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(57) Giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh san xuét nano tetrandrine c6 kha
nang phan tan tét trong nude, d6 6n dinh cao va kich thude hat nim trong khoang
65-125 nm, bao gbém céc budc: tao ra hé phan tan gb6m chéit hoat dong bé mit 13
Tween 80, vai ty 1€ ham luong Tween 80: tetrandrine 1a 2:1; tao ra hé chét bao
boc vi nang 1a B-cyclodextrin trong nudc; tao ra hé nano tetrandrine v6i ham
luong tetrandrine ndm trong khoang 5-15%, va cubi cing tao bdt nano bing
phuong phap siy phun. San phim nano tetrandrine c6 tic dung khang ung thu va
ha huyét 4p hidu qua, tir d6 nang cao tng dung ctia hé hat nano tetrandrine trong
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Linh vie k¥ thuat dwoc dé cip

Giai phap hitu ich d& cdp dén quy trinh sén xuét nano tetrandrine c6 kha
ning phan tan t6t trong nudc, c6 hoat tinh gay doc té bao ung thu va ha huyét 4p.
Tinh trang ky thuat cia gidi phap hiru ich

Tetrandrine 13 mot bisbenzylisoquinoline alkaloit, dang chit rin mau tring,
c6 cong thire phan tir 13 C35HypOgN, véi khéi lugng phén tir 13 622,76 g/mol, diém
néng chay 217-218 °C, d6 quay cuc [o]p™ 252,4 (c 0,2; CHCl;). Tetrandrine 13
phén tir ky nudc, tan trong cac dung moéi hitu co nhu ete, diclometan, clorofom

va hau nhu khong tan trong nudc.

Cau truc hoa hoc cua tetrandrine

Tetrandrine 1a mot alkaloit khong doc, dugc tim théy trong mot sb loai
thuoc ho Menispermaceae nhu Stephania cepharantha, Stephania japonica,
Stephania rotunda, Stephania hernandifolia, Cyclea peltata, Cyclea barbata,
Cocculus diversifolius, Cocculus japonicus, Cissampelos pareira var. hirsuta ...
DPic biét trong loai Stephania tetrandra ham lugng cua tetrandrine dugc xac dinh
12 hon 1% so véi trong lugng ré khé (Xu va cong su, 2021).

Ngay tir nhitng nam 80 cia thé ki trude, y hoc Trung Qudc di st dung
tetrandrine dé chita bénh bui phdi silic (silicosis) va bénh thap khép. Hién & Nhat

Ban va Trung Québc di sir dung tetrandrine két hop v6i phuong phap biic xa lidu
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thép dé chira bénh ung thu phéi. Ngoai ra, n6 dung dé tri bénh thép khép, dau
day than kinh, cac bénh phdi va duong hé hip do hit phai bui silic. Tetrandrine
d3 duogc thir nghiém 1am sang dé diéu tri bénh ung thu mau. N6 cb thé duoc sir
dung dué6i dang dudng udng hodc dudng tiém. Theo khuyén céo clia nha san xuat
tai Nhat Bén, liéu dung an toan, khong xay ra phan tmg phu 1a 200-300 mg/ngay
(Xu va cong su, 2021).

Céc nghién ctru dugc 1y da chi ra ring tetrandrine thé hién phé hoat tinh da
dang nhu khang ung thu, ha huyét 4p, khang viém, giam dau, chéng xo vita mach
mau, chbéng trAm cam, chéng viém khép dang thip, chdng béo phi, khang khuén,

khang virut SARS-CoV-2, bao vé than kinh va cai thién trf nhé (Luan va cong su

“

c
Mamontov va cong su, 2021; Bhagya va cong su, 2022). Tetrandrine co

2020; M

kha ning ngin chin va trc ché su tao u ung thu & céc giai doan khac nhau ciia
nhiéu loai ung thu nhu ung thu phéi, ung thu via, ung thu gan, ung thu mau, ung
thu xwong, ung thu dai trang, ung thu tuyén tién liét ... Trong d6, n6 c6 kha ning
tic ché manh c4c dong t€ bao ung thu phdi A549, SW1573/2R120; ung thu gan
HepG2, Huh7 va Hep3B; ung thu vu MDA-MB-231, MCF-7, SUM-149 va
SUM-159. Tetrandrine c¢6 tac dung chdng ung thu bing cach ché su tang sinh
cla té bao ung thu, chéng su hinh thanh mach mau, tc ché su xam 14n va di can
cta té bao, kich thich qua trinh chét theo chu trinh, thic day qua trinh tu thuc
bao, kiém soat chu ki té bao, chdng hién tuong dé khang da thudéc (MDR) va ting
nhay xa, 1am cho cac t& bao ung thu nhay cam hon véi tia bic xa gitp ting hiéu
qua xa tri (Luan va cong su, 2020).

Trong sb céc hoat tinh dang quy khac cua tetrandrine thi hoat tinh ha huyét
ap 1a rat dang chu y. Nhiéu nghién ctru chi ra tetrandrine c¢6 kha ning ha huyét ap
theo co ché chen kénh canxi loai L va T (Liu va cong su, 1991; Rossier va cong
su, 1993; Wang va cong sy, 1995; Kwan va cong su, 2002; Bhagya va cong su,
2016). Ngoai ra, tetrandrine c6 tic dung ha huyét 4p thong qua tic dung giam
ndng do ciia chit giy co mach norepinephrine (Huang va cong su, 2016), tic ché

cac yéu t6 gay két thp tiéu cAu va co mach nhu thromboxane B2 (TXB2),
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thrombin- va axit arachidonic trén chugt thuc nghiém (Kim va cong su, 1999).

