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(57) Sdng ch& dé cap dén quy trinh ché tao ché€ phdm hat nano boc alpha
" mangostin (AMG) bao gém c4c budc: a) chudn bi pha phan tdn c¢6 chda AMG
hoa tan trong dung moi thich hop; b) chuin bi dung dich chit mang: B-
xyclodextrin trong nuéc dugc phan tdn déu trén may rung siéu am; c) chudn bi
dung dich PEG 400 (polyetylen glycol) dugc phan tdn deu trén mday rung siéu
am; d) tao dung dich nanomangostin: Dung dich AMG/PEG400/B-xyclodextrin
/H,0 theo ti 1& x4c dinh; va e) san phdm dé qua dém va ly tam; san phdm 12 hén
hop déng nhat & dang 16ng ¢6 mau vang. Ngoai ra, séng ché con dé cap dén ché

pham hat nano thu dugc tir quy trinh nay.
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Linh vie k§ thuit dwge dé cip

Giai phép hiru ich thude linh vuc cong nghé nano: ché tao ché pham hat nano
boc chit ¢6 hoat tinh sinh hoc tu nhién nhim ting kha niang phan tan cia chit nay
trong nudc, nho do tang sinh kha dung cua chét. Cu thé 1a dé cap dén quy trinh ché tao
hat nano boc chét xanthon tu nhién a-mangostin (AMG) phan tan t6t trong nudc dé
tmg dung trong diéu tri cac bénh lién quan dén biofilm va ung thu.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

AMG t6n tai & dang bot, khé hoa tan trong nude. Ti 1é hoa tan chi dat khoang
2ug/ml (phai ding dung méi hiru co 1am chét dan). Do vay kha ning khuéch tan qua
mang biofilm hay xdm nhép vao té bao bi han ché, khi xir Iy cic bénh lién quan dén
biofilm va t& bao nhu ung thu. Sang ché nay dé cap dén AMG & dang nano héa sur
dung hé chit mang don gian, c6 kha ning phén tén tt trong nudc, nang cao kha ning

hd trg diéu tri bénh clia chat nay.

Ché phém tao ra c6 chita AMG da duoc nano hda vdi kich ¢c& <200nm va co do
khuéch tan trong nudc tang 1én tir 500 - 1000 lan (1-2mg/ml)

Céc sang che va bai bdo mdi nhat vé nano hoa cac hop chat tu nhién cd hoat

tinh sinh hoc cao trong va ngoai nudc giup tang do tan trong nudc cd the ké deén la:

Anitha Krishnan Nair va cdng su trong US 2011/0229532 A1 da néu 1én quy
trinh ché tao hé vi nhil twong ctia hop chit thudc nhém polyphenol than diu bing cach
sit dung siéu 4m v&i chat hoat dong bé mit dang khong ion va mét dung moéi dang

khong ion dé tang kha ning hoa tan trong nudc.

Bakulesh Mafatlