luong thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach khudy trong 20 phut.
Cacbon hoat tinh dwoc nap vao va dugc khudy dé hap phu trong 20 phit & 40-60°C. Dung
dich ¢ dic dugce loc qua 18i loc gép nép bing thép khong gi ¢ 3 um va duge chuyén vao bé
hoa lodng va nudce pha tiém dugc thém vira da va dung dich dugc khudy trong 10 phit. Dung
dich thudc duoc loc qua hai b loc v6 tring (véi kich thude 18 loc 12 0,22 pm) duge bb tri ndi

tiép, dugc loc kin riéng biét.

Dung dich thudc tiém tinh thé nano tur lép rap sinh hoc thé tich nho duge bao ché tir
cong thirc va quy trinh c6 chira 5,44% mitoxantron sulfat, va c6 pH 1a 3,5, va 4p suit thim
théu 12 307 mmol/kg. Céc hat tinh thé nano tu lép rap dudi diéu kién gian bao sinh hoc c6
kich thudc hat 1a 60 nm. Lép tha nhét, thir hai va thir ba ctia hach bach huyét di cén sau khi
tiém k& md dudi da c6 mau xanh dam c6 thé nhin thiy biang mat thuong. Khdi lugng va thé
tich ctia hach bach huyét di cin ctia mdi 16p tré vé kich thude binh thudng va gdy doc dang

k& & vi tri tiém va céc té bao lympho.
Vidu5

Céng thire bot tiém tinh thé nano ty 1ip rép sinh hoc va ham lwgng céc thanh phén cho
1000 liéu tiém duoc trinh bay sau day:

Mitoxantron hydroclorua 11,64 g
Manitol 16,0 g
Axit axetic 092 ¢g
Natri axetat 0,10 g
Natri edetat 0,10 g
Manitol 200 g
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Cacbon hoat tinh (dugc st dung trong qué trinh bao 2 g

ché va duoc loai bod sau khi hoan thanh)
Qué trinh bao ché dugc thuc hién nhu sau:

Can mdt lugng thich hop cac nguyén li€u tho va ta duge. Cho vao bé tron co dic lugng
nude ding cho thude tiém bing 70% lwong thich hop néu trén. Cho ta dwgc ngoai trir chit
don véi lugng thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bing cach khudy trong 15 phit. Sau
6, cho mitoxantron hydroclorua v&i lugng thich hop néu trén vao bé trén va hoa tan bang
cach khudy trong 20 phut. Cacbon hoat tinh dwoc nap vao va dugc khudy dé hip phu trong
20 phut & 40-60°C. Dung dich ¢6 diic dugc loc qua 151 loc gép nép bing thép khong gi ¢& 3
pm va duge chuyén vao bé hoa lodng va nudc pha tiém duge thém vira du va dung dich dugc
khudy trong 10 phit. Dung dich thudc dugce loc qua hai bd loc v tring (véi kich thuée 16 loc
la 0,22 pum) dugce bd tri ndi tiép. Manitol dugc thém vao va dugc hoa tan trong dung dich
thudc. Nude duge loai bd nho qua trinh dong kho d8 thu duoc thudc tiém tinh thé nano tu lép
rép sinh hoc dang bot dong kho, va c6 thé duoc sir dung @8 tiém k& sau khi tai hoa tan va lac

déu trudc khi st dung.

Bot tiém tinh thé nano tw &p rép sinh hoc dugc bao ché theo cong thirc va quy trinh
nay co bé mit nhin muot khong bi xep va hao hut sau khi dong khé. Sau khi tai hoa tan v6i
nudc pha tiém, thudc tiém mitoxantron hydroclorua dugc tao thanh c6 chia 0,52%
mitoxantron hydroclorua, va c¢6 pH 14 3,5, va 4p suét thAm thau 12 938 mmol/kg. C4c hat tinh
thé nano tur ldp rap dudi diéu kién gian bao sinh hoc c6 kich thudc hat 13 40 nm. Lép thu nhét,
thir hai va thir ba ctia hach bach huyét di cin sau khi tiém k& md dudi da cé mau xanh ddm
c6 thé nhin thy bing mét thuong. Khéi lwong va thé tich cia hach bach huyét di ciin ctia mdi
16p giam dang ké hoic trér vé kich thuée binh thuong va khong ¢ su gdy doc mao dang ké &

vi trf tiém hodc cac té bao lympho.
Vidu6

Cong thirc bot tiém tinh thé nano tw lap rép sinh hoc va ham lugng céc thanh phén cho
1000 liéu tiém dugc trinh bay sau day:

Mitoxantron phosphat 11,64 ¢
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Sorbitol 80g
Axit xitric 0,74 g
Natri xitrat 0,30 g
Natri edetat 0,10 g
Sucroza 300 g
Nudc pha tiém 2000 ml

Cacbon hoat tinh (dugc st dung trong qué trinh bao 2 g

ché va duoc loai bo sau khi hoan thanh)

Qua trinh bao ché duogc thyc hién nhu sau:

Céan mdt lugng thich hop cac nguyén liéu thd va ta dugce. Cho vao bé tron co dic luong
nudce dung cho thube tiém bing 70% lwong thich hop néu trén. Cho ta dugc ngoai trir chét
d6n voi luong thich hop néu trén vao bé trén va hoa tan bang cach khudy trong 15 phit. Sau
d6, cho mitoxantron phosphat v6i lwgng thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach
khudy trong 20 phut. Cacbon hoat tinh dugc nap vao va dugc khudy dé hip phu trong 20 phit
& 40-60°C. Dung dich c6 dic dugc loc qua 161 loc gip nép bang thép khong gi ¢& 3 pm va
duoc chuyén vao bé hoa lodng va nude pha tiém duge thém vira da va dung dich dugc khudy
trong 10 phut. Dung dich thudc duoc loc qua hai bd loc vd tring (véi kich thude 16 loc 12 0,22
um) duoc bd tri nbi tiép. Sucroza duge thém vao va duge hoa tan trong dung dich thubc.
Nuéc duge loai bd nhdr qua trinh dong khé @8 thu dugc thube tiém tinh thé nano tw 1ip rdp
sinh hoc dang bot dong khd, va céd thé dugc st dung dé tiém ké sau khi tai hoa tan va lic déu

trede khi sir dung.

Bot tiém tinh thé nano ty Ip rép sinh hoc duogc bao ché theo cong thirc va quy trinh
nay co bé mit bi xep va hao hut sau khi dong kho. Sau khi tai hoa tan v6i nudc pha tiém,
thudc tiém mitoxantron phosphat dugc tao thanh cé chita 0,499% mitoxantron phosphat, va
6 pH 12 5,5, va 4p sudt thim thau 13 307 mmol/kg. C4c hat tinh thé nano tu lip rép dudi diéu
kién gian bao sinh hoc ¢6 kich thudce hat 1a 55 nm. Lép thi nhét, thir hai va thi ba ctia hach
bach huyét di can sau khi tiém k& mé duéi da c6 mau xanh ddm c6 thé nhin thiy bang mét

thudng. Khéi lugng va thé tich cta hach bach huyét di cin ctia m&i 16p giam dang k& hodc

13



51765 14/27

tr& vé kich thude binh thudng va khong ¢6 su giy doc mao dang ké & vi tri tiém hodc céac té

bao lympho.
Vidu7

Cong thirc bot tiém tinh thé nano tur lép rap sinh hoc va ham lugng céc thanh phén cho
1000 lidu tiém dugc trinh bay sau day:

Mitoxantron axetat 11,64 g
PEG 400 30,0
Axit axetic 0,92
Natri axetat 0,10
Natri edetat 0,10
Trehaloza 200 g
Nudce pha tiém 2000 ml

Cacbon hoat tinh (dugc st dung trong qué trinh bao 2 g

ché va dugc loai bo sau khi hoan thanh)

Qua trinh bao ché dugc thuc hién nhu sau:

Céan mot luong thich hgp cac nguyén ligu tho va td duge. Cho vao bé tron co dic luong
nude ding cho thude tiém bing 70% lwong thich hop néu trén. Cho ta dugc ngoai trir chét
d6n vé6i lugng thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach khudy trong 15 phit. Sau
d6, cho mitoxantron axetat v6i lwong thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach
khudy trong 20 phut. Cacbon hoat tinh duoc nap vao va duoc khudy dé hip phy trong 20 phut
& 40-60°C. Dung dich ¢6 ddc dwoc loc qua 18i loc gip nép bang thép khong gi ¢& 3 pm va
duge chuyén vao bé hoa lodng va nude pha tiém dugc thém vira di va dung dich dugce khudy
trong 10 phut. Dung dich thubc duogc loc qua hai b loc v6 tring (véi kich thuée 16 loc 12 0,22
um) dugc bd tri ndi tiép. Trehaloza duoc thém vao va dugc hoa tan trong dung dich thuéc.
Nuée duge loai bd nhd qué trinh dong khé dé thu dugc thube tiém tinh thé nano tu lp rép
sinh hoc dang bot dong kho, va c6 thé duoc sir dung dé tiém k& sau khi tai hoa tan va lic déu

trude khi sir dung.
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Bot tiém tinh thé nano tir 1ip rap sinh hoc dwoc bio ché theo cong thiic va quy trinh
ndy c6 bé mit bi xep va hao hut sau khi d6ng khd. Sau khi tai hoa tan véi nudce pha tiém,
thudc tiém mitoxantron axetat dugc tao thanh cé chira 0,52% mitoxantron axetat, va c6 pH 1a
3,5, va ap sudt thdm thiu 14 1503 mmol/kg. C4c hat tinh thé nano tu lép rap dudi diéu kién
gian bao sinh hoc c6 kich thuéc hat 14 60 nm. L&p thi nhét, thir hai va thi ba ctia hach bach
huyét di cin sau khi tiém k& m6 du6i da c6 mau xanh ddm c6 thé nhin thay bing mét thudng.
Khdi lugng va thé tich ctia hach bach huyét di cin ciia mdi 16p giam dang ké hoic trd vé kich

thude binh thudong va khong c6 sy giy doc mao dang ké & vi tri tiém hoc céc té bao lympho.
Trong sang ché, 1000 lidu tiém dugc hiéu 14 thubc tiém dugce chia 1am 1000 phén.
Vidu so sanh 1