Mic du tetrandrine c6 nhiéu hoat tinh sinh hoc dang quy nhung lai 13 hoat
chit ¢6 dd tan trong nudc rat thép, do vay sinh kha dung bi han ché. P& khic
phuc nhugc diém nay, cac nha khoa hoc da san xuat mot s6 hé nano tetrandrine
khac nhau nhu nano lipit, nano liposom, nano polyme, nano polyme-lipit ... c6
kha ning phén tan tét trong nuée, cai thién su phan bé, ting sinh kha dung dong
thoi tang cudng duge tinh cua hoat chit.

Nam 2013, Zhao va cong su dd san xuit hat nano lipit dugc nap tetrandrine
bing phuong phap pha déo. Két qua thu dugc san pham c6 kich thudc hat nhod
nhat 13 40 nm, v6i hiéu suét bao gbi 13 93,9 %. Kha ning tan clia san phim nano
nay trong n-octanol ting tu 8,34 ug/mL 1én 35,64 pg/mL. San pham nay c6 kha
nang phan tan rat tét trong nudc, véi 25 % trong 1 gioy dau va tang 1én 70 % trong
12 gior tiép theo. Két qua thir nghiém trén chudt cho thdy su hip thu cta nano
tetrandrine 14 208 % so v6i tetrandrine tinh khiét. Nam 2014, trong nghién ctru
cia Xu va cOng su, cdc tac gia di san xudt hé nano polyme poly(N-
vinylpyrrolidone)-block-poly(e-caprolactone)  (PVP-b-PCL) dé bao gbi
tetrandrine. San pham nano c6 dudng kinh trung binh 110 nm -125 nm véi hiéu
sudt bao gbi cao. Nhém téc gia da khing dinh kha ning gy chét dong té bao ung
thu phdi A549 ciia san phdm nano nay cao hon so véi tetrandrine tinh khiét.
Nhom nghién ctru cia Guo va cong su (2020) d& sir dung natri croscarmelloza
(CCS) va polyme D-a-tocopheryl polyetylen glycol 1,000 sucxinat (TPGS) két
hop véi trimetyl amoni chlorua chitosan thuy canh (hydroponically trimethyl
ammonium chloride chitosan - HACC) dé tong hop hai dang hat nano bao goi
tetrandrine (Tet-CCS-NS va Tet-HACC-TPGS-NS). Cac san phim nano thu
dugc cé kich thude trung binh 13 469,1 + 14 nm va 157,3 £+ 5 nm, dién thé zeta 1a
-29,4 £ 0,26 mV va 23,3 &+ 0,36 mV; d6 tan dugc cai thién dang ké tang gép 4-5
14n. Ching duoc chimg minh c6 kha ning trc ché su phat trién & dong té bao ung
thu phdi A549 theo co ché chét theo chuong trinh va tu thuc bao. Tuy nhién, hai

san pham nay cé hoat tinh rc ché su phat trién cia té bao A549 1a yéu hon so véi
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tetrandrine tinh khiét (Guo va cong su, 2020). Méi day, mot hé nano khac dua
trén lipit 1am chét mang d3 dugc cong bb. Nhém tac gia Fang va cong su di san
xuét hat nano liposom mang tetrandrine bang phuong phip phun déng lanh
etanol ¢ kich thude hat trung binh 65,57 + 1,60 nm, dién tich bé mit —0,61 +
0,10 mV va hiéu suét bao g6i 1a 87,20% + 1,30%. San phém nano nay c6 do bén
tdt, kha nang hép thu cao, su tuong thich sinh hoc vugt trdi va kha nang e ché té
bao ung thu phdi tdt hon so véi tetrandrine tinh khiét (Fang va cong su, 2024).
Trong sang ché s6 CN100386080C, bing phuong phép siéu am va

phuong phap nhii hoa, cac tac gia T-rung Qudc da san xuét san pham nano lipit

mang tetrandrine v6i chit mang 13 axit stearic va chat nhii héa phospholipit tir
dau nanh. San ledITl thu dugc cd kich thude hat nhd, 46 Oon dinh va hiéu suét bao

g6i cao. N6 duge chimg minh 13 ¢6 kha ning hép thu tét, ting hoat tinh va khong
gdy tac dung phu (Li va cong su, 2008). Nam 2016, trong sang ché sb
CN105816433, Zhu va cdng su da san xuit hé nano copolyme két hop cta axit
polylactic va axit glycolic mang tetrandrine c6 kich thudc hat trung binh 1a 300-

4/19

400 nm, trong luong phan tir trung binh cta chit dong tring hop axit polylactic —

axit glycolic 1a 9000-10000, trong d6 ty 1& khéi lugng cla axit lactic va axit
glycolic ndm trong khoang tir 85:15 dén 75:25. San pham c6 thé diéu chinh dugc
su giai phong tetrandrine, kéo dai thoi gian tac dung ciia thube, duy tri hidu qua
diéu tri va giam liéu dung. N6 c6 tac dung tdt trén gan va than (Zhu va cong su,
2016). Trong sang ché s6 CN109394733, cic nha khoa hoc Trung Québc da dé
cap dén viéc san xuit hat nano tetrandrine PLGA duoc bao boc trong mang té
bao hdng cau va phén tich nhitng tmg dung ciia n6. Sang ché chi ra rang, cac hat
nano PLGA tetrandrine duoc bao boc trong mang té bao hdng cau khi dua vao
thudc ¢6 tac dung ting kha ning phan tén trong nuée cia thude, giam kich tmg,
lam cham qua trinh giai phéng thudc, cai thién kha nang tuong thich sinh hoc cla
hé théng nap thudc va ngin chin cac tac dung phu (Qiu va cong su, 2019).

