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(57) Sang ché& dé cap dén liposom chia irinotecan hodc hydroclorua ctia né va
phuong phap di€u ché€ liposom ndy. Liposom nay chita irinotecan hoic
hydroclorua ciia né, phospholipit trung tinh va cholesterol, trong d6 ty 1& khoi
luong giita cholesterol va phospholipit trung tinh ndm trong khoang tir 1:3 dén
1:5. Liposom nay dugc diéu ché bang phuong phap gradien ion. Ngoai ra, sdng
ché con d& cap dén thudc tiém liposom vA quy trinh bao ché thusc tiém liposom

nay.
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Linh vire k§ thuét dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén liposom chira irinotecan hodic hydroclorua cia né va
phuong phép diéu ché liposom nay va thuc tiém chira liposom nay va quy trinh

bao cheé thudc ti€ém nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Irinotecan 12 din xuit ban tdng hop ciia camptothexin. Camptothexin c6 thé
gén két dic hiéu vai topoisomeraza I, gy dut gly sgi don ADN c6 thé phuc hdi,
va sau d6 thao cAu triic soi d6i ADN ra. Irinotecan va chit chuyén héa c6 hoat
tinh ctia n6 SN-38 c6 thé gén két véi phirc topoisomeraza I-ADN, nh d6 ngin
can qu4 trinh t4i lién két & chd gy soi don. DA chimg minh dugc ring tinh doc t&
bao cua irinotecan c6 thé 13 do sy twong tic cua replicaza va phuc bd ba
topoisomeraza I-ADN-irinotecan (hosic SN-38), din t6i pha v& sgi d6i ADN
trong qué trinh tdng hop ADN.

Irinotecan hydroclorua dugc sir dung rong rai trong diéu tri u 4c tinh do ¢6
ru diém vé tac dung dugc Iy va hiéu qua 1am sang rd rét. Tuy nhién, né c6 cing
nhugc diém nhu cic din xudt camptothexin khac: vong lacton bdo hoa trong chu
triic cia irinotecan phu thudc vao dd pH va cé thé bi chuyén thanh dang carboxyl
héa ciia n6 mdt cach thuan nghich duéi cac didu kién sinh 1y hoc, khién cho hoat
tinh chdng khéi u bi yéu di. Cac ché phidm thuwong mai chta irinotecan
hydroclorua hi¢n dang dugc dung 13 thudc tiém dang 1ng va bot dong kho dé
tiém. Sau khi tiém vao tinh mach trong diéu tri 1am sang, dugc chét tu do s& mét
hoat tinh do vong lacton trong c4u tric ciia né c6 xu huéng bi thuy phan thanh
dang carboxyl héa trong mdi trudng sinh 1y ¢ tinh kiém, do d6 1am giam tic
dung ciia thudc mot cach gian tiép. Va cic ché phdm niy con c6 tac dung phu

nghiém trong, chii yéu 13 gdy giam bach ciu trung tinh va tiéu chay kéo dai.

Liposom dugc nghién ctru réng rdi 1am chit mang dugc chéit trong nhirng
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nam gé“m day. DPdc tinh chinh cta liposom 1a bao vé dugc chét dugc bao nang,
tang do 4n dinh cta duoc chét, thay dbi trang thai phan bd in vivo cia duoc chit,
va dua dugc chét dén vung bi bénh theo cach thu dong hodc chu dong. Liposom
13 chit mang hiéu qua cho céc dugc chét chéng ung thu, c6 thé cai thién hiéu qua

cua dugc chat va lam giam ddc tinh cua duoc chat.

Cong bb don quéc té s6 WO2005/117878 da boc 16 ché phdm chira liposom
irinotecan va phuong phap bao ché né. Ché phdm ndy chtra irinotecan hodc
irinotecan hydroclorua, phospholipit dugc chon tir nhém bao gdm
phosphatidylcholin déu twong duge hydro héa, phosphatidyletanolamin, lexitin
va cardiolipin, va cholesterol. Tuong t, don patent Trung Qubc s6 CN1994279A
cling da bv(f)c 16 ché pham chira liposom irinotecan va phuong phap bao ché né,
trong d6 phosphatidylcholin dugc sir dung 1am phospholipit dé diéu ché liposom
trong vi du 5.

Chou va cdc ddng tic gia (Effect of Composition on the Stability of
Liposomal Irinotecan Prepared by a pH Gradient Method; Journal of Bioscience
and Bioengeneering, Vol 95, No 4, 405-408, 2003) bdc 10 irinotecan liposom cé
HSPC/Chol 12 100:30.

Céc ché phim néu trong cac tii lidu patent trén cé thé dat dwoc hiéu qua tot.
Tuy nhién, khi cac ché phim ndy dugc st dung cho con ngudi, thi d én-dinh, ¢

hat va céc yéu té tuong tu van chua dat mérc thda dang.

Ban chit ky thuit sédng ché

Sang ché dé xuét liposom chira irinotecan hodc irinotecan hydroclorua, c6
kha nang chira nhiéu dugc chét hon, ¢6 hiéu qua bao nang cao, d6 6n dinh tét va
phti hop dé bao ché thanh ché phim.

Cho dén nay, mot sb tai lisu (vi dy, cong bd don qubc té sb
W02005/117878 va CN1994279A) dd md ta thanh phan va phuong phéap didu
ché liposofn irinotecan. Mot vai ché phim trong s nay c6 cac chi sb tét. Tuy
nhién, khong cé thong tin ndo v& kha ning kiém soat @6 dn dinh va c& hat. Sau

nhi€u nghién clru sdu ve liposom, cac tac gia sang ché d3 bat ngd phat hién ra
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réng lugng cholesterol cé anh hudng dic biét dén co hat va d6 én dinh cua
liposom khi loai thanh phin khoéng c6 hoat tinh duogc chon va lrong duge dung
trong ché phim dap tmg mot sé didu kién. Cac tac gia sang ché da didu ché thanh
cong liposom c6 sy phan b c& hat nho va ddng nhét va di cai thién dugc d6 6n
dinh cia né bing cich didu chinh ty 1€ gilta phospholipit trung tinh va
cholesterol. So véi cac ché phdm khéc, liposom theo sang ché c6 d6 6n dinh khi
bdo quan cao hon, va cac chi s khac cling dugc cai thién mot cach dang ké.
Ngoai ra, so v4i cic giai phdp dugc méd ti trong cong bd don qubc té
WO2005/117878 va CN1994279A, cc san phim nay khong chita hop chét c6
nhém chirc bazo va chét béo cation. Va liposom theo sang ché cé tac dung chéng
kh01 u t8t va c6 wu didm & chd c6 thanh phin don gién, kha ning chira dugc chit

cao va do 6n dinh t6t khi bao quan.

Liposom theo sing ché chita irinotecan hodc irinotecan hydroclorua,
phospholipit trung tinh va cholesterol, va ty 1& khdi luong gifta cholesterol va
phospholipit trung tinh nim trong khoang tir 1:3 dén 1:5, t6t hon 13 nim trong
khoang tir 1:3,5 dén 1:4,5, tot nhit 13 bang 1:4, ddc trung & chd, ty 16 khéi lugng
gitra phospholipit trung tinh va irinotecan hodc irinotecan hydroclorua nim trong
khoéang tir 2:1 dén 5:1, tt hon 12 ndm trong khoédng tir 2,5:1 dén 4:1, va trong d6
phospholipit trung tinh nay bao gdm phosphatidylcholin d4u twong dugc hydro

héa.

Phospholipit trung tinh dwgc sir dung trong sang ché nay dugc chon tir
nhém bao gbém phosphatidylcholin d4u tuong dugc hydro héa (HSPC),
phosphatidylcholin trimg (EPC), phosphatidylcholin d4u trong (SPC) va cac chit
tuong ty. Hi€u qua thu dugc 13 tét nhat khi phosphatidylcholin d4u twong duge
hydro héa duge st dung 1am phospholipit trung tinh. Kha néng chira dugc chit
ctia liposom c6 thé dugc cai thién rat nhidu khi ty 1& khéi lwong gitta dugc chét

va phospholipit dugc diéu chinh trong khoang rong nhu sau:

Irinotecan hogc irinotecan hydroclorua 1
phospholipit trung tinh tir 2 dén 5, t8t hon 13 tir 2,5
dén 4.




20570

Liposom theo sang ché c6 thé dugc didu ché bang cac phuong phép didu ché
liposom thong thudng trong linh vuc nay, tét hon 1a bing phuong phép gradien
ion. Khi str dung phuong phép nay, gradien ion dugc tao ra béi dung dich dém
gitra pha nuéc bén trong va pha nuéc bén ngoai clia liposom nay. Tét hon néu
pha nudc bén trong cla liposom ndy c6 ndng d4 ion cao hon pha nuéc bén ngoai,
diéu nay c6 thé cai thién d¢ n dinh c& hat liposom trong giai doan bao quan, duy
tri tac dung thubc t&t hon, va ¢ thé kidm soat c& hat trung binh cia liposom nho
va ddng nhét, cho phép 1am gidm dd thay ddi c& hat liposom xuéng mitc nhé nhit

trong giai doan bao quan.