Céng thirc dung dich tiém tinh thé nano tu l&p rap sinh hoc thé tich nho va him lwong
cac thanh phén cho 1000 lidu tiém dugc trinh bay sau day:

Mitoxantron hydroclorua 0,23 g
Axit axetic 0,52 ¢
Natri axetat 0,40 g
Natri edetat 0,10 g
Nudéce pha tiém 2000 ml

Cacbon hoat tinh (dwgc sir dung trong qué trinh bao 2 g

ché va duoc loai bo sau khi hoan thanh)

Céan mdt lugng thich hop cac nguyén li¢u thod va ta duge. Cho vao bé tron co dic luong
nude ding cho thudc tiém bing 70% luong thich hop néu trén. Cho t4 dugc v6i lwgng thich
hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach khudy trong 15 phut. Sau d6, cho mitoxantron
hydroclorua vé6i lwong thich hop néu trén vao bé tron va hoa tan bang cach khudy trong 20
phut. Cacbon hoat tinh dwogc nap vao va duge khudy ¢ hip phu trong 20 phut & 40-60°C.
Dung dich ¢6 dic duoc loc qua 18i loc gép nép bing thép khong gi c& 3 pm va dugc chuyén
vao bé hoa lofing va nudc pha tiém dugc thém vira di va dung dich duoc khudy trong 10 phut.
Dung dich thudc duoc loc qua hai b6 loc v6 trimg (v6i kich thude 18 loc 1 0,22 pm) dugce bd

tri ndi tiép, duoc loc kin riéng biét.
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Dung dich thubc tiém tinh thé nano tu 18p rap sinh hoc thé tich nhé duge bao ché tir
cong thirc va quy trinh c6 chira 0,01% mitoxantron hydroclorua, va cé pH 1a 6,83, va 4p suét
thAm thdu 13 196 mmol/kg. Chi c¢6 16p tht nhét ciia hach bach huyét di cin sau khi tiém k&
md dudi da c6 mau xanh nhat va rat kho dé nhén ra béng mét thuong. Khéi lwong va thé tich

ctia mdi 16p hach bach huyét di cin khéng bi tac dong nhiéu.
Vi du so sanh 2

Céng thuc dung dich tiém tinh thé nano t lép rap sinh hoc thé tich nho va ham lugng
c4c thanh phan cho 1000 liéu tiém dwoc trinh bay sau day:

Mitoxantron hydroclorua 2328 ¢
Axit axetic 1,52 ¢
Natri axetat 0,10 g
Natri edetat 0,10 g
Nudc pha tiém 2000 ml

Cacbon hoat tinh (dugc st dung trong qud trinh bao 2 g

ché va dugc loai bé sau khi hoan thanh)

Can mot lugng thich hop cac nguyén li€u thd va ta duge. Cho vao bé tron c6 dic luong
nude ding cho thude tiém biang 70% lugng thich hop néu trén. Cho ta duge véi lugng thich
hop néu trén vao bé tron va hoa tan bing cach khudy trong 15 phit. Sau d6, cho mitoxantron
hydroclorua v6i lugng thich hop néu trén vao bé trén va hoa tan bang cach khudy trong 20
phut. Cacbon hoat tinh dwoc nap vao va duge khudy dé hip phu trong 20 phiit & 40-60°C.
Dung dich ¢6 dic duoc loc qua 18i loc gap nép bing thép khong gi ¢& 3 pm va dugce chuyén
va0 bé hoa loding va nuée pha tiém duoc thém vira di va dung dich dwogc khudy trong 10 phiit.
Dung dich thube duge loc qua hai bd loc vo trung (véi kich thude 16 loc 12 0,22 pm) duoc bd

tri ndi tiép, dugc loc kin riéng biét.

Dung dich thudc tiém tinh thé nano tur l&p rap sinh hoc thé tich nhd dugc bao ché tir
cdng thirc va quy trinh c6 chira 10,34% mitoxantron hydroclorua, va c6 pH 1a 1,66, va ap suét
thédm thiu 12 196 mmol/kg. C4c hat tinh thé nano tw lép rap dudi didu kién gian bao sinh hoc
c¢6 kich thudc hat 1a 120 nm. Lép thir nhét, thir hai va thi ba ctia hach bach huyét di cén sau
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khi tiém k& m6 duéi da c6 mau xanh dm c6 thé nhin thiy bing mét thuong. Khdi lwong va
thé tich cta hach bach huyét di cin ctia mdi 16p giam déng k& hoic trd vé kich thude binh

thuong nhung giy doc dang k& & vi tri tiém hodc céc té bao lympho.
Vi du d6i chimg
1. Bao ché dung dich dbi chting

Dung dich Isosulfan Blue (IB) dugc sir dung d& 1am dung dich ddi chimg. Cong thirc

va qué trinh bao ché dugc thuc hién nhu sau:

Cong thirc:

IB (co chit thubc) 10 g
Dinatri hydrogenphosphat (dém) 6,6 g
Kali dihydrogenphosphat (d€m) 2,7¢g
Natri clorua (chit didu hoa 4p sudt thim thau) 20g

Nudc pha ti€ém dugce thém vao téi 1000 ml.
Duing cho 200 lidu tiém.
Quy trinh bao ché:

Céin mdt luwong nhu bang trén cic chat dinatri hydrogenphosphat, kali
dihydrogenphosphat va natri clorua, cho vao 80% lugng nuéc nhu bang trén va hoa tan chiing
bang cach khudy trong 15 phit. Sau d6, cho IB v6i lugng nhur trén vao bé tron va hoa tan
bing cach khudy trong 20 phut. Than ding cho dugc phidm dugc thém vao va dugc khudy dé
hép phu trong 20 phit & 50°C. Dung dich ¢6 dic duge loc qua thanh cacbon 3 pm va dugce
chuyén vao trong bé hoa lofing v&i chit tiy rira, va dich tiy rira dugc két hop vao trong thudc
tiém. Nudc pha tiém dugce thém vao dung dich thudc toi luong d3 mo ta & trén va dugce khqu
khoang 10 phut. Mau duoc dua di kiém tra cac dic tinh, pH va thanh ph'?m. Dung dich thube
d4 qua kiém tra duoc loc qua mang loc 0,22 pm, va dugc 14y miu dé kiém tra céc tap chét c6
thé nhin thdy duoc. Dung dich tiém d3 qua kiém tra c4c tap chit c6 thé nhin thiy dwogc dugc

lam sach béng khi nito, duoc 14p ddy va han kin lai v6i thé tich 5,1 + 0,1 ml mi lidu, va duge
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khir tring & 121°C trong 15 phit. Sau khi kiém tra su 10 ri, kiém tra 4nh séng, d4n nhin va

déng goi s& thu durgc thanh phim cubi ciing.
2. Bao ché dang nano déi chimg

Mitoxantron hydroclorua liposom (MIH-LIP) dugc sir dung 1am dang nano d6i chimg.

Cong thirc va quy trinh bao ché dugc thuc hién nhu sau:

Cong thuec:

Mitoxantron hydroclorua 4%
Lexitin d3u nanh 400
Cholesterol 100
Dém phosphat pH 7,4 30 ml
Quy trinh bio ché:

MIH-LIP dugc bio ché bing phwong phdp mang méng: lexitin d4u nanh va cholesterol
duoc can tuong tng véi lugng d3 mo ta trén va dugce hoa tan trong 5 ml ete khan; ete khan
duoc loai bo hoan toan bing cach quay 1am bay hoi trong diéu kién chan khong; mét lugng
thich hgp dém phosphat dugc thém vao 1am hoa tan va thu dugc nhil twong mau vang sang
ddng nhét; nhii tuong duoc chuyén sang éng ly tm lam bang polypropylen; va dng dugc dit
trong bé da d& xtr ly sidu 4m v6i dAu do trong 3 phut (siéu 4m 50 gidy va nghi 10 gidy). Chat
long duc mau vang sang dugc rét vao trong binh ddy tron chira lugng dé can truée mitoxantron
hydroclorua, va dugc dua vao quay lam bay hoi & 37°C @ tao thanh dung dich dang keo mau

xanh den ddng nhét va duoc gitr & 4°C dé st dung.
3. Xéac dinh kich thudc hat

Nuéc mubi sinh 1y duge sit dung dé mé phong méi trudng sinh 1y trong co thé, va
thudc tiém tinh thé nano tu 14p rap sinh hoc mitoxantron hydroclorua (thuéc tiém MIH) dugc
dit trong moi trudng sinh ly dé kiém tra kha ning tu lp rap trong diéu kién sinh hoc véi kich
thude hat 1a thong sé chi thi. Mitoxantron hydroclorua (MIH) 14 chét ddc biét va cac thiét bi
x4c dinh kich thuéc hat truyén théng nhu méy phan tich kich thuéc hat Malvern khong thé

x4c dinh chinh x4ac khoang kich thudc hat cuia nd, trong khi kinh hién vi dién tir truyén qua
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va céc phuong phép xéac dinh khac yéu cAu mau kho dé x4c dinh va khong thé mé phong hoan
toan hinh thai tir ip rap thyc té trong mdi trudng in vivo. Béi vay, kinh hién vi luc nguyén tir
(AFM) dugc st dung dé xé4c dinh hinh thai cta c4c hat nano tur lép rap nay trong diéu kién
sinh ly. Két qué chi ra ring MIH c6 thé tu lap rap thanh cac hat nano véi kich thuéc hat
khoang 60nm trong diéu kién sinh 1y, va cac hat nano c6 dang tron nguyén, phan tan dong

déu va kich thudc hat d@)ng nhét. Trong diéu kién axit, kich thudc hat ¢& khoang 10 nm.
4. Xac dinh kich thuéc hat IB

Theo phwong phép dugc md ta néu trén, dung dich IB c6 cling ndng d¢ v6i MIH dugc
ddt trong diéu kién sinh ly, va kich thudc hat va hinh thai ctia n6 dugc x4c dinh béng kinh
hién vi Iyrc nguyén tir. Két qua kiém tra cho thiy trong diéu kién sinh Iy, mdi hat IB ¢6 kich

thudc dong nhat tir 10-20 nm va cé dang tron nguyén.
5. Xéac dinh kich thuée hat MIH-LIP

Kich thudc hat cua dang dbi chitng MIH-LIP dugc x4c dinh bing may phén tich kich
thudce hat Malvern. Két qua cho thay kich thudc hat MTH-LIP 12 khoang 140 nm.