Hién nay nhiéu thudc nano duoc sir dung dé chira nhiéu cin bénh nhu ung

thu, ting huyét 4p, dai thdo dudng, nhiém tring, chéng viém, giam dau ... Thude
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nano c6 nhiéu wvu diém hon hin thude tién thin cta né nhu tinh twong thich cao,
hép thu nhanh, dén ding co quan dich, tac dung kéo dai, it tic dung phu. Nhing
uu diém nay cta thudc nano nhd hé théng van chuyén ctia né. Trong d6, hé nano
polyme 13 mét trong nhitng vat liéu phd bién & tao chit mang thubc. Nano
polyme duoc cht ¥ nhiéu nho tinh linh hoat va dic diém c6 thé diéu chinh thanh
phan héa hoc ctia ching.

Nhan théy réng, nhiéu hat nano tetrandrine d& dugc tao ra béng viéc su dung
nhiéu chit mang khac nhau. Tuy nhién, hién chua c6 cong bb vé viéc sir dung
polyme B-cyclodextrin, mot t4 duoc phd bién trong duge phim dé tao hat nano
tetrandrine ¢6 hoat tinh khang ung thu va tic dung ha huyét 4p. Do vay, nhom tac

3 7

gia giai phap hitu ich d3 d& xuét phirong phép san xuit hat nano tetrandine dang
bot kho st dung B-cyclodextrin 1am chét mang véi quy trinh san xuét don gian,
an toan va dé thuc hién. Hé nano tetrandine véi chit mang p-cyclodextrin 1a khac
biét so V1 cac san phém d4 biét khi dugc tao ra theo dinh hudng san xuét cac san
phim c6 kich thuéc nano nén viée sir dung cac chét tham gia qua trinh san Xuét
va céc diéu kién thuc hién nhu téc d6 khuéy, nhiét do, .v.v. duoc lra chon mot
cach phu hop, dem lai hiéu qua phan tan hoat chét cao va kich thudc hat nhé. San
pham nano tetrandrine c6 d6 bén cao, ting kha ning phan tan trong nudc va sinh
kha dung, ddng thoi ting cudng dugce duoc tinh cia hoat chét.

Ban chat k§ thuit ciia giai phap hitu ich

Muc dich cia giai phap hitu ich 1a lam téng tinh sinh kha dung ctua hoat
chét tetrandrine. D& dat duoc muc dich nay, giai phap hitu ich d& xuat quy trinh
san xuAt nano tetrandrine c6 kich thuéc hat nhé dudi 100 nm, phén bb déng déu
va ¢6 kha ning phén tan t6t trong nuée. Quy trinh nay bao gém céc bude:

a) Chuén bi pha phén tan bing cach cho tetrandrine va chat hoat dong bé
mét Tween 80 theo ty 1€ 1:2 (g/g) hoa tan hoan toan trong dung moi etanol, st
dung may khudy tir v6i téc d6 khudy 550 vong/phit trong thoi gian 2 gid, thu
duge dung dich trong subt;

b) Chudn bi chit mang bing cdch hoa tan B-cyclodextrin trong nuéc cét

5
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duéi diéu kién khudy 500 vong/phit trong thoi gian 1,5 gio;

¢) Tao hé nano ddng nhét bing cach bd sung tir tir pha phén tan vao dung
dich chit mang. Qua trinh nay dién ra trong diéu kién khudy bing may khudy ti,
& tbe do 650 vong/phit trong thoi gian 3 gid, sau d6 tiép tuc siéu &m hén hop
trong 45 phut & 60 °C dé dat duoc su phan tan déng nhét;

d) Tao bdt nano tetrandrine bang cach chuyén hé nano déng nhéit vao hé
théng thiét bi sy phun, thu duoc bt nano min, toi va c6 mau tring.

Céc tac gia giai phéap hitu ich da thuc hién mat s6 phuong an thuc nghiém
v6i quy trinh san xuit trén, cac thuc nghiém dugc khio sit v6i ham lugng
tetrandrine trong cac hé nano nim trong khoang 5 dén 15%, theo do:

Theo phuong 4n thtr nhét, giai phap hitu ich d& xuét quy trinh san Xuét
nano tetrandrine v6i ham lugng tetrandrine chiém 5%;

Theo phuong 4n thit hai, giai phap hitu ich dé xuét quy trinh san xuét nano
tetrandrine v6i ham luong tetrandrine chiém 10%;

Theo phuong 4n tht ba, giai phap hitu ich dé xuét quy trinh san xuét nano
tetrandrine véi ham luong tetrandrine chiém 15%;

Theo giai phap hitu ich, chat hoat dong bé mit duoc st dung trong qua
trinh san xuét nano tetrandrine 1a Tween 80 véi ty 18 ham luong chét hoat dong
bé mit: hoat chat, tt nhat 1a 2:1. Chét bao boc vi nang duoc sir dung 1a B-
cyclodextrin. Céc hé nano tetrandrine thu duge c6 kha ning phan tan tot trong
nudce, kich thude hat trung binh tir 65- 125 nm va c6 kha nang khang ung thu va
ha huyét ap cao.