Trong séng ché, d¢ thay ddi ¢ hat liposom trong giai doan bao quan c6 thé
dugc 1am giam xubng mirc nhd nhét bang cach bd sung din xuit lipit ciia polyme
ua nuéc vao ché phdm. V3, thoi gian quay vong cta liposom in vivo c6 thé dugc
kéo dai bang cach bd sung din xut polyetylen glycol viao ché phdm. Dan xuét
polyetylen glycol duqc chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol 2000-distearoyl
- phosphatidyl etanolamin (DSPE-PEG,g), polyetylen glycol 5000-distearoyl
phosphatidyl etanolamin, polyetylen glycol 2000-dipalmitoyl phosphatidyl
etanolamin, polyetylen glycol 5000-dipalmitoyl phosphatidyl etanolamin. Dé cai
thién tac dung thubc trong thoi gian dai, din xuit lipit ctia polyme ura nude duge
ru tién bd sung vio liposom theo sang ché. Véi ty 1& trong ché phim nay,
DSPE-PEG 0y ¢6 tic dung 16 rang nhat. Ty 1& khéi lvgng dugc wu tién gitta din
xuét lipit v irinotecan hoic irinotecan hydroclorua nim trong khoang tir 0,2 dén
0,4.

Liposom nay cé thé con chira phospholipit mang dién tich dugc chon tir
nhém bao gbm dilauroyl phosphatidylglyxerol, dipalmitoyl
phosphatidylglyxerol, distearoyl phosphatidylglyxerol, dimyristat
phosphatidylglyxerol, axit dioleic phosphatidylserin, dioleoyl phosphatidylglyxerol,
axit phosphatidic dilauroyl, axit phosphatidic dimyristat, axit phosphatidic
distearoyl va hén hgp clia ching, va ty 1 khéi lugng giita phospholipit mang
dién tich va phospholipit trung tinh nim trong khoang tir 1:5 dén 1:100.

Tét hon 13 liposom theo séng ché c6 ty 1& khdi lwgng cAc thanh phin nhu

Sau:
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irinotecan hydroclorua 1
phosphatidylcholin ddu trong dugc hydro hoa 3,4-3.8

polyetylen glycol 2000-distearoyl phosphatidyl etanolamin | 0,34-0,38
cholesterol 0,8-0,95,

va ty 1¢ gifta cholesterol va phosphatidylcholin ddu tuong dugc hydro hoéa
bang 1:4.

Séng ché con dé& xuét phuong phép didu ché liposom chira irinotecan hodc
irinotecan hydroclorua. Liposom theo sang ché c6 thé dugc didu ché bing
phuong phép diéu ché liposom théng thudong. Ngudi c6 hiéu biét trung binh v&
linh vuc nay cé thé chon cac phuong phap khac nhau dé diéu ché liposom c6
thanh phén duoc d& xuét boi séng ché niy. Véi ché phim chira liposom theo sang
ché, phuong phép didu ché gradien ion duoc wu tién sir dung. Phuong phap nay
bao gdm céc budc sau:

1) diéu ché liposom tréng bang phuong phap bt ky trong sb cc phuong
phap tir A dén D nhu sau:

A. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao etanol khan hoic hdn
hop dung moéi chira etanol khan va rugu tert-butylic theo ty 16 mong mudn, tron
hén hgp ndy véi dung dich dém dé thu dwoc liposom tréng thé sau khi loai bd
etanol bang cach chung cét & ap suat thip, va sau d6 didu ché liposom tréng c6
c& hat mong mudn bang cach sir dung thiét bi ddng nhat héa ap suét cao va/hodc
thiét bi ép dun;

B. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao clorofom hodc hdn hop
dung méi clorofom-metanol theo ty 1¢ mong mudn, tao ra mang lipit nho may co
quay, bd sung dung dich dém & hydrat héa nhdm thu duogc liposom tréng tho, va
sau d6 diéu ché liposom tréng c6 c& hat mong mudn bang cach st dung thiét bi
ddng nhit héa 4p sudt cao vavhoic thiét b ép dun;

C. tron phospholipit trung tinh, cholesterol va dung dich dém theo ty 1€
mong mubn, sau d6 diéu ché liposom tréng c6 ¢& hat mong mudn bang cach sir
dung thiét bi ddng nhét héa 4p sudt cao va/hoic thiét bj ép dun;

D. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao etanol khan hoic hdn
hop dung moi chira etanol khan va rugu tert-butylic theo ty 16 mong mudn, trén

hén hop véi dung dich dém, va sau d6 didu ché liposom tréng c6 ¢& hat mong
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mudn bing cach st dung thiét bi ddng nhit héa 4p suit cao va/hodc thiét bi ép
dun;

2) tao ra gradien ion giita pha nudc bén trong va pha nudc bén ngoai cla
liposom tréng: thay thé pha nudc bén ngoai ciia liposom trdng dé tao ra gradien
ion giita pha nuGc bén trong va pha nudc bén ngoai ciia liposom tréng;

3) didu ché liposom chtra dugc chét: didu ché dung dich nu6c chira
irinotecan hydroclorua, bd sung n6 vao thé phéﬂ tan chira liposom tréng cé
gradien ion, va sau d6 U thé phan tan nay d& thu duoc liposom chira dugc chét
dudi diéu kién dun néng va khudy.

Sau buéc thir 3 ciia qua trinh diéu ché liposom chira dugc chit néu trén,
" phuong phap ndy c6 thé con bao gdm bude sau:

4) loai b6 dugc chit tr do va ¢6 miu: bd sung méi trudng dém vao liposom
irinotecan hydroclorua, loai bd dugc chét khéng dugc bao nang béng cach st

dung thiét bj dong tiép tuyén, va c6 miu dén thé tich thich hop.

Sang ché con dé xuét thudc tiém liposom chira liposom néu trén. Khi
liposom dugc bao ché thanh thubc tiém thich hop dé st dung cho ngudi, c¢é loi
néu bd sung chat lam 4n dinh. Chét 1am 6n dinh dugc st dung theo sang ché co
thé 13 chit lam 6n dinh théng thudng, nhu vitamin E, axit etylen diamin
tetraaxetic, va v.v.. Chét 1am 6n dinh gitp cho viéc 6n dinh ché phdm. Déi véi
ché phém néu trén, vi€c nghién ctu chét 1am 6n dinh chi ra ring axit etylen
diamin tetraaxetic hosic mudi ctia né cé tac dung tt nhét so véi cac chit 1am én
dinh khac. Chung c6 lgi trong viéc cai thién do 4n dinh cua liposom. Do d6, chét
1am on dinh c6 thé 13 axit etylen diamin tetraaxetic, dinatri ctia axit etylen diamin
tetraaxetic va dicanxi ciia axit etylen diamin tetraaxetic hoic hdn hgp ciia chung.
Ty 18 chit 1am 6n dinh dugc bd sung nim trong khoang tir 0% dén 0,5% (khéi
lwong/thé tich - w/v), va gia tri tdi thiéu khong bang 0%.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 1 biéu d6 thé hién sy phan bb c& hat cia thudc tiém liposom chira

irinotecan hodc irinotecan hydroclorua theo sang ché.

Fig.2 1a anh chyp cau triic cua thudc ti€ém liposom chira irinotecan hodc
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irinotecan hydroclorua theo sang che.

Fig.3 la @b thi thé hién két qua thir nghiém tac dung chdng ung thu in vivo
ctia thudc tiém liposom chira irinotecan hodc irinotecan hydroclorua theo sang
ché.

M5 ta chi tiét sdng ché

Tét hon néu ché phdm theo sang ché chira chit chéng oxy hoéa dugc chon tir
nhém bao gdm chét chdng oxy héa dé tan trong nudc va chét chéng oxy hoa dé
tan trong dau, trong d6 chit chéng oxy héa dé tan trong dau dugc chon tir nhém
bao gdm a-tocopherol, a-tocopherol suxinat, a-tocopherol axetat va hén hop cla
chiing, con chit chdng oxy héa dé tan trong nudc dugc chon tir nhém bao gbm
axit ascorbic, natri bisulfit, natri sulfit, natri pyrosulfit, L-xystein va hdn hop cta
ching. Ty 1& chét chéng oxy héa dugc bd sung nim trong khoang tir 0% dén
0,5% (W/v), va gi4 tri t&i thiéu khong bang 0%.

Thubc tiém c6 thd & dang 16ng hodc bot ddng kho dé tiém. Ché phdm niy cé
thé chira chat didu chinh 4p sudt thim thiu dugc chon tir nhém bao gdm glucoza,
sucroza, sorbitol, manitol, natri clorua, glyxerin, histidin va hydroclorua cua no,
glyxin va hydroclorua cua no, lysin, serin, axit glutamic, arginin, valin va hdn
hop cuia ching. Ty 1€ chét didu chinh 4p suét thdm thiu duoc bd sung nim trong
khoang tir 0% dén 5% (w/v), va gia tri tbi thiéu khong bang 0%.

Véi ché phim dang bot dong khd dé tiém, thudc tiém con chira chit bao vé
thanh phdn déng kho, va sau d6 thudc tiém dugc diéu ché thanh bot dong kho dé
tiém sau khi dong kho. Chét bao vé thanh phin dong khd dugc chon tir nhém bao

gom glucoza, sucroza, trehaloza, manitol, dextran, lactoza va hdn hop ctia ching.

Tét hon néu thudc tiém liposom theo sang ché c6 ty 1€ khéi luong cac thanh

phin nhu sau:
irinotecan hydroclorua 1
phosphatidylcholin déu tuong dugc hydro héa 3,438
polyetylen glycol 2000 - distearoyl phosphatidyl etanolamin | 0,34-0,38
cholesterol 0,8-0,95
dinatri cia axit etylen diamin tetraaxetic 0,05-0,09,
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va ty I¢ giira cholesterol va phosphatidylcholin dau twong dugc hydro héa
bing 1:4.