6. banh gia gia tri pH
6.1. Anh huéng ctia pH t6i sy 6n dinh ciia thube

Mitoxantron hydroclorua dugc st dung lam thuéc mé hinh. pH cta thude tiém dugc
didu chinh tuong ung toi cac gia tri 1,5, 2,0, 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, 6,0, 6,5, va 7,0. Sau mét gio
didu chinh gié tri pH, ham lugng clia thubc duoc xac dinh sau khi duoc loc qua mang 0,22
um. Khi pH nim trong khoang 1,5-6,0 thi ham lugng thudc ndm trong khoang 98,45 + 0,61-
101,72 £+ 0,20% Khi pH & gié tri 6,5 va 7,0 thi ham luong thube giam dang ké, twong tmg 13
83,76 + 0,61% va 75,38 + 0,22% Didu nay chi ra ring néu pH ctia thudc tiém 16n hon 6,0 thi
thudc khong dn dinh va bi tia.

6.2. Anh huéng cua pH t&i kha ning nhém dich cta thude

Mitoxantron hydroclorua dugc st dung lam thubc mé hinh. pH cua thude tiém duoc

diéu chinh twong g t6i cac gia tri 1,5, 2,0, 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, va 6,0. Phuong thuc tiém k&

moé 12 tiém dudi da ban chan cua gidng chudt Con Minh (Trung Qudc). Tai céc thoi diém xac

dinh trude, chudt duoc bé trat khdp cd, va 16p thir nhit, 16p thir hai va thit ba ctia hach bach
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huyét ciia chudt duoc léy ra d& nhudém mau v6i thude nhudém. Khi pH nhé hon 2,0, chi ¢6 16p
tht nhét cua hach bach huyét bét mau thudc nhudm. Khi pH nim trong khoang 2,0-6,0, ca ba
16p ctia hach bach huyét déu bét mau thudc nhudm; tuy nhién khi pH c6 gid tri 14 2,0, 2,5 hoic
6,0 thi 16p thir ba ctia hach bach huyét c6 mau xanh nhat, trong khi d6 khi pH nim trong
khoang 3,5-5,5 thi ca ba 16p déu c6 mau xanh dam.

7. Panh gia 4p suit thdm thau
7.1. Anh hudng ca 4p suét thdm thiu t6i sy kich tmg tai vi tri tiém

Mitoxantron hydroclorua duoc st dung lam thudc mé hinh. Ap suét thAm théu cia
thudc tiém duoc diéu chinh twong ung tdi cac gia tri 112, 196, 285, 307, 1503, 2317, va 3011
mmol/kg. Phwong thirc tiém k& mé 13 tiém dudi da ban chén ctia gidng chudt Con Minh. Tai
cac thoi diém x4c dinh trudce, chudt duge bé trat khop cb, va vi tri tiém chudt duge nhudém
H&E dé d4nh gia kich tmg cuc b tai vi tri tiém. Khi 4p suét thAm thiu ctia thudc tiém 143011
mmol/kg, x4y ra hién twong sung d6 va nhuém H&E c6 thiy c6 su kich tmg cuc bo, trong khi

d6 khong ghi nhan hién twong niy v&i cac gia tri 4p sudt thAm thiu khac.
7.2. Anh huéng ctia 4p suét thim thau t6i kha ning nhim dich cta thudc

Mitoxantron hydroclorua duge st dung lam thuéc mé hinh. Ap suit thdm théu coa
thubc tiém duoc diéu chinh twong g t6i cac gia tri 112, 196, 285, 307, 1503, 2317, va 3011
mmol/kg. Phuong thirc tiém k& mé 13 tiém dudi da ban chan cta giéng chudt Con Minh. Tai
cac thoi diém x4c dinh trude, chudt dwoc bé trat khép cd, va 16p thir nhit, 16p thit hai va thit
ba cua hach bach huyét cta chudt dugce léy ra dé nhudém mau véi thude nhudm. Khi ap suét
thdm thiu nho hon 285 mmol/kg, chi c6 16p thir nhit ctia hach bach huyét bit mau thude
nhudém. Khi 4p sudt thAm thau nidm trong khoang 285-2317 mmol/kg, ca ba 16p clia hach bach
huyét déu bét mau thudc nhudm; tuy nhién khi 4p sudt thdm thiu c6 gié tri 1a 285 hodc 2317
mmol/kg, thi 16p thir ba clia hach bach huyét c6 mau xanh nhat, trong khi d6 khi ép suét thAm
thAu ndm trong khoang 307-1503 mmol/kg thi c4 ba 16p ctia hach bach huyét déu c6 mau xanh