MO ta vin tit cac hinh vé

Giai phép hitu ich s& duge trinh bay cu thé va duoc hiéu 5 rang hon qua
viéc mé ta chi tiét giai phap cling véi cac hinh v& minh hoa kém theo, trong d6:

Hinh 1 13 so dd quy trinh san xut nano tetrandrine;

Hinh 2 13 két qua gian d6 phan b6 kich thudc hat, kha ning phén tan trong
nuée va chi sb phan tan PDI cta céc hé nano tetrandrine;

6
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Hinh 3 14 két qua danh gia tac dung ha huyét 4p ctia nano tetrandrine;

Hinh 4 14 két qua danh gia kha ning tc ché té bao ung thu ctia nano
tetrandrine.

MBS ta chi tiét giai phap hitu ich

Quy trinh san xuét nano tetrandrine duoc trinh bay mot cach chi tiét dudi
day.

a) Budc thir nhat: Chuén bi pha phan tan bing cach cho tetrandrine va chat
hoat dong bé mit Tween 80 (Bang 1) theo ty 18 1:2 (g/g) hoa tan hoan toan trong
dung mdi etanol, sir dung may khudy tir véi téc do khudy 550 vong/phut trong
thoi gian 2 gid, thu duoc dung dich trong subt.

Bang 1. Thanh phén cac mAu nano tetrandrine

x Tetrandrine  Tween 80  B-cyclodextrin Etanol Nuére cat Ham lu*q:ng
Mau tetrandrine
® ® ® (ml) (ml) 5
(%)
] 1 I ] 1 i 1
TNP1 3 6 51 150 300 5
] - ] I ] 1 1 1
TNP2 6 12 42 150 300 10
] 1 1 ] 1 T 1
TNP3 9 18 33 150 300 15

V61 muc dich tao ra cac hat tiéu phén chua tetrandrine c6 kich thudc nano
va 6n dinh, céc tac gia da s dung chét hoat dong bé mait 1a Tween 80 véi ty 1€
ham lugng Tween 80: tetrandrine dugc xac dinh 1a 2:1. Viéc lua chon chét hoat
d6ng bé mit khong ion nhu Tween 80 vdi cdu tric phan tir gdm mét dau than dau
va dau wa nudce gitip hop chét c6 kha ning tao lién két véi tetrandrine va hdn hop
cht mang trong nudc.

Ngoai ra, trong budc nay, etanol dugc sir dung lam dung moi hoa tan céac
hop chét do né c6 kha ning hoa tan tetrandrine va Tween 80 rat tét, tir d6 tao pha
phan tan tét va tao didu kién dé pha phén tan c6 thé tuong hop cao véi chit mang
B-cyclodextrin trong nudc.

b) Buéc thir hai: Chudn bi chit mang bang cach hoa tan B-cyclodextrin
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(Bang 1) trong nudc cat dudi didu kién khudy 500 vong/phut trong thoi gian 1,5
gio.

Tetrandrine khi dugc dua vao co thé qua duong miéng, thi chi mot ph?m
nhé dugc hip thu vao trong méau théng qua qua trinh tiéu héa, con lai phan 1én
hoat chit bi dao thai ra khéi co thé. Do d6, cin san xuit hé hat nano chta
tetrandrine vé6i kich thude nhé, ciu tric c6 dé 6n dinh cao, khong két dinh va c6
d6 hoa tan cao. Theo do, B-cyclodextrin dugc lua chon lam chét bao boc vi nang
cho qué trinh san xuét hé hat nano tetrandrine. Su c6 mit ctia chit mang ndy s&
gitip qua trinh tao bot nano trd nén thuén loi, d& dang, dat hiéu qua cao dong thoi
nang cao dd bén cho tetrandrine trong hé nano.

¢) Budc tht ba: Tao hé nano dong nhét bang cach bd sung tir tir pha phan
tan vao dung dich chit mang. Qua trinh nay dién ra trong diéu kién sir dung may
khudy tir v6i toc d6 khudy 650 vong/phit trong thoi gian 3 gio, sau d6 tiép tuc
siéu 4m hén hop trong 45 phut & 60 °C dé dat duoc sy phan tan dong nhat.

d) Tao bét nano tetrandrine bang cach chuyén hé nano dong nhat vao hé
théng thiét bi siy phun, thu dugc bdt nano min, toi va cé mau tréng.

Hé nano tetrandrine tao ra dwgc phan tich, danh gia cac tinh chét héa
Iy va hoat tinh sinh hoc ciia sdn pham.

i) Kha ning phan tan trong nwéc cia cac hé nano tetrandrine

Céac san pham bot nano tetrandrine da duoc danh gid kha ning phén tin
trong nudc cia chung, két qua thu duoc nhu trong Hinh 2A. Su tuong hop tbt
gita tetrandrine véi chit hoat dong bé mit Tween 80 va chét bao boc vi nang p-
cyclodextrin d3 tao hat nano c6 kha ning phan tén rat t6t trong nuéc va khdng cé
du hiéu két tu sau nhiéu ngay bao quan & nhiét 46 phong.

ii)  Sw phan bé kich thwéc hat va chi s6 phin tian PDI ciia cic hé
nano tetrandrine

Kich thuéc hat trung binh, su phan bé cia cac hat nano va chi s6 phan tan
clia cac mau san pham bot nano tetrandrine dugc xac dinh bang phuong phép tan

xa anh sang dong DLS, thuc hién trén may Litesizer™ 500, Anton Paar, Ao.
8

8/19



4499

Hinh 2A va B 12 két qua thé hién su phan b kich thudc hat va chi s6 phan tén
clia cac san pham TNP1 (chia 5% tetrandrine), TNP2 (chtra 10% tetrandrine) va
TNP3 (chira 15% tetrandrine).

Gian dd phan b kich thudc hat chi ra rang, kich thudc hat trung binh ciia
cac hé nano tetrandrine TNP1, TNP2 va TNP3 lan luot 14 65, 99 va 125 nm. Su
thay d6i kich thudc hat ctia cac miu duge cho la ty 1& thuan véi ham lugng
tetrandrine c6 trong hé nano. Piéu dé cb nghia ham lugng hoat chit dugc dua
vao hé nano cang 16n thi kich thudc hat c6 xu hudng ting. Két qua chi sb phan
tan PDI (Hinh 2B) cho thdy, cic hat nano TNP1 chira 5% tetrandrine va TNP2

chtta 10% tetrandrine thé hién su phan bb hep, v6i chi s6 PDI déu duéi 0,2; cu

Q

L

=)
>
p——
o)

o=

n luot 1a 0,182 va 0,193 trong khi d6, su phan bo cia cac hat nano TNP3
chira 15% tetrandrine tuwong doi rong, gia tri PDI 14 0,252. Vi muc ti€u san xuat

dugc san phim nano dap g tét cac tidu chuén co s& dong thoi chira ham lugng
hoat chét cao huéng t6i img dung 13m ngudn nguyén liéu trong cic nganh duoc
phim va m§ phdm, nhém tac gia da lua chon san phim nano tetrandrine TNP2
chira 10% tetrandrine 13 dai dién cho cac mau nano tetrandrine dé danh gia hoat
tinh sinh hoc ctia san phdm nhu ha huyét ap va gay doc té bao ung thu.

iili) Danh gia tac dung ha huyét ap ciia san phim nano tetrandrine

Hién nay, thudc diéu tri ting huyét ap rat da dang va theo nhiu co ché
khac nhau, bao gdm nhém chen kénh canxi, nhém tc ché men chuyén
angiotensin, nhom chen beta giao cam, nhom loi tiéu, nhém chen thu thé
angiotensin II ... Trong d6, thudc vic ché men chuyén angiotensin (angiotensin
converting enzyme, ACE) duogc wu tién st dung diéu tri trén nhém dbi tuong
bénh nhan ting huyét ap c6 kém theo bénh dai thiao duong vi tdc dung bao vé
than, hay bénh suy tim, nhdi mau co tim. Angiotensin ban chit 14 mot loai protein
¢6 tac dung gdy co thit mach mau va ting huyét ap. Nhém thube e ché men
chuyén gitip giam huyét 4p bang cach lam gisn mach, gidm sirc can ngoai bién,
tr d6 giam ap luc 1én thanh mach.

Trong giai phap hitu ich nay, tdc dung ha huyét 4p cia san phim nano

9
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tetrandrine TNP2 dugc danh gia thong qua kha nadng tc ché men chuyén
angiotensin bang phuong phép do quang phd. Hoat tinh tic ché men chuyén
angiotensin dugc thuc hién theo phuong phéap cua Touzy va cong su (2017). Co
s0 cua phuong phap la dua vao phan ung cia ACE véi co chat Hippuryl-
HistidylLeucine (HHL). San phadm dipeptit HL giai phéng ra két hop véi TNBS
(2,4,6-trinitrobenzen sulfonat) tao thanh phuc chét hép thu cuc dai & budc song
410 nm. MAu tht dugc pha trong DMSO & cac dai néng d tir 0,89—0,22
mg/mL, mbdi ndng d6 lap lai 3 1an. Chét tham khao 1 (+)-captopril co néng do
100 pg/mL.

Hbn hop phan tmg bao gém: 35 pL dém natri borat 0,05 M (pH 8,2), 35 puL
mau, 20 pL co chat HHL 5 mM, va 10 pl men ACE. MaAu va men ACE duoc G
10 phat & 37 °C dé thiét lap su tiép xuac téi uu. Sau do, bd sung 20 pL co chét
HHL 5 mM. Sau 30 phut & 37 °C, ngung phan tng bang cach bd sung 50 pL HCI
IM, sau d6 ngay lap tic bd sung 100 pL pyridin va 50 pL
benzensulfonylchlorua. Tién hanh do quang tai A=410 nm (multimode microplate

reader Spark®, Mannedorf, Switzerland).