Quy trinh bao ché thudc tiém néu trén bao gdm cac bude sau:

1) didu ché liposom tréng bing phuong phap bit ky trong s6 cic phuong
phap tir A dén D sau:

A. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao etanol khan hoic hon
hop dung mdi cla etanol khan va rugu tert-butylic theo ty 1& mong muén, tron
hén hop nay véi dung dich dém dé thu dugc liposom tréng thd sau khi loai etanol
bang cach chung cét & &p suét thdp, va sau d6 didu ché liposom tréng c6 c& hat
mong mubn bing c4ch sir dung thiét bi ddng nhit héa 4p sult cao va/hodc thiét bi
¢ép dun;

B. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao clorofom hozc hén hop
dung mdi clorofom-metanol theo ty 1¢ mong muén, tao ra mang lipit nhdr may co
quay, bd sung dung dich dém dé hydrat h6a nhim thu dugc liposom tréng tho, va
sau d6 diéu ché liposom tréng c6 c& hat mong mubn bing cach sir dung thiét bi
dong nhét héa 4p sudt cao va/hodc thiét b ¢ép dun;

C. tron phospholipit trung tinh, cholesterol va dung dich dém theo ty 1€
mong mudn, sau d6 diéu ché liposom tréng c6 c& hat mong muén bang cach sir
dung thiét bj ddng nhit héa 4p suét cao va/hogc thiét bi ép dun;

D. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao etanol khan hodc hén
hgp dung méi cia etanol khan va rugu tert-butylic theo ty 16 mong muén, tron
hén hop nay véi dung dich dém, va sau d6 didu ché liposom tréng c6 c& hat
mong mudn bang cach sir dung thiét bi dong nhét héa 4p suét cao va/hoic thiét
bi ép dun;

2) tao ra gradien ion giita pha nudc bén trong va pha nudc bén ngoai cia
liposom tréng: thay thé pha nudc bén ngodi cta liposom tréng dé tao ra gradien
ion gitra pha nudc bén trong va pha nuée bén ngoai ciia liposom tréng;

3) diéu ché liposom chita dugc chit: didu ché dung dich nuéc chira
irinotecan hydroclorua, bé sung né vio thé phén tan chua liposom tréng c6
gradien ion, va sau d6 1 thé phan tin niy dé thu dwoc liposom chira dugc chit

" duéi diéu kién dun noéng va khuay.
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Sau budc 3 cia qua trinh diéu ché liposom chira dugc chit néu trén, quy
trinh néu trén c6 thé con bao gdm budc sau:

4) loai béd dugc chit tir do va c6 miu: bd sung moi truong dém vao liposom
irinotecan hydroclorua, loai bé duoc chét khong dugc bao nang bing cach sir
dung thiét bi dong tiép tuyén, va c6 miu dén thé tich thich hop.

Sau khi thu dugc liposom, ndng d6 dugc chit dugc didu chinh bang cach
pha losng dén thé tich x4c dinh; liposom duoc khir tring bang cich loc, sau d6
duoc nap vao lo va dugc han kin dé thu duge thﬁéc ti€m liposom. Hoac sau khi
chét_béo vé thanh phin d6ng kho duoc bd sung vao mau thube liposom, ndng do
dugc chét duge didu chinh bing cach pha loing dén thé tich x4c dinh, liposom
duge khir trung béng cach lgc, sau d6 dugc nap vao lo, dugc lam kin va dugc

dong khé dé thu dugc bot liposom déng kho dé tiém.

Hiéu qua c6 lgi ctia sang ché:

Ché pham liposom chira irinotecan hoic irinotecan hydroclorua theo sang
ché khic phuc dugc nhiéu nhugce diém cla cc sin phim va cic cong nghé di
biét. P6 on dinh thudc cb thé duoc cai thién bing cich bao dugc chét trong pha
nuéc bén trong ciia liposom. Do dugc chit & dang vong lacton in vivo, ndng do
ctia chit chuyén héa c6 hoat tinh SN-38 dugc duy tri trong thoi gian dai trong
huyét tuong. N6i chung, ché phdm liposom chira irinotecan hodc irinotecan
hydroclorua cé thé 1am ting hiéu Iyc cia ché phdm va 1am giam tac dung phu cua

thudc.

Ché pham liposom chira irinotecan hoc irinotecan hydroclorua theo sang
ché da giai quyét dugc van @& vé kha nang chira it dugc chét trong liposom bing
cach kiém soat ty 16 riéng giita dugc chat, phospholipit va cholesterol. Ty 1& dugc
chit va lipit trong thubc tiém liposom 14 trén 0,25 (w/w), va hiéu qua bao nang 13
trén 90%, tot hon 13 trén 95%. Liposom didu ché duoc theo sang ché c6 co hat
nhé hon va d6 dn dinh ctia né c6 thé dugc ting bing cach t6i wu héa lidu lugng
cholesterol va phospholipit. Bang cach sang loc chit 1am n dinh, t6t hon néu
mot ty 18 nhét dinh cac mubi coa axit etylen diamin tetraaxetic dugc bd sung vao
ché phdm dé cai thién dang ké do én dinh cua liposom, va su phin bd c& hat cia

liposom la déng nhit trong khoang tir 10nm dén 220nm. Két quéa thir nghiém v&
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yéu t6 anh huéng dén thubc tiém liposom chira irinotecan hogic irinotecan
hydroclorua chi ra ring ¢ hat va hiéu qua bao nang cia miu khong cé thay ddi
dang ké nao khi dugc dé & nhiét d6 40°C trong 10 ngay, va tit ca cac chi sé déu
dap tmg dugc yéu cau. So sanh véi cac ché phim c6 ban trén thi truomg, thudc
tiém liposom chira irinotecan hogc irinotecan hydroclorua 1am ting déng ké ty 18

uc ché khoi u va lam giam dang ké doc tinh cta no.
Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau nham lam rd hon séng ché, nhung khong gigi han pham vi ctia

sang ché.
Vidul
Thanh phén ché phim:
irinotecan hydroclorua 0,28g | 0,28g | 0,28g | 0,28g | 0,28¢g
phosphatidylcholin ddu twong dugc
hydro héa lg lg lg lg lg
cholesterol 0,4g |0,33g|0,25g | 0,2g | 0,167¢g
DSPE-PEGg 0,lg | 0,1g | 0,1g | 0,1g | O,1g
amoni sulfat 5g 5g 5¢g S5g 5¢g
natri clorua 0,45g [ 0,45g | 0,45g | 0,45g | 0,45g
cholesterol: phospholipit 1:25 | 1.3 1:4 1:5 1:6
nuée dé tiém . cho dén thé tich can cé
Phuong phép diéu ché:

Hoa tan phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hoa (HSPC) va
cholesterol (CHOL) theo ty 1€ trén trong lugng thich hop etanol khan, dung dich
- lipit thu dugc dugc tron véi dung dich amoni sulfat (100ml), etanol dugc loai bod
bang cach chung cit & 4p sut thip dé thu duqc liposom trdng thd. Sau 5 chu ky
ddng nhit héa trong thiét bj ddng nhét héa 4p sudt cao (1000 bar (100.000 kPa));
c& hat liposom dugc diéu chinh bing cach ép dun liposom trong thiét bi ép dun
(2 mang ép dun c& 0,1um trong thiét bi ép dun, 5 14n ép dun), va sau d6 bd sung
dung dich nuéc DSPE-PEG,gq. Duéi diéu kién khudy, hdn hop niy duoc o trong
20 phut. Liposom trdng durgc thdm tach bing cach st dung thiét bi siéu loc dong
tiép tuyén c6 bd sung lién tuc nude dé tiém vao dong ndy, cudi cing thu duoc
liposom tréng.

Dung dich nuéc chira irinotecan hydroclorua dugc diéu ché bang nuée dé
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tiém va dugc bd sung vao thé phan tan chira liposom tréng cé gradien ion trén
theo ty 1¢ khdi lwong gitra irinotecan hydroclorua va HSPC bang 1:3,5. Duéi diéu
kién khudy, h6n hop niy dugc dun néng dén nhiét 46 60°C va dugc 1 trong 20
phut, va sau d6 thu dugc liposom chira dugc chit. Dugc chét khong duogc bao
nang duoc loai ra bang cach sir dung thiét bi siéu loc dong tiép tuyén. 0,45g natri
clorua dugc bd sung vao dé didu chinh 4p suét thAm théu sau khi miu dwoc co
dén 50ml. Sau khi ndng d6 dwoc chit dugc didu chinh bang cach pha loing dén
thé tich xac dinh, liposom dugc khir tring bing cich loc qua mang loc c&
0,22pm, dugce nap vao lg nhé trong moi truong khi bao vé€ nito, va dugce han kin.

Cubi cing thu duge thudc tiém liposom chira irinotecan hydroclorua.

Su thay d6i ¢ hat cia m3i ché phdm dugc thé hién trong bang dudi day.
Két qua nay chi ra ring c& hat cia mu 13 nhé nhét khi ty 16 khéi lugng giita

phospholipit va cholesterol bang 4:1.

HSPC: CHOL Quy trinh diéu ché C& hat trung binh
Sau khi ddng nhét hoa 138,7
6:1 0,1pm
514n ép dun 92,26
Sau khi ddng nhit héa _ 136,2
5:1
9,Ipm 89,5
5 lan ép dun
Sau khi ddng nhét héa 1234
4:1 , 0,1pm
- 5 14n ép-dun 87,26
Sau khi ddng nhét hoa 145,1
3:1 0,Ipm 93.4
‘ 514n ép din ’
Sau khi ddng nhét héa 142
2,5:1 0,1pm
51an ép din 98,56

Do bn dinh cia miu thu duge dugc nghién ctru & nhiét d§ 25°C & cac ty 1€
khdi lugng khac nhau gitra phospholipit va cholesterol. Két qua dugc thé hién
trong bang dudi day. Sau khi bdo quan & nhiét 36 25°C trong 60 ngay, c¢& hat va
hiéu qua bao nang ctia miu khéng c6 su thay d6i dang ké nao khi ty 1& khdi

lugng giita phospholipit va cholesterol bang 4:1. Tuy nhién, véi cac miu c6 cac
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ty 1& khac gitra phospholipit va cholesterol, c& hat ciia miu tang 1én va hiéu qua

bao nang bi giam. Do d6, ¢ 6n dinh ciia méu 13 t6t hon khi ty 1& khdi lwong giita

phospholipit va cholesterol bang 4:1.

Thoi
glfln Hl@}l Co Pién | Ham Tong
HSPC: | bao e a2 qua hat " lugng . .
' \ Dic diem the luong Lysophospholipit
CHOL | quan bao (z-v) tap
(25°C, nang % | nm | V) | @M | ke
ngay) ‘
Huyén phu
0 miu tring | 98,86 | 92,3 [-30,5| 5,05 0,58 0,39
nho '
Huyén phu
6:1 30 mautring | 98,56 | 94,3 | -26,8| 5,04 0,75 0,56
nho
Huyén phu
60 mautring | 98,20 | 959 |[-249| 5,06 0,85 0,66
nho
Huyén phu
0 mautring | 99,37 | 87,3 |-32,1| 5,10 0,55 0,40
nho
Huyén phu
4:1 30 mau tring | 99,25 | 87,5 |-309| 5,11 0,64 0,50
nho
Huyén pht
60 mautring | 99,18 | 87,8 |-28,6| 5,09 0,70 0,62
nho
_Huyén phu
0 mautring | 9927 | 98,5 |-358| 5,12 0,60 0,38
nho
Huyén phu
2,5:1 30 mau tring | 98,75 | 100,2 | -28,6 | 5,09 0,73 0,51
nho
Huyén phu
60 | mautring | 98,19 |101,7|-253| 5,07 0,84 0,67
nho
Két luan:

Xem xét cac chi sb, thiy ring c6 thé dat duoc két qua t6t hon khi ty 18 gitta

cholesterol va phospholipit nim trong khoang tir 1:3 dén 1:5, t6t nhét 1a khi ty 18

nay bang 1:4.

-13-




20570

Vidu?2
Thanh phan ché pham:
irinotecan hydroclorua 0,28g
phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hda g
(HSPC)
pofyetylen glycol 2000-distearoyl 0.1g
phosphatidyletanolamin (DSPE-PEGjq)
cholesterol 0,25g
amoni sulfat Sg
dinatri cta axit etylen diamin tetraaxetic 0,02g
natri clorua 0,45g
nuée dé tiém cho dén thé tich cin c6

Phuong phép didu ché:

Hoa tan phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hoa va cholesterol theo
ty 1€ trén trong luong thich hop etanol khan, dung dich lipit thu duoc dugce tron
v6i dung dich amoni sulfat (100 ml), etanol khan dugc loai bé bing cach chung
cit & 4p suét thip dé thu duoc liposom tréng thd. Sau 5 chu ky ddng nhit héa
trong thiét bi déng nhit héa 4p suit cao (1000 bar (100.000 kPa)), c& hat cua
liposom dugc diéu chinh biang cach ép dun liposom trong thiét bi ¢ép dun (2 mang
ép din ¢ 0,1um trong thiét bj ép dim, 5 1dn ép din), va sau d6 bd sung dung
dich nuéc chira DSPE-PEG,go. Du6i diéu kién khudy, hdn hop nay dugc 1 trong
20 phut. Liposom tréng dugc fhém tach bang cach sir dung thiét bj siéu loc dong
tiép tuyén c6 bd sung lién tuc nudc dé tiém vao dong nay, cudi cing thu duge

liposom tréng.

Dung dich nuéc chira irinotecan hydroclorua dugc diéu ché bang nudc dé
tiém va duge bd sung vao thé phan tan chira liposom tréng c6 gradien ion néu
trén theo ty 1¢ khdi luong gifra irinotecan hydroclorua va HSPC bing 1:3,5. Duéi
diéu kién khudy, hdn hgp nay dugc dun néng dén nhiét 6 60°C va duge 0 trong
20 phit ¢ thu duoc liposom chira duge chit. Duge chat khéng dugc bao nang

duoc loai bo bﬁng cach st dung thiét bi siéu loc dong tiép tuyén. 0,45g natri
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clorua dugc bd sung'véo dé diéu chinh 4p suit thdm thiu sau khi miu ndy dugc
cd dén thé tich khoang 50ml. Sau khi ndng d6 dugc chét duge didu chinh bing
cach pha lodng dén thé tich nhét dinh, liposom dugc khir tring bing cach loc
béng mang loc c& 0,22pum, dugc nap vao lo nhéd trong moi truong khi bao vé
nito, va dugc han kin. Cudi cung thu duogc thudc tiém liposom chtra irinotecan

hydroclorua.

Vidu3

Thanh phén ché phim va phwong phap diéu ché liposom tréng 13 gidng nhu
trong vi du 2, chi khac & chd ty 1& khéi luong gitra irinotecan hydroclorua va
HSPC 13 1:1,5, 1:2, 1:3,5, 1:4 va 1:5 trong qua trinh diéu ché liposom. Hiéu qua

bao nang va c& hat ctia miu liposom chira irinotecan hydroclorua dugc thé hién

trong bang dudi day:

CPT11:HSPC Hiéu qua bao nang | Luong duge chit dugc C& hat

(%) nap (mg/ml) (nm)

1:1,5 82 511 T

1:2 90,8 5,15 86,5

1:3,5 99,4 5,08 85,9

1:4 v 99,1 4,81 85,4

1:5 99,4 4,25 86,7

Céc két qua nay cho thiy ring hiéu qua bao nang bi giam dang k& khi ty 18
khéi lugng gitra irinotecan hydroclorua va HSPC bang 1:1,5, va luong dugc chit
dugc nap bi giam 6 rét khi ty 18 bang 1:5. Hai ty 18 nay 1a khong phu hop dé diéu
ché ché phdm ding trong 1am sang. Hiéu quéa bao nang va luong duoc chét duge

nap 13 cao hon khi ty 1¢ nay nim trong khoang tir 1:2 dén 1:4.

Vi du 4

Ché phdm va phuong phap diéu ché liposom tréng va liposom chira dugc
chét 13 giéng nhur trong vi du 2, chi khac & chd HSPC trong ché phim dugc thay
lin lugt bing phosphatidylcholin trimg (EPC) c6 db tinh khiét cao,
phosphatidylcholin d4u trong (SPC) c6 do tinh khiét cao. P9 6n dinh cia miu
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liposom thu dugc dugc nghién ctru & nhiét do 25°C va Két qua dugc thé hién
trong bang dud6i ddy. Két qua thir nghiém cho thdy ring d6 6n dinh ctia méu
liposom dugc diéu ché bang HSPC 1a t6t nhat va cac chi s6 chinh khéng c6 su
thay d6i 1 rét nao khi duge bao quan & nhiét dd 25°C trong 2 thang.

Thoi | Ché phdm | Hiéu quabao | Luong dugc chat
_ Cd hat (nm)
gian PC nang (%) dugc nap (mg/ml)
0 HSPC 99,4 5,08 85,9
EPC 99,5 5,10 ’ 87,5
thang
SPC 99,2 5,01 86,9
: HSPC 99,5 5,10 85,5
EPC 92,4 5,07 88,2
thang
SPC 93,9 5,05 87,3
) HSPC 98,7 5,07 86,5
EPC 85,8 5,06 93,2
thang
SPC 89,6 5,02 91,5
Vidu$s
Thanh phan ché pham:
irinotecan hydroclorua 0,28g
phosphatidylcholin ddu trong duge hydro héa .
(HSPC) s
polyetylen glycol 2000-distearoyl o1
phosphatidyletanolamin (DSPE-PEG000) 8
cholesterol 0,25¢
dung dich nuéc mudi 50ml
nu6c dé tiém cho dén thé tich can c6

Phuong phép diéu ché <1>:
Phuong phép phun etanol: hoa tan phosphatidylcholin dédu tuong duogc
hydro hoéa, DSPE-PEG,y va cholesterol theo ty 1€ trén trong lugng thich hgp

-16-



20570

etanol khan, dung dich lipit thu dugc duge phun vao dung dich nwéc mudi chira
irinotecan hydroclorua. Etanol dugc loai b bang cach chung cit & 4p suét thip
dé thu duoc liposom tréng thd. C& hat liposom dugc didu chinh bang cach ép din
liposom trong thiét bi ép din (2 mang ép dun ¢& 0,1pm trong thiét bj ép dun, 5
lan ép dun) sau 5 chu ky dong nhat héa trong thiét bi ddng nhét héa 4p suét cao
(1000 bar (100.000 kPa)). Néng d9 dugc chit dugc didu chinh bing cach pha
lodng dén thé tich dinh sin, liposom dugc khir tring bang cach loc bing mang
loc ¢ 0,22um, nap vao lg nhd trong méi truong khi bao v€ nito, va dugc han

kin. Cudi ciing thu dugc thubc tiém liposom chira irinotecan hydroclorua.