dam.
8. Panh gia kha ning nhim dich bach huyét sau khi tiém k& mo

Kha ning nhim dich bach huyét ciia hé théng din thudc bing hat nano tu 1ap rap sinh
hoc in vivo duoc danh gia. Phuong phtrc tiém k& md duge chon 1a tiém dudi da ban chan
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chuét Con Minh thubc tiém tinh thé nano tuy 1ip rép sinh hoc chtra 20 pL mitoxantron
hydroclorua (thudc tiém MIH). Tai cac thoi diém xac dinh trude, chudt duogce bé trit khop cd,
va 16p thtr nhit, 16p thir hai va thi ba ciia hach bach huyét ctia chudt dugc 14y ra d& nhuoém
mau véi thude nhudm va ham lwong MIH trong hach bach huyét dugc xac dinh bang séc ky
16ng cao 4p hiéu ning cao (HPLC). Theo két qua kiém tra, dién tich dudi duong cong thoi
gian-ndng d6 (AUC) va ndng d6 tai dinh cao nhét (Cmax) cho thiy tiém k& mé thudc tiém
MIH c6 hiéu qua nhim dich t6t dbi v6i 16p thir nhat cia hach bach huyét (PLN), 16p thir hai
cua hach bach huyét (ILN) va 16p thi ba cua hach bach huyét (RLN), va theo két qua Xac
dinh ham Iugng thudc trong mau (khong phat hién thudc trong mau), hiéu qua nhim dich dat
100%, tire 14 kich thudc hat sau khi tu 1ip rap bang cach tiém k& mé cho phép cic hat nay di

hoén toan vao trong hé théng bach huyét ma khong di vao vong tudn hoin mau.

Bang 1. Céc thong s dugc dong hoc trong hach bach huyét sau khi tiém thudc tiém

MIH duéi da

Dit liéu thudc tiém MIH
PLN ILN RLN
AUC (mg*h/kg) 3102,01 +£151,21 2249,78 +109,71 963,89 498,13
Cmax (mg/kg) 221,12 +35,55 157,56 £21,43 373,86 +16,92
Trong d6:

PLN: Hach bach huyét kheo

ILN: Hach bach huyét chdu hong

RLN: Hach bach huyét than

AUC (dién tich ving duéi dudng cong thoi gian-ndng d6 thudc)

Cmax (ndng do dat dinh t6i da)

IB va MIH-LIP duoc sit dung ddng thoi 1am dang ddi chiing dé danh gia anh hudng
cta céc kinh thudc hat t6i kha ning nhim dich bach huyét cia hé thong van chuyén thubc. IB
(c& 20 nm), thudc tiém MIH (c& 60 nm) va MIH-LIP (c& 130 nm) dugc st dung bing cach
tiém k& mo. Két qua tiém sau hai gior dugc thé hién trén bang 2 duéi day. Két qua cho thiy

tinh thé nano tw 14p rap sinh hoc mitoxantron hydroclorua tao ra phan ti thudc mitoxantron

21



51765 20127

hydroclorua c6 kich thudc hat x4c dinh gitip chiing c¢6 kha niing nhim dich bach huyét t5t hon

so véi liposom va thudc tiém thong thudng.

Bang 2. Kha niing nhim dich bach huyét ciia céc dang véi cac kich thudc hat khac nhau

Ndng d6 ctia thubc duge tich lily & hach bach huyét (ng/ml)

PLN ILN RLN

20nm 60nm 130nm | 20nm  60nm 130nm | 20nm  60nm 130 nm

23,044 2137 1551,005 | 6,999 1455 1124,89 | 0,893 512 481,945

Trong do6:

PLN: Hach bach huyét kheo

ILN: Hach bach huyét chau hong

RLN: Hach bach huyét than

9. Panh gia téc d6 nhdm dich bach huyét

Chin con chudt Cén Minh duge chia ngu nhién thanh ba nhém: Nhém thuébc tiém
MIH, nhém MIH-LIP va nhém IB. Ba con chuét cia mdi nhém duoc tiém dudi da & ban
chan. Sau 10 phut tiém, chudt duoc trat khop cb va giai phau. Cac 16p thir nhit, th hai va thir
ba ctia hach bach huyét duoc thu va quan sat hiéu qua bét mau thubc nhudém. Két qua thir
nghiém cho thiy tit ca ba 16p ciia hach bach huyét ciia nhém thubc tiém MIH déu bat mau
d4m hon so v6i nhom IB va nhém MIH-LIP véi hiéu qua tdt, cu thé 14 hiéu qua danh dau
hach bach huyét t6t. Thudc tiém MIH ¢6 vu diém hon so véi MIH-LIP vé mit theo doi hach

bach huyét. Pidu nay c6 thé 1a do tinh lyu dong ctia dung dich tiém t5t hon so véi liposom.
10. Panh gia hi€u qua trj liéu trén cac hach bach huyét di can
10.1. Danh gia hiéu qua tc ché cia tiém k& mo cuc bd 1én cac khdi u di cin bach huyét

Du6i ché d6 st dung cuc bd, kich thuée 16p thir nhit va 16p tht hai ctia hach bach
huyét & céc giai doan khac nhau dugc so sdnh, va khéi luong va thé tich cta cac hach bach
huyét cling dugc danh gid. Két qua duogc thé hién trong Bang 3. Tir két qua phan tich dit li¢u
c6 thé thdy, thudc tiém MIH c6 hiéu qua trc ché dang ké d6i v6i ung thur di cin bach huyét,

th8 tich va khdi lwong ctia mbi 16p khéi u di cin bach huyét giam déng ke, va hiéu lyc ctia né
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lién quan dén giai doan héa tri. Hi€u qua tic ché cia st dung cuc bd thubc tiém MIH 1én 16p
thtr hai cta cc u bach huyét di ciin khong c6 su khac biét dang k& véi hidu qua tc ché 1én 16p

thir nhét cua u bach huyét di can (p>0,05).