Ty 1€ % hoat tinh tic ché ACE duoc xac dinh theo cong thuec:

Abs {miw) — Abs (Blank)

Tvr 18 (v ché Ty =1 — -
v 1e (rc che ACE {%;) 1 Abs BC()

]xiGG tc

D6 1éch chuin o tinh theo cong thirc Ducan: ¢ =V(Z(x-%)"/n-1)
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Gi4 tri ICs, 12 ndng d6 hoat chét (biéu thi bing mg hoat chat/mL) can thiét dé vc

ché 50% hoat tinh ACE trong diéu kién thuc hién thi nghiém.

Két qua danh gia tac dung &c ché ACE cho thiy & ndéng d6 0,89 mg/mL san

pham nano tetrandrine TNP2 c6 kha ning tic ché ACE manh hon so véi tetrandrine

tinh khiét véi ty 18 e ché 1an luot 13 68,34 % va 29,88 % (Hinh 3). San pham nano

TNP2 dugc tiép tuc nghién clru & cac né)ng d6 khac nhau dé xac dinh gia tri 1Cs.

Két qua cho thiy, nano tetrandrine c6 kha ning tic ché kha t6t men ACE véi gia tri

ICso 12 0,65 mg/mL. Nhu vay, san phidm nano tetrandrine c6 hoat tinh ha huyét ap

t6t hon so véi tetrandrine tinh khiét khi kha ning trc ché 50 % su phat trién ciia
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men chuyén angiotensin ting 1én dang ké, tir d6 chiing minh hi€u quéa cta hé nano

san xuit dugc.

iv) Panh gia tac dung giy doc té bao ung thw ciia sin phim nano
tetrandrine

Hién nay, viéc sang loc va danh gia cac hoat chit 1am thudc trong diéu tri
ung thu chu yéu duoc thuc hién dua trén tic dung gy doc cic dong té bao ung
thu thuc nghi€ém. Phuong phap tht d6 doc té bao in vitro dugc sit dung rong rai
dé phat hién cac chéit c6 kha nang kim ham su phat trién hodc diét t& bao ung thu
& diéu kién in vitro. Uu diém cia céc phép thtr nay 1a cé thé thuc hién don gian,
nhiéu hop chét hay nhiéu ndng d6 c6 thé dugc thir nghiém nhanh chéng trén dia
96 giéng.

Trong giai phap hitu ich nay, hoat tinh giy doc té bao cua tetrandrine va
san phim nano tetrandrine TNP2 duoc thi nghiém trén dong té€ bao ung thu gan
HepG2 va ung thu phdi A549 bang phuong phép sulforhodamine B (Skehan va
coéng su, 1990). Phép thir dua vao mat dd quang hoc (OD — Optical Density) dé
tinh ham luong protein té bao tong s6 do duge khi nhudém thanh phan protein cta
té bao bang Sulforhodamine B (SRB). Gi4 tri OD ti 1& thuan véi lugng SRB gin
vao phén tir protein, do vay lugng té bao cang nhiéu (cang nhiéu lugng protein)
thi gi tri OD cang lén. Cac dong té bao dugc nubi cdy trong moi truong DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) c¢6 thanh phan kém theo gdm 2 mM L-
glutamin, 10 mM axit 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinetansulfonic va 1,0 mM
natri pyruvat, ngoai ra b sung 10 % huyét thanh phdi bo (fetal bovine serum,
FBS). Té bao dugc ciy chuyén sau 3-5 ngay véi ty 1& (1:3) va nudi trong ti 4m &
diéu kién 37 °C, 5 % CO,.

Piu tién té bao duoc trypsin hoa dé tac dong lam roi té bao va dém & trong
budng dém sau d6 diéu chinh dén mat d6 phi hop véi yéu cau thi nghiém va dua
190 pL té bao vao dia 96 giéng thir nghiém. Chat thir dugc pha trong DMSO 100
% thanh diy cdc ndng d0 giam din sau d6 chuyén vao cac

giéng ciia dia 96 giéng di chuén bj té bao & trén. Giéng c6 té bao ung thu nhung
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khéng c6 chat thir (190 puL) + DMSO 1 % (10 pL) s& dugce dung lam ddi chimg
ngay 0. U trong tii 4m 37 °C trong 72 gio. Sau 72 gio, té bao dugc cb dinh bang
axit tricloacetic 20 % trong 1 gio, nhuom mau trong 15 phut bang SRB 0,4 % roi
rira 3 14n bang axit axetic 1% va dé kho & nhiét do phong. Sir dung 10 mM
unbuffered Tris base dé hoa tan SRB, lic nhe 10 phit rdi doc két qua do OD trén
may ELISA Plate Reader (Bio-Rad) & bude song 540 nm. Phan trim ¢ ché su
phat trién ctia t€ bao khi c6 mit chat thir s& duge x4c dinh théng qua cong thic
sau:

OD{mau) — 0D{ngavo}
: RO 100

o, frc ché (%) = 100 — —— - S X
e che (%) OD(DHS0) — 0D{ngay0) "

Phép thir duoc 13p lai 3 14n dé dam bao tinh chinh xac. Ellipticine & cac néng do
10-2-0,4- 0,08 pg/mL dugc sir dung nhur 13 chit d6i chimg tham khao. DMSO 1
% ludn duoc st dung nhu dbi chimg 4m (ndng d6 cudi cing trong giéng thir 13 0,05
%). Gia tri ICs, (néng do trc ché 50 % su phat trién) sé duoc xac dinh nho vao phén
mém may tinh TableCurve 2Dv4.

Két qua sang loc so bo tai néng do 100 pg/mL cho thdy tetrandrine va nano
tetrandrine TNP2 c6 kha ning (rc ché dang ké (>90 %) su phét trién té bao ung
thu gan HepG2 va ung thu phbi A549. Do d6, cic chat nay duoc tiép tuc thi
nghiém & cdc ndng do 20 pg/mL, 4 pg/mL va 0,8 pg/mL (Hinh 4). Két qua chi ra
rang san phim nano tetrandrine c6 kha ning ¢ ché dong té bao ung thu gan
HepG2 va ung thu phdi A549 tét hon tetrandrine tinh khiét véi gia tri ICs 1an
luot 1a 0,97 pg/mL va 1,15 pg/mL (ICs, cda tetrandrine 1a 4,31 pg/mL va 4,62
pg/mL). Cac nghién ctru cua nhom tac gia giai phap hiru ich cling phu hop véi
cac nghién ctru cua Cheng va cong su (2000) va Wei va cdng su (2016). Theo do,
khi thir nghiém hoat tinh giy doc té bao cua tetrandrine trén hai dong té bao ung
thu gan HepG2 va ung thu phdi A549, céc tac gia da cho thay tetrandrine c6 kha
ning e ché 50 % su sinh trudng ctia té bao 13 5,0 va 4,48 pg/mL. Ngoai ra, san
pham nano tetrandrine TNP2 d3 ting cuong dugc hoat tinh gy doc té bao trén

dong té bao ung thu phdi A549 t5t hon hé nano polyme tetrandrine theo cong b
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ctia Guo va cdng su (2020). Nhu vay, san pham nano tetrandrine TNP2 cta giai
phap hitu ich da cai thién dugc dd tan, tdng kha ndng phén bb va ting cudng
dugc hoat tinh gdy doc té bao trén dong té bao ung thu gan HepG2 va ung thu
phoi A549.

Vi du thwe hién gidi phap hitu ich

Vi du 1: San xuét bdt nano tetrandrine chira 5% hoat chét tetrandrine (hé nano
TNP1)

Chuén bi pha phén tan bang cach cho 3g tetrandrine va 6g chét hoat dong
bé mit Tween 80 hoa tan hoan toan trong 150 ml dung moi etanol, stt dung may
khuy tir véi toe d6 khudy & tée do 550 vong/phut trong thoi gian 2 gio, thu dugce
dung dich trong subt;

Tao dung dich chit mang bing cach hoa tan 51g B-cyclodextrin trong 300
ml nuée cit dudi didu kién khudy & téc d6 500 vong/phit trong thoi gian 1,5 gid.

Sau d6, hé nano ddng nhét thu dugc bing cach bd sung tir tir pha phéan tin
vao dung dich chit mang. Qua4 trinh nay dién ra trong didu kién khuay bang may
khudy tir & tbc do 650 vong/phut trong thoi gian 3 gio, tiép tuc siéu 4m hén hop
trong 45 phut & 60 °C dé dat duoc su phén tan ddng nhit;

Cudi cung, hé nano déng nhét dugc dua vao hé théng thiét bi séy phun, thu
duoc bot nano min, toi va c6 mau tréng.

Bing phuong phéap do phd UV-Vis, cac tac gia da dbi chiéu dinh dic trung
clia tetrandrine tinh khiét voi phd UV-Vis cia nano tetrandrine hoan toan tuong
ddng. Piéu nay cho thiy san phim bét nano tetrandrine thu dugc bang quy trinh
theo giai phap van gifr duoc cu tric va hoat tinh cua tetrandrine trong qua trinh
nano hoa.

San xuét hé nano tetrandrine TNP1 vé6i ham lugng tetrandrine 1a 5% c6 uu
diém & chd, su tuong hop tdt gifra tetrandrine v&i chét hoat dong bé mit Tween
80 va chit mang B-cyclodextrin cho hé nano c6 kha ning phén tan rat t6t trong

nuéc, kich thudce hat trung binh nhé 65 nm va cé chi s6 phén tan thap 0,182.
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Vi du 2: San xuét bot nano tetrandrine chira 10% hoat chét tetrandrine (hé nano
TNP2)

Quy trinh san xuét bot nano tetrandrine chira 10% hoat chét tetrandrine bao
gdm céc bude tuong tu cac bude nhu trong Vi du 1.

Thanh phén hé nano TNP2 bao gdm: 3g tetrandrine, 6g Tween 80 va 21g
B-cyclodextrin. Nano tetrandrine TNP2 c6 kich thudc hat trung binh 1a 99 nm véi
su phan b hep va chi sb phan tan 13 0,193.

San phim nano tetrandrine dugc thir nghiém hoat tinh trc ché men chuyén
angiotensin, két qua cho thiy hoat tinh tic ché men chuyén angiotensin véi ty 18
tic ché dat 68,34% & néng d6 0,89 mg/mL (gia tri ICsq la 0,65 mg/mL). Ngoai ra,
nano tetrandrine ciing thé hién hoat tinh gy doc té bao ung thu manh trén hai
dong t& bao ung thu duge thir nghiém 14 HepG2 (dong té bao ung thu gan &
ngudi) va A549 (dong té bao ung thu phdi & nguoi) véi gia tri ICsg lan luot 13
0,97 pg/mL va 1,15 pg/mL. Két qua nay dugc danh gia 1a rdt c6 y nghia trong
viéc str dung nano tetrandrine dé khang ung thur.

Vi du 3: San xut bot nano tetrandrine chita 15% hoat chét tetrandrine (hé nano
TNP3)

Quy trinh san xu4t bot nano tetrandrine chira 15% hoat chét tetrandrine bao
gdm céc bude tuong tu cic bude nhu trong Vi du 1. Thanh phan hé nano TNP3
bao gdm: 3g tetrandrine, 6g Tween 80 va 11g B-cyclodextrin. Nano tetrandrine
TNP3 ¢6 kich thudc hat trung binh 14 125 nm véi su phan bd tuong dbi rong va
chi sé phan tan 14 0,252.

Hi€éu qua cua giai phap hiru ich:

- Quy trinh san xuét nano tetrandrine di thanh cong trong viéc san
xuét bot nano tetrandrine c6 kich thudc hat trung binh nho tr 65-125 nm, phan bd
dong déu va kha ning phén tan tbt trong nudc ma van gitt dugc cAu trtc, hoat
tinh cua tetrandrine trong qua trinh nano hoa.

- Céc chét hoat dong bé mit va chat mang st dung trong quy trinh san
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xut nano tetrandrine c¢é dd an toan cao, khéng doc hai, it tdc dung phu, do dé hé
nano tetrandrine thu dugc tir quy trinh theo giai phép hitu ich c6 d¢ an toan cao
khi st dung.

- Quy trinh theo giai phéap hitu ich don gian, dé thuc hién & quy mé
16n va than thién v4i moi truong.

- San pham nano tetrandrine thu duoc tir giai phap hiru ich d duoc
thir nghiém va cho thiy c6 tac dung khang ung thu va ha huyét ap, do dé san

phém c6 tiém ning tng dung trong dugc phdm va thuc pham chtrc nang.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh san xuit nano tetrandrine c6 tic dung khang ung thu va ha huyét ap,
bao gom céc budc:

a) Chuin bi pha phan tan bing cach cho tetrandrine va chét hoat dong bé
mat Tween 80 theo ty 1€ 1:2 (g/g) hoa tan hoan toan trong dung moi etanol, sur
dung may khudy tir véi tbe do khudy 550 vong/phit trong thoi gian 2 gio, thu
duoc dung dich trong subt;

b) Chuan bi chit mang bing cich hoa tan B-cyclodextrin trong nudc ct
duéi diéu kién khudy 500 vong/phit trong thoi gian 1,5 gio;

¢) Tao hé nano ddng nhit bang cach bb sung tir tlr pha phan tdn vao dung
dich chit mang, qud trinh nay duoc thuc hién trong diéu kién khudy bang may
khudy tir & tbe dd 650 vong/phut trong thoi gian 3 gidy, sau d6 tiép tuc siéu 4m hon
hop trong 45 phut & 60 °C dé dat dwoc su phan tan déng nhét;

d) Tao bot nano tetrandrine bing cach chuyén hé nano dong nhat vao hé
thdng thiét bi siy phun, thu dugc bbt nano min, toi va c6 mau tring.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chat hoat dong bé mit dugc sir dung la
Tween 80 va chét bao boc vi nang dugc st dung 1a B-cyclodextrin.

3. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 ham lugng
tetrandrine trong hé nano nim trong khoang 5-15% va tot nhit 1a & ham luong
chira 10% tetrandrine.

4. Phuong phép theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 san pham
nano tetrandrine thu duoc c6 kha ning phan tan tot trong nudc, kich thudc hat
trung binh tir 65-125 nm va c6 do 6n dinh cao, san phém nano tetrandrine co tac
dung ha huyét ap théng qua kha ning e ché men chuyén angiotensin véi gi tri
ICso 1a 0,65 mg/mL va cé tac dung khang ung thu cao, voi néng d6 e ché
50% su phat trién cta t& bao ung thu gan (HepG2) va ung thu phdi (A549) lan
luot 14 0,97 pg/mL va 1,15 pg/mL.
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Chét bao boc vi nang )
B-Cyclodextrin / Nudc cat

Tetrandrine + Tween 80 /
Dung méi hitu co

Khudy & téc dd 650 vong/phiit

Khudy trong
thoti gian 3 gio

A\ 4

Hé nano dong nhat

S4y phun

T

Sén phém bot
nano tetrandrine

Hinh 1. So dd quy trinh san xuit bdt nano tetrandrine.
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Kich thwéc hat (nm)
Hinh 2. (A)- Gian d6 phan bd kich thudc hat va kha ning phén tan trong nudc;

va (B)- Chi s6 phan tan PDI cua céc hé nano tetrandrine.
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Hinh 3. Két qua danh gi4 tac dung ha huyét 4p ciia nano tetrandrine
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Hinh 4. (A) Kha nang tc cpé té bao ung thu gan HepG2 va (B) kha ning 1rc ché
té bao ung thu phoi A549 cuia tetrandrine va nano tetrandrine.