Phuong phap diéu ché <2>:

- Phuong phép phén tdn mang: hoa tan phosphatidylcholin ddu tuong dugc
hydro héa, DSPE-PEGjo va cholesterol theo ty 1¢ trén trong lugng thich hgp
clorofom va dung dich lipit thu dugc duge didu ché thanh mang bang thiét bi co
quay sau d6 clorofom dugc loai bé. Dung dich nudc mubi chira irinotecan
hydroclorua dugc bd sung va hén hop nay dugc 1 trong 1 giy. C& hat liposom
dugc diéu chinh bing ép duin liposom trong thiét bi ép din (2 ‘ma‘mg ép dun c&
0,1um trong thiét bi ép dun, 5 14n ép din) sau 5 chu ky ddng nhit héa trong thiét
bi ddng nhat héa 4p suit cao (1000 bar (100.000 kPa)). Nong d dwgc chét duge
diéu chinh bang cich pha lodng dén thé tich dinh sin, liposom dwoc khir tring
bang cach loc bing mang loc ¢& 0,22um, duge nap vao lo nho trong mdi trudng
khi bao vé nito, va duge han kin. Cudi cing thu dugc thube tiém liposom chta

irinotecan hydroclorua.

Hiéu qua bao nang va c& hat liposom irinotecan hydroclorua dugc diéu ché

bang phuong phap diéu ché <1>, <2> va vi du 2 dugc x4c dinh.

Mau Hiéu qua bao nang (%) | C& hat (nm)
Vidu2 99,4 85,9
Phuong phap diéu ché <1> 15,3 87,9
Phuong phap diéu ché <2> 17,8 90,2

Thiy rang san phim dich c6 thé duoc diéu ché bang céc phuong phap nap
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dugc chit thu dong nhu phwong phap phun etanol va phuong phap phan tin

mang khi diéu ché liposom chira irinotecan hydroclorua. Nhung liposom diéu ché
dugc theo cac phuong phap nay ¢ hiéu qua bao nang thip va chi mot lugng nho
dugc chit c6 thé dugc nap vao liposom. Nguogc lai, miu diéu ché duoc b?mg
phuong phap nap dugc chét chi dong (vi du 2) c6 hiéu qua bao nang va lugng
dugc chét dugc nap cao. Ngoai ra, miu diéu ché dugc bing phuong phép nap
dugc chét chii dong c6 c& hat nhd va ddng nhét. Do d6, theo sang ché, phuong
phap nap duoc chit chii dong dugc sir dung dé didu ché liposom. N6 ¢6 két qua

rit tdt trong viéc diéu ché liposom chira irinotecan hydroclorua bing phuong

phép gradien ion.
Vidu6
Thanh phin ché phdm | Ché phdm 1 | Ché phdm 2 | Ché phdm 3 | Ché phim 4
HSPC lg lg lg lg
Cholesterol 250 mg 250 mg 250 mg 250 mg
PEG300¢-DSPE 0,1g 0,1g: 0,1g 01g
Vitamin E / 0,02¢g / 0,02¢g
EDTA-2Na / / 0,02¢g 0,02¢g
Dung dich amoni
sulfat (300mM) 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
Irinotecan hydroclorua 03¢g 03g 03¢g 03¢g
Phuong phép diéu ché:

Liposom tréng: dung dich etanol lipit dwoc phun, va dung dich nay dugc
ddng nhit héa duéi 4p sut 1000bar (100.000 kPa), 6 14n; dugc ép din 3 1in
trong trong thiét bi ép din c6 mang ép din ¢& 200nm, 5 1an trong thiét bi ép dun
c6 mang ép dun c& 100nm; PEG,q,-DSPE dugc bd sung vao va hdn hop nay
dugc u trong 30 phiit & nhiét d6 60°C. Sau d6, hdn hop nay dugc thim tach 3 1in
bang thiét bi dong tiép tuyén, 50ml mdi 1in, trong d6 vitamin E (VE) duoc bd
sung vao dung méi hitu co phospholipit vd EDTA dugc bd sung vao dung dich

amoni sulfat.
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Liposom chira dugc chét: khoang 10mg/ml dung dich nu6c chua irinotecan

hydroclorua dugc diéu ché va dugc bd sung vao liposom tréng, sau d6 hdn hop

ndy dugc U & nhiét do 60°C trong 15 phiit. Mau nay dugc cd dén thé tich x4p xi

50ml bang thiét bi dong tiép tuyén va thu dwoc Smg/ml mAu.

Két qua vé d6 6n dinh duoc thé hién trong bang dudi day. T4t ca céc chi sb

clia mau khéng cé su thay dbi dang ké ndo khi chi bb sung EDTA. P én dinh

clia liposom dugc cai thién déng ké&. Nhung cic chit 6n dinh khic khong cai

thién nhiéu vé d§ on dinh cda liposom.

Cd hat i Lysophospholipit
Thoi gian o \ Ham | Tong
X ., . .z | Hi€uqua
Mau bao quan | Pic di€ém bao nang % (z-v) [lugng lufqr}g tap (mg/ml)
(25°C,ngay) mg/ml| chat %
nm
Huyén phi
0 mau tring [ 99,70 85,6 | 5,42 0,65 0,40
nho
HSPC 3
Huyén phu
30 mau tring | 91,51 | 87,7540 0,74 0,65
nho
Huyén phu :
0 mau tring | 97,10 89,0 | 5,01 0,48 0,35
HSPC+ hes
VE Huyén Phﬁ
30 |mautrang | 93,49 93,4 15,03 0,56 0,43
nho
Huyén phu
0 mau tring | 95,67 87,2 | 4,94 0,56 0,38
HSPC+ nhe
EDTA Huyén Phl‘l
30 mau trang | 95,67 86,5 | 4,98 0,60 0,40
nho
HSPC+ Huyén phi
0 mau tring | 98,92 89,2 | 5,55 0,61 0,39
VE+ nho
EDTA 30 Su ling hat| 87,31 99,7 | 5,51 0,61 0,47
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Vidu?7

Thanh phin ché phim (1):

irinotecan hydroclorua 0,5g
phosphatidylcholin dau trong dugc hydro hda 1,5g
_ cholesterol 0,4¢g
mangan sulfat 10g
manitol 2,5g
nuée dé tiém cho dén thé tich can c6
Phuong phép diéu ché: .

Hoa tan phosphatidylcholin ddu tuong dugc hydro hda va cholesterol theo
ty 1€ trén trong luong thich hgp etanol khan va dung dich lipit thu duoc dugc tron
v6i dung dich mangan sulfat (100 ml). Sau khi etanol khan dugc loai bd bang
cach chung cét & 4p suit thip, thu dugc liposom tréng thd. C& hat liposom dugc
diéu chinh bing cach ép din liposom trong thiét bj ép dun (2 mang ép dun c&
0,1pm trong thiét bi ép dimn, 5 14n ép din). Liposom tréng dugc thdm tach bing
cach str dung thiét bi siéu loc dong tiép tuyén c6 bd sung lién tuc nudc dé tiém
vao dong ndy dé thu dwoc liposom tréng. Dung dich nuéc chta irinotecan
hydroclorua dugc didu ché bang nuédc dé tiém va dugc bd sung vao thé phan tan
chira liposom tréng c6 gradien ion. Dudi didu kién khudy, hén hop dugc dun
néng dén nhiét d6 50°C va dwoc & trong 20 phut, va sau d6 thu duge liposom
chira dugc chit. Dugc chét khong dugc bao nang dugc loai bod b?mg cach st dung
thiét bi siéu loc dong tiép tuyén va sau d6 2,5g manitol duoc bd sung vao dé diéu
chinh 4p suét thdm thdu. Sau khi ndng d6 dugc chét dugc didu chinh bing céch
pha lodng dén thé tich nhét dinh, liposom duogc khir tring bing cach loc bing
mang loc ¢& 0,22pm, va sau d6 dugc nap vao lo nhé trong méi trudong khi bao vé
nito, va dugc han kin. Cudi cling thu duogc thudc tiém liposom chira irinotecan
hydroclorua. C& hat chira liposom dugc xac dinh bing thiét bi phan tich c& hat

nano (89,3nm), va hiéu'qua bao nang bang 97,5%.
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Thanh phan ché phim (2):

irinotecan hydroclorua lg
lexitin tring dugc hydro héa (HEPC) 3,45¢g
cholesterol 0,8g
magie sulfat 10g
histidin 2,5g
nudc dé tiém cho dén thé tich can c6
Phuong phap diéu ché:

Hoa tan lexitin tring dugc hydro hda va cholesterol theo ty 1€ trén trong
luong thich hop etanol khan va dung dich lipit thu dugc dugce tron véi dung dich
mangan sulfat (100ml). C& hat liposom dugc diéu chinh bing cich ép diun
liposom trong thiét bi ép dun (2 mang ép din ¢& 0,1pm trong thiét bj ép dim, 5
14n ép dun). Liposom tréng dugc thdm tach bing cach sir dung thiét bi siéu loc
dong tiép tuyén c6 bd sung lién tuc nuéc dé tiém vio dong nay dé thu dugc
liposom tréng. Dung dich nuéc chira irinotecan hydroclorua dugc didu ché bing
nu6e dé tiém va duge bd sung vao thé phan tan chira liposom tréng c6 gradien
ion. Duéi diéu kién khudy, hdn hop niy dugc dun néng dén nhiét @6 50°C va
dugce u trong 20 phut, va sau d6 thu dugc liposom chira dugc chit. Dugc chit
khong dugc bao nang dugc loai bd bang cach sir dung thiét bi siéu loc dong tiép
tuyén va méu dugc c6 dén thé tich 50ml. Sau d6 2,5g histidin duoc bd sung vao
dé diéu chinh 4p sut thim th4u. Sau khi ndng d6 duoc chét duoc didu chinh
bang cach pha lodng dén thé tich x4c dinh, liposom dugc khir tring bing cach loc
bang mang loc ¢& 0,22pum, va sau d6 duoc nap vao 19 nhé trong mdi truong khi
béo vé nito, va dugc han kin. Cubi cing thu dugce thudc tiém liposom chira
irinotecan hydroclorua. C& hat liposom dugc xac dinh bang thiét bi phan tich c&r

hat nano (87,6nm), va hiéu qua bao nang bang 98,1%.
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Thanh phan ché phim (3): |

irinotecan hydroclorua 0,3g
phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hoa 1
(HSPC) | g
polyetylen glycol 2000- 0,05¢
distearoyl phosphatidyletanolamin (DSPE-PEGq) ’
cholesterol 0,25¢g
amoni sulfat 5g
natri clorua 0,45g
nuée dé tiém cho dén thé tich can c6
Phuong phap diéu ché:

Hoa tan phosphatidylcholin ddu tuong va cholesterol dugc hydro hoa theo ty 1&
trén trong lugng thich hop etanol khan va dung dich lipit thu dugc duge tron véi
dung dich amoni sulfat (100 ml). Sau khi etanol khan duoc loai bo bing cach
chung cét & ap suét thip, thu dugc liposom tréng thé. Sau 5 chu ky ddng nhét
héa trong thiét bj ddng nhat héa 4p suit cao (1000 bar (100.000 kPa)), dung dich
nuée chita DSPE-PEG2000 duge bd sung. Dudi diéu kién khudy, hdn hop nay
dugc 1 trong 20 phit. Liposom tréng duoc thdm tach bing cach st dung thiét bi
siéu loc dong tiép tuyén c6 bd sung lién tyc nude dé tiém vao dong, dé thu dugc
liposom tréng. Dung dich nuéc chira irinotecan hydroclorua dugc diéu ché bing
nuée dé tiém va dugc bd sung vao thé phan tan chira liposom tréng ¢ gradien
ion. Dué6i diéu kién khudy, hén hop ndy dugce dun néng dén 60°C va duoc
trong 20 phut, va sau d6 thu dugc liposom chira duge chit. Dugc chit khong
dugc bao nang dugc loai bd b%mg cach st dung thiét bi siéu loc dong tiép tuyén
va méu dugc cd dén dén thé tich khoang 50ml. Sau d6 0,45g natri clorua dugc bd
sung @ didu chinh 4p suit thAm thiu. Sau khi ndng d6 dwoc chit dugc didu
chinh bang cich pha loéing dén thé tich x4c dinh, liposom dugc khir tring bang
cach loc béng mang loc ¢ 0,22pm , va sau d6 dugc nap vao lo nhd trong moéi
truromg khi bao vé nito, va duge han kin. Cubi cing thu dugc thude tiém liposom
chira irinotecan hydroclorua. C& hat liposom dugc xac dinh bang thiét bj phan

tich c& hat nano (87,3nm), va hiéu qua bao nang bang 99,2%.
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Vi du 8 (khong theo yéu cu bao ho)

Thanh phén ché phdm:
irinotecan hydroclorua 0,5g
Phosphatidylcholin ddu trong dugc hydro héa 1
(HSPC) 8
phospholipit co tim (CL) 0,5g
polyetylen glycol 5000- 0.5¢
distearoyl phosphatidyletanolamin (DSPE-PEG;) ’
a- Tocopherol 0,05g
cholesterol 0,35¢g
axit xitric 5,76g
natri clorua 3,6g
nude dé tiém cho dén thé tich can c6
Phuong phap diéu ché:

Hoa tan phosphatidylcholin dau tuong dugc hydro héa, phospholipit co tim,
DSPE-PEGsq, cholesterol va a-tocopherol theo ty 1¢ trén trong lugng thich hop
etanol khan va dung dich lipit thu dugc dugc tron véi dung dich axit xitric (100
ml). Sau khi etanol khan duoc loai bé bing cach chung cit & 4p suét thip, thu
dugc liposom tréng. Sau 5 chu ky ddng nhit hoa trong thiét bj ddng nhit hoéa ap
sudt cao (1000 bar (100.000 kPa)), liposom tréng dugc thdm tich bing cach sir
dung thiét bi siéu loc dong tiép tuyén c6 bd sung lién tuc dung dich natri clorua
(0,9%, 400ml) vao dong nay, sau d6 thu duoc liposom tréng. Dung dich nuéc
chira irinotecan hydroclorua dugc dugc diéu ché béng nude dé tiém va duqé bd
sung vio thé phan tan chira liposom tréng c6 gradien ion. Duéi diéu kién khudy,
hén hop dugc dun néng dén nhiét ¢ 60°C va dugc G trong 20 phat, va sau d6 thu
dugc liposom chira dugce chét. Dugc chét khoéng dugc bao nang dugc loai bo
béang cach sir dung thiét bj siéu loc dong tiép tuyén va mau dugc c6 dén thé tich
khoang 50ml. Sau khi ndng d6 dwgc chit dugc diéu chinh bing cach pha loing
dén thé tich nhét dinh, liposom dugc khir tring bing cach loc bing mang loc c&
0,22pm, va sau d6 dugc nap vao lg nhé trong méi truong khi bao vé nito, va
duoc han kin. Cudi ciung thu duoc thudc tiém liposom chira irinotecan
hydroclorua. C& hat liposom dugc x4ac dinh bﬁng thiét bi phan tich c& hat nano
(85,8nm), va hiéu qua bao nang bing 98,6%.
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Vi du 9 (khong theo yéu ciu bao hd)

Thanh phén ché phim:
irinotecan hydroclorua " 0,8g
dipalmitoyl phosphatidyl choline (DPPC) 2g
dipalmitoyl phosphatidylglyxerol (DPPG) 0,2g
cholesterol 0,5g
axit ascorbic 0,05¢g
dinatri cia axit etylen diamin tetraaxetic 0,05¢g
amoni sulfat 5g
natri clorua 3,6g
nuée dé tiém cho dén thé tich can c6
Phuong phép diéu ché:

Hoa tan DPPC, DPPG va cholesterol theo ty 1€ trén trong lugng thich hop
“etanol khan va dung dich lipit thu dugc duge tron véi dung dich amoni sulfat
(100ml, chira dinatri cta axit etylen diamin tetraaxetic). Sau khi etanol duoc loai
b6 bing cach chung cit & 4p suét thip, thu dugc liposom tréng. Sau 5 chu ky
ddng nhét héa trong thiét bi ddng nhit héa ap suét cao (1000 bar (100.000 kPa)),
liposom tréng dugc thim tach bang cach sir dung thiét bi siéu loc dong tiép tuyén
c6 bd sung lién tuc dung dich natri clorua (0,9%, 400ml) vao dong nay, sau d6
thu dugc liposom tréng. Dung dich nudc chira irinotecan hydroclorua dugc didu
ché bang nudc dé tiém va duogc bd sung vao thé phan tan chira liposom tréng c6
gradien ion. Duéi didu kién khudy, hdn hop ndy dwoc dun néng dén nhiét do
60°C va dugc U trong 20 phit, dé thu dugc liposom chira dugc chit. Dugc chat
khong dugc bao nang dugc loai bo bang cach sir dung thiét bi siéu loc dong tiép
tuyén va miu dugc c6 dén thé tich khoang 50ml. Sau khi nf“)ng dd dugc chét
duge didu chinh bang cach pha lodng dén thé tich nhit dinh, liposom dugc khir

~ trung br?mg cach loc b?mg mang loc ¢& 0,22um, va sau d6 dugc nap vao 1o nho
trong mdi truong khi bao vé nito, va dwoc han kin. Cubi ciing thu dwgc thube
tiém liposom chira irinotecan hydroclorua. C& hat liposom dwgc xac dinh bang

thiét bi phéan tich c& hat nano (89,4nm), va hi€u qua bao nang b%mg 97,2%.
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Vi dy 10 (khéng theo yéu ciu bao h)

Thanh phin ché phim:
irinotecan hydroclorua _ 0,5g
phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hoa g
(HSPC)
polyetylen glvycol 5000- 0.1g
distearoyl phosphatidyletanolamin (DSPE-PEGsq)
- a- tocopherol 0,05g
cholesterol 0,3g
amoni sulfat S5g
natri clorua about 3,6g
sucroza ' 2g
manitol lg
nuée dé tiém cho dén thé tich can c6

Phuong phéap diéu ché:

Hoa tan phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hoa, cholesterol va
a-tocopherol theo ty 1€ trén trong lugng thich hgp etanol khan va dung dich lipit
thu dugc duoc tron véi dung dich amoni sulfat (100ml). Sau khi etanol duoc loai
b6 bang cach chung cit & 4p suét thép, thu duoc liposom tréng. Sau 5 chu ky
dong nhat héa trong thiét bi ddng nhit hoa 4p suit cao (1000 bar (100.000 kPa)),
liposom dugc ép dun trong thiét bi ép din (5 mang ép dun ¢& 100nm trong thiét
bi ép din, 5 14n ép dun). Sau d6 bd sung dung dich nudc chira DSPE-PEG;, va
hén hop ndy dugc 0 duéi didu kién khudy trong 20 phut. Liposom tréng dugc
thdm tach bang cach sir dung thiét bi siéu loc dong tiép tuyén c6 bd sung lién tuc
dung dich natri clorua (0,9%, 400ml) vao dong nay, sau d6 thu dugc liposom
tréng. Dung dich nudc chira irinotecan hydroclorua dugc didu ché bang nuéc dé
tiém va dugc bd sung vao thé phan tan chira liposom tréng ¢ gradien ion. Dudi
didu kién khudy, hdn hop ndy dugc nung néng dén nhiét d6 60°C vi dugc 1 trong
20 phit, dé thu duoc liposom chtra dugc chit. Duge chat khong dugc bao nang

dugc loai bo bang céach st dung thiét bi siéu loc dong ti€p tuyén va miu duoc cb
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dén thé tich khoang 50ml. Sau d6 sucroza va manitol dugc bd sung vao hdn hop
ndy va dugc trén déu. Sau khi néng dd duoc chét dugc diéu chinh bﬁng cach pha
lodng dén thé tich nhét dinh, liposom dugc khir tring bing cach loc bing ming
loc ¢& 0,22um, va sau d6 dugc nap vao lo penixilin va dugc déng khd. Cudi cing
thu dugc bot liposom dong khd chira irinotecan hydroclorua dé tiém. C& hat
liposom dugc do (90,8nm) sau qué trinh hydrat héa bot dong kho dé tiém, va
hiéu qua bao nang bing 97,5%.