Béng 3. So sanh kich thudc hach bach huyét giita cic giai doan khac nhau trong nhém

tiém cuc bo

MPLN MILN MPLN MILN

(mm®,V) (mm?,V) (mg, m) (ma, m)
Giai doan I 5,48 1,61 5,19 1,55
Giai doan II 1,92 0,76 1,94 0,92
Giai doan III 4,26 0,92 2,97 1,03
Giai doan IV 2,45 1,00 3,35 0,89

Trong d6:
Giai doan I: Giai doan thtt nhét héa tri
Giai doan II: Giai doan th{r hai héa tri
Giai doan III: Giai doan th ba hoa tri
Giai doan IV: Giai doan thir tu héa tri
MPLN: Hach bach huyét kheo di cédn
MILN: Hach bach huyét chau hong di cin
V: thé tich

m: khéi lwong
10.2. So sénh hiéu qua uc ché tiém tai chd va tiém tinh mach trén cac u bach huyét di can

Céc ché d6 lidu dung khéc nhau dugc thiét k& dé so sanh hiéu qua héa tri ctia phurong
phép tiém thubc tiém MIH cuc b va tiém trong tinh mach vao céc u bach huyét O cac giai
doan khéc nhau. Dit liéu thi nghiém cta nhom tiém cyc bd va tiém trong tinh mach duoc li€t
ké dudi dy. Tir cac két qua nay c6 thé két luan rang st dung thudc tiém cuc bo ¢6 hiéu qua
trc ché t61 u bach huyét t5t hon va khéi phat hiéu qua nhanh chéng hon so v&i tiém tinh mach

hé thdng.
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Bang 4. So sanh kich thudc hach bach huyét gifta nhém tiém tai chd va nhém tiém tinh

mach & céc giai doan khac nhau

Nhom tiém tai chd Nhém tiém tinh mach
MPIN MPLN MILN MILN MPLN MPLN MILN MILN

(mmV) (mg m) (mmV) (mg m) mm’V) (ng m) (mm’V) (ng m)

Giai doan I 5,48 5,19 1,95 1,55 8,05 9,32 2,85 2,01
Giai doan II 1,92 1,94 0,76 0,92 7,59 8,17 2,50 1,95
Giaidoan I 4,26 2,97 0,92 1,03 8,00 3,51 2,00 1,64
Giai doan IV~ 2,45 3,35 1,00 0,89 2,78 3,90 1,25 1,03

Trong do:

Giai doan I: Giai doan thit nhét héa tri

Giai doan II: Giai doan tha hai hoéa tri

Giai doan III: Giai doan th ba hoa tri

Giai doan IV: Giai doan thir tu héa tri

MPLN: Hach bach huyét kheo di can

MILN: Hach bach huyét chau hong di céan

V: thé tich

m: khéi lugng

Cac phuong an thuc hién trén chi nhim muc dich minh hoa dé lam séng td sang ché
ma khong nhim han ché séng ché, va cac thay dbi va thay thé dugc thuc hién bdi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong ciing linh vuc k§ thust ma khong roi khéi pham vi k¥ thuét cia

sang ché déu thudc pham vi yéu cau bao h cua sang che.
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YEU CAU BAO HO

1. Thubc tiém tinh thé nano tu lp rép sinh hoc c6 chirc ning nhim dich bach huyét,
trong d6, thanh phén thudc tiém c6 chtta 0,05-5% mitoxantron hodc mudi ctiané va 0,1-10%
ty 16 khéi lwong/thé tich (g/ml) chét didu hoa 4p suit thAm thau, va phan con lai 14 dung méi,
t6t nhat 1a thudc tiém bao gdm thém 0,001-0,1% dém, 0,01-0,1% chét chéng oxy héa, 0,05-
1% chét hép phu, va 0-20% chit don, dugc dic trung boi pH cua thudc tiém 14 2,0-6,0, ap
suét thdm th4u cua thudc tiém 14 285-2317 mmol/kg va kich thudc hat trong diéu kién sinh ly
1430-100 nm.

2. Thudc tiém theo diém 1, duge dac trung bdi, nong d6 cia mitoxantron hodc muoi

clia n6 trong thubc tiém 13 0,1-1%.

3. Thudc tiém theo diém 1, dugc dic trung boi, pH cta thudc tiém 14 3,5-5,5, va tot

nhét 12 trong d6 4p sudt thAm théu cua thubc tiém 13 307-1503 mmol/kg.

4. Thubc tiém theo diém bat ky 1-3, duogc déc trung boi, mubi ciia mitoxantron 13 mot
hodc nhiéu mudi dugc chon tir nhém bao gdm mudi hydroclorua, oxalat, sulfat, phosphat,
axetat hodc xitrat ctia mitoxantron, va tét nhét 1a trong d6 kich thudce hat trong diéu kién sinh

Iy 14 30-60 nm.

5. Thubc tiém theo diém bat ky 1-4, dugc dic trung boi, thudc tiém c6 chira mot luong
thé tich nhé dung dich pha tiém va bot tiém, trong d6 luong thé tich nhé dung dich pha tiém

khong chtra chit don va bot tiém chira chit don véi lwong 0-20%.

6. Thudc tiém theo diém bét ky 1-4, duoc dic trung bdi, chit didu hoa 4p suét thim
thiu 14 mot hodc nhidu chét duoc chon tir nhém bao gém natri clorua, glucoza, sorbitol,

manitol, glyxerin, PEG, phosphat, hodc xitrat;

dém 13 mot hodc nhi€u loai dugc chon tir nhém bao gdm axit axetic, natri axetat, axit

xitric hodc natri xitrat;

chét chéng oxy hoa la mét hodc nhiéu chit duogc chon tir nhém bao gém natri sunfit,
natri hydrosulfit, natri metasulfit, natri thiosulfat, hodc natri edetat; chit d6n 1a mot hodic nhiéu
chit duge chon tir nhém bao gdm c4c monosacarit, cu thé 13 glucoza, fructoza, galactoza,

riboza, hodc deoxyriboza, hodc disacaroza, cu thé nhu sucroza, trehaloza, maltoza, hodc
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lactoza, hodc dudng polyme, cu thé nhu manitol, sorbitol, lactitol, xylitol, maltitol, ho#ic

erythritol; va chét hip phu 13 cacbon hoat tinh.

7. Thubc tiém theo diém bt ky 1-4, dugc dic trung boi, sau khi chiic ning nhim dich
bach huyét duoc thuc thi, cac hach bach huyét tao ra mau xanh c6 thé nhin duoc béng mét
thuong va/hodc cac hach bach huyét chira u di cin s& co lai hodc tr& v& kich thuéc binh

thuong.

8. Thudc tiém theo diém bét ky 1-6, dugc déc trung bai, thudc tiém duoc sit dung duéi

dang dung dich, va mitoxantron hodc mu6i cuia né cé dang phan tir dugc hoa tan hoan toan.

9. Thudc tiém theo diém bat ky 1-7, dugc dic trung bdi, sau khi thudc tiém dang dung

dich dugc str dung tiém k& md, cac tinh thé nano s& tu lap rap & vi tri tiém.

10. Thudc tiém theo diém bit ky 1-7, duoc dic trung boi, phuong thic tiém dé thuc

hién chuc ning nhdm dich bach huyét 13 phuong thirc tiém k& mo.

11. Thudc tiém theo diém 8, dugc dic trung bdi, phuong thic tiém duge chon tir nhém
bao gdm tiém dudi da, tiém bip, tiém dudi niém mac, tiém trong mang bung, tiém ndi md,

tiém ngoai md hoic két hop giita chiing.

12. Phuong phap bao ché thudc tiém theo didm bat ky 1-9, dugc dic trung bdi, thude
tiém 13 loai dung dich thuéc tiém tinh thé nano tu lap rap sinh hoc thé tich nhé, va phuong
phép bao ché bao gém cac bude sau: can mdt lugng thich hgp cdc nguyén liéu thd va ta duogc,
thém 70% luong nudce pha tiém da dinh truée vao trong bé phdi tron co dic, thém luong da
dinh trudce t4 dugc, khudy hoa tan trong 15 phiit, sau d6 thém mitoxantron hodc mubi cia
chiing, khudy hoa tan trong 20 pht, nap thém cacbon hoat tinh, khudy hép phu trong 20 pht
& 40-60°C, loc dung dich c6 dic qua 18i loc gip nép bang thép khong gi ¢& 3 um va dugce
chuyén vao trong bé hoa lofing, bd sung ndc pha tiém 1én thé tich téng, khudy trong 10 phut,
loc dung dich thube qua lién tiép hai b6 loc v6 tring 0,22 pm, va déng vao cac lg riéng biét

va han kin.

13. Phuong phép bao ché thudc tiém theo diém bit ky 1-9, dwoc dic trung boi, thube
tiém 12 bot tiém tinh thé nano ty 1ip rap sinh hoc, va phuong phap bao ché bao gdm cic budce
sau: cAn mdt lwong thich hop cac nguyén liu thd va ta duge, thém 70% lugng nude pha tiém
d4 dinh trudc vao trong bé phéi tron cb dac, thém lugng da dinh trudce ta duoc, khuéy hoa tan
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trong 15 phut, sau d6 thém mitoxantron hoic mubi ctia chiing, khuiy hoa tan trong 20 phut,
nap thém cacbon hoat tinh, khudy hép phu trong 20 phut & 40-60°C, loc dung dich c6 dédc qua
16 loc gAp nép bing thép khong gi ¢& 3 pm va dugc chuyén vao trong bé hoa loding, bd sung
nude pha tiém 1én thé tich téng, khudy trong 10 phit, loc dung dich thude qua lién tiép hai bd
loc vo trung 0,22 pm, hoa tan manitol vao trong dung dich thudc, va loai nude b%lng cach
dong kho d8 thu duoc thude tiém tinh thé nano tur lép rap sinh hoc dang bdt, loai nay dugc st
dung tiém k& mo bing cach hydrat héa va lic déu trude khi sir dung, trong d6 méi trudng
hydrat héa 1a mgt hodc nhiéu loai duoc chon tir nhém bao g6m nudc pha ti€m, nude mubi

sinh Iy va dich truyén glucoza.
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