Th nghiém 1

Lay san pham cua vi du 2 1dm mau € nghién ciru ddc tinh héa 1y cia san

phidm thu dugc theo sing ché:

[Su phan b c& hat]: Mot lugng méu thich hgp duge pha lodng bing nudc
sau d6 dugc do bing phuong phép tan xa 4nh sdng dong hoc (Dynamic Light
Scattering, DLS). Bu6c séng phat hién: A=633nm; géc phat hién: 173°; nhiét do
phét hién: 25°C. C& hat dugc tinh theo cudng d. Su phan bd c& hat duge thé
hién trén fig 1. C& hat trung binh bang 85,9nm.

[Hinh thai hoc]: Mt lugng mau thich hgp di dugc pha lodng dugc 14y ra,
lu6i dong dugc dat 1én trén gidy loc sach, miu dugc cho chay nhé giot 1én ludi
ddng, dwoc 1am kho bang axit phosphovonframic, va duoc quan st bing kinh
hién vi dién tir truyén qua (TEM, JEM2010, Japan Electronics Co., Ltd.) sau khi
khé. Hinh théi hoc dugc thé hién trén fig 2. Hinh dang cua liposom irinotecan
hydroclorua 14 cdu tric 16p kép dic trung va phén 16n c& hat 1a duéi 200nm. N6

phu hop véi két qua duge do bang phwong phép tan xa anh sang dong hoc.

[Hi¢u qui bao nang]: Phuong phap x4c dinh ham luong dugc chét: Cot:
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6x150mm, 5um); pha dong: axetonitril —
dung dich dém KH,PO, 0,05M (d6 pH duoc didu chinh dén 4, chira 1%
trietylamin) = 20:80; nhiét d6 cot: 40°C; thé tich tiém: 20ul; téc do dong: 1,0
ml/phnt.
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Phuong phap xéc dinh hi€u qua bao nang:

1ml dung dich mAu duogc cho vao binh dinh muc dung tich 10ml va duogc
pha loang b%lng nude dén vach dinh mirc. Sau d6, dugc lic déu va duoc siéu loc
bang thiét bi siéu loc 8010 (cong ty MILLIPORE). Phn loc diu tién dugc loai
b6 va phin loc ké tiép dugc gir 1am dung dich mAu. 20ul dung dich mau v mAu
d6i chimg dugc dua bing pipet vao sic ky 1ong va ghi lai sic ky d6. Ham luong
dugc chit tr do ciia ché phim dugc xdc dinh bing phwong phap chuin ngoai,
dugc ky hiéu 1a W. Téng lugng dugc chit trong san phim ndy dugc xac dinh
béng phuong phap xac dinh ham luong, duoc ky hién 1a W,. Hiéu qua bao nang
duogc tinh theo cong thirc sau:

Hiéu qua bao nang =‘W;W;le 00%

o

Két qua x4c dinh: Hiéu qua bao nang ciia san phdm bang 99,4%.
[Thir nghiém cac yéu cd anh hudng]: Cac yéu td anh huéng duogc xac dinh

bang c4ch dé sin phdm dudi cac diéu kién khac nhau. Két qua duoc thé hién

trong bang dudi day:
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Két qua cho thiy ring miu nhay cdm véi anh sdng. Dudi 4nh sang chdi,
mAu bi chuyén thanh mau vang, ham lugng bi gidam va ham luong cac chét lién
quan ting mot c4ch dang ké. Hiéu qua bao nang va c& hat mau khong c6 su thay
d6i dang ké & nhiét do 40°C, trong khi d6 cic ham lrgng céc chit lién quan ting
it. Cac hat kich thudc 16n dugce tao ra trong miu dudi diéu kién nhiét do thép
hodc tan gid-két dong. Xét thdy & nhiét do cao phospholipit khéng 6n dinh va
trén co s& két qua thir nghiém cac yéu t6 anh huéng, thdy ring san phim nén

dugc bao quan duéi di€u kién nhiét d6 thap va toi.

[Thir nghiém hiéu qua chita bénh khang khéi u in vivo]

Tén thudc: Liposom chtra irinotecan hydroclorua (Liposom CPT-11 ) (duoc
diéu ché theo vi du 2) duoc cung cép bd1 Shanghai Hengrui Pharmaceutical Co.,
LTD.. Thubc tiém chira irinotecan hydroclorua (CPT-11) dugc cung cép béi

Jiangsu Hengrui Medicine Co., LTD..

Phuong phap diéu ché: Thubc duoc pha loing bing dung dich nudc mubi

dén ndng d6 can cé.

Dong vat thi nghiém: chudt tryi 16ng BALB/cA, 6-7 tudn tudi, chudt c4i (Q),
dugc mua tir Shanghai Slac Laboratory Animal Co., LTD.. Certificate No.:
SCXK (Shanghai) 2007-0005. Moi trudong: mic SPF.

Quy trinh thi nghiém:

Chudt tryi 16ng dugc tiém t€ bio ung thu rudt két cia ngudi Ls-174t vio
dud6i da. Sau khi cac khéi u phat trién dén thé tich 150-300mm’, chudt dugc chia
ngau nhién thanh c4c nhém (d0). Liéu lugng va ché do lidu duoc thé hién trong
bang duéi day. Thé tich khdi u va khbi lugng cia chudt dugc do va dugc ghi lai
2 dén 3 14n m&i tudn. Thé tich khéiu (V) dugc tinh theo cong thirc sau:

V=1/2xaxb? trong d6 a, b 14n luot 14 chidu dai va chiéu rong.
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Két qua:

Ca liposom CPT-11 va CPT-11 trc ché d4ng ké su phat trién cia t& bao ung
thu rudt két cua nguoi Ls-174t & chudt trui 16ng. Liposom CPT-11 phu thudc vao
lidu lugng trong viéce trc ché sy phat trién ctia Ls-174t. 4/14 khéi u thodi trién mot
phén khi liposom CPT-11 dugc tiém véi liéu cao (3mg/kg). Hiéu qua tri bénh cia
liposom CPT-11 bing véi CPT-11 (10mg/kg) khi liposom CPT-11 dugc tiém véi
lidu cao (1mg/kg). Két qua nay chi ra ring hiéu chira bénh cua liposom CPT-11
ting it nhat 10 14n so véi thudc tiém CPT-11. Két qua chi tiét dugc thé hién trén
fig 3.
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YEU CAU BAO HQ
1. Liposom chira irinotecan hodc irinotecan hydroclorua, dic trung & chd,
liposom nay chira irinotecan hoéc irinotecan hydroclorua, phospholipit trung tinh
va cholesterol, va ty 1& khéi luong giita cholesterol va phospholipit trung tinh
hﬁm trong khoang tir 1:3 dén 1:5, dic trung & chd, ty 18 khéi luong giita
phospholipit trung tinh va irinotecan hoic irinotecan hydroclorua nim trong
khoang tir 2:1 dén 5:1, tot hon 13 ndm trong khoang tir 2,5:1 dén 4:1, va trong d6
phospholipit trung tinh nay bao gdm phosphatidylcholin ddu tuong dugc hydro

hoa.

2. Liposom theo diém 1, dic trung & chd, phospholipit trung tinh nay 13
phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hoa.

3. Liposom theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, ddc trung & chd, ty 18
gita cholesterol va phospholipit trung tinh nim trong khoang tir 1:3,5 dén 1:4,5,
t6t hon 1 bing 1:4.

4. Liposom theo diém bat ky trong sb cic diém néu trén, dic trung & chd,

liposom nay dugc diéu ché bing phwong phap gradien ion.

5. Liposom theo diém 4, dic trung & chd, liposom ndy cé gradien ion duoc tao ra
bdi dung dich dém gifta pha nuéc bén trong va pha nudc bén ngoai cia liposom,
t6t hon 13 pha nuéc bén trong liposom nay cé ndng d6 ion cao hon pha nuéc bén

ngoai.

6. Liposom theo diém bit ky trong s6 cac diém néu trén, dic trung & chd,
liposom ndy con chira dan xuét lipit ctia polyme wa nudc, t6t hon 13 polyetylen

glycol 2000-distearoyl phosphatidyl etanolamin (DSPE-PEG;).

7. Liposom theo diém 6, dic trung & chd, ty 18 khdi luong gitra dan xuét lipit cta
polyme wa nuéc va irinotecan hoic irinotecan hydroclorua nim trong khoang tir

0,2 #n 0,4.

8. Liposom theo theo diém bat ky trong s cac diém néu trén, dic trung & chd,
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liposom nay con chira phospholipit mang dién tich, trong 6 phospholipit mang
dién tich ndy dugc chon tr nhém bao gbém dilauroyl phosphatidyl glyxerol,
dipalmitoyl phosphatidyl glyxerol, distearoyl phosphatidyl glyxerol, dimyristat
phosphatidyl glyxerol, phosphatidylserin cia axit dioleic, dioleoyl phosphatidyl
glyxerol, axit dilauroyl phosphatidic, axit dimyristat phosphatidic, axit distearoyl
phosphatidic va hdn hop clia chiing, va ty 18 khbi luong giita phospholipit mang
dién tich va phospholipit trung tinh nim trong khoang tir 1:5 d@n 1:100.

9. Liposom theo diém 1, dic trung & chd, liposom nay c6 ty 18 khbi luong cac
thanh phﬁn nhu sau: |

- irinotecan hydroclorua: 1

- phosphatidylcholin ddu trong dugc hydro hoa: 3,4-3.8

- polyetylen glycol 2000-distearoyl phosphatidyl etanolamin: 0,34-0,38

- cholesterol: 0,8-0,95

va ty 1€ gilta cholesterol va phosphatidylcholin ddu twong dugc hydro hda
bing 1:4.

10. Phuong phép diéu ché liposom duogc x4c dinh trong diém bét ky trong sb cac
diém tir 1 dén 9, dac trung & chd, phuong phép diéu ché nay bao gdm cac budc |
sau:

1) didu ché liposom tréng bing phuong phap bit ky trong sb cac phuong
phap tir A d&én D sau: '

A. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol trong etanol khan hozic hon
hop dung méi chira etanol khan va rugu tert-butylic theo ty 16 mong mubdn, tron
hdn hop ndy véi dung dich dém dé thu dugc liposom trdng thé sau khi loai bd
etanol bang cach chung cét & ap suat thip, va sau d6 didu ché liposom tréng c6
& hat mong mudn bang cach sir dung thiét bj déng nhit héa &p suét cao va/hoic
thiét bi ép dun;

B. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao clorofom hodc hén hop
dung méi clorofom-metanol theo ty 16 mong mudn, tao ra mang lipit bing thiét bi
cd quay, bd sung dung dich dém dé hydrat héa nhim thu duoc liposom tréng thé,

va sau d6 di€u che liposom trong c6 c& hat mong muon bang cach st dung thiét
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bi dong nhit héa ap suit cao va/hodc thiét bi ép dun;

C. tron phospholipit trung tinh, cholesterol va dung dich dém theo ty 1¢
mong mubn, sau d6 diéu ché liposom tréng c6 ¢ hat mong muén bang cach st
dung thiét bi df“mg nhét héa ap suit cao va/hoic thiét bi ép dun;

D. hoa tan phospholipit trung tinh va cholesterol vao etanol khan hosic hdn
hop dung mai chira etanol khan va rugu tert-butylic theo ty 1é mong muén, tron
hén hop ndy véi dung dich dém, va sau d6 diéu ché liposom tréng cé c& hat
mong mudn bing cach sir dung thiét bi ddng nhit hoa ap suét cao va/hodc thiét bi
ép dun;

2) tao ra gradien ion giita pha nudc bén trong va pha nudc bén ngoai cia
liposom tréng: thay thé pha nuéc bén ngodi cla liposom tréng dé tao ra gradien
ion gitta pha nudc bén trong va pha nudc bén ngodi ciia liposom tréng;

3) didu ché liposom chura dwoc chét: diéu ché dung dich nudc chira
irinotecan hydroclorua, bd sung né vao thé phan tén chira liposom tréng c6
gradien ion, va sau d6 U thé phéan tan nay dé thu dugc liposom chira duoc chét

dudi dieu kién dun néng va khuay.

11. Phuong phap diéu ché theo didm 10, ddc trung & chd, sau budc 3) didu ché
liposom chira dugc chit phuong phap niy con bao gbm budc sau:

4) loai bd dugc chét tr do va ¢d miu: bd sung moi trudong dém vao liposom
~ irinotecan hydroclorua, loai bé dugc chét khong dugc bao nang bﬁng cach s

dung thiét bj dong tiép tuyén, va c6 mAu dén thé tich thich hop.

12. Phuong phap diéu ché theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 10 d&én 11, dic
trung & chd, dung dich dém néu trén dugc chon tir nhém bao gém dung dich dém
chira cac mudi ion Na ¥, K *, Fe**, Ca 2*, Ba>*, Mn®**, Mg?*, Li *, NH**, H * va

hdn hop ctia chiing.

13. Thuoc ti€ém liposom chira liposom chira irinotecan hodc irinotecan

hydroclorua theo diém bat k¥ trong sé cac diém tir 1 dén 9.

14. Thubc tiém liposom theo diém 13, dic trung & chd, thubc tiém nay con chia

chat 1am on dinh, trong d6 chit 1am én dinh ndy dugc chon tir nhém bao gbm
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axit etylen diamin tetraaxetic, dinatri cia axit etylen diamin tetraaxetic, dicanxi
clia axit etylen diamin tetraaxetic va hdn hop ciia chiing, t6t hon 13 dinatri cta
axit etylen diamin tetraaxetic; ty 1é ciia chit 1am én dinh duogc bd sung nim trong
khoéng tir 0% dén 0,5% (khdi lugng/thé tich), va ty 16 nhé nhit khong phai bing
0%. ‘

15. Thudc tiém liposom theo diém 13, dic trung & chd, thudc tiém ndy 13 thudc

tiém dang 16ng hodc bdt dong kho dé tiém.

16. Thudc tiém liposom theo diém 13, dic trung & chd, thubc tiém nay con chira
chat diéu chinh 4p suét thdm thiu, trong d6 chét diéu chinh 4p suét thdm théu nay
dugc chon tir nhém bao gém glucoza, sucroza, sorbitol, manitol, natri clorua,
glyxerin, histidin va hydroclorua cta chung, glyxin va hydroclorua ctia né, lysin,
serin, axit glutamic, arginin, valin va hdn hop ctia chiing; ty 1& cia chit didu
chinh 4p suit thim thdu dugc bd sung nim trong khoang tir 0% dén 5% (khéi
lugng/thé tich), va ty 1¢ nho nhit khéng phai bing 0%.

17. Thubc tiém liposom theo diém 13, dic trung & chd, thudc tiém nay con chira
chét chéng oxy hoéa, trong d6 chét chéng oxy hoa nay dugc chon tir nhém bao
gdm chét chéng oxy héa d& tan trong nuéc va chét chéné oxy héa dé tan trong
dau; trong d6 chit chéng oxy héa d& tan trong ddu duoc chon tir nhém bao gbm
a-tocopherol, a-tocopherol suxinat, a-tocopherol axetat va hén hop chiing; chét
chéng oxy héa dé tan trong nuéc duge-chon tir nhém bao gbm axit ascorbic, natri
bisulfit, natri sulfit, natri pyrosulfit, L-xystein va hdn hop ctia ching; ty 18 chét
chéng oxy héa duge bd sung nim trong khoang tir 0 dén 0,5% (khéi Irong/thé
tich), va ty 1& nho nhat khong phai bing 0%.

18. Thubc tiém liposom theo diém 15, dic trung & chd, thudc tiém nay 14 bot
dong kho dé tiém, thudc tiém nay chira chit bao vé thanh phin dong kho, va

dugc bao ché biang cach dong khd.

19. Thudc tiém liposom theo diém 13, dic trung & chd, thuéc tiém nay c6 ty 18
khéi lugng cac thanh phin nhu sau:
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- irinotecan hydroclorua: 1

- phosphatidylcholin ddu trong dugc hydro héa: 3,4-3,8

- polyetylen glycol 2000- distearoyl phosphatidyl etanolamin: 0,34-0,38
- cholesterol: 0,8-0,95
- dinatri cua axit etylen diamin tetraaxetic: ' 0,05-0,09

va ty 1€ giita cholesterol va phosphatidylcholin du trong dugc hydro héa 1a
1:4.

20. Quy trinh bao ché thudc tiém liposom dugc xé4c dinh trong diém bét ky trong
s6 cac diém tir 13 dén 19, dic trung & chd, quy trinh ndy bao gdbm phuong phéap
diéu ché theo diém bét ky trong sb cac diém tir 10 dén 11.

21. Quy trinh bao ché theo diém 20, dic trung & chd, quy trinh bao ché ndy con
bao gdm cac budc sau: |

dinh lugng thé tich, khir tring, va déng goi: diu chinh ndng d6 dugc chit
chtra liposom, dinh lugng thé tich, khir tring bﬁng cach loc, nap vao cac lo nho
va han kin dé thu dugc thude tiém liposom; hodc

b6 sung chit bio vé thanh phdn déng kho vao miu thudc liposom, didu
chinh nE‘)ng d6 dugc chét, dinh luong thé tich, khir tring bﬁng cach loc, nap vao
cac lo nhd, han kin, sau d6 dong khd dé thu dugc bot dong kho dé tiem.
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=—O=" Chét din thubc

—a— CPT-11" Liposom 1,0mg/kg
—i— (CPT-11 Liposom 3,0mg/kg
w3t e CPT-11 10me/kg

Thoi gian sau khi tiém tinh mach (ngay)

FIG. 3
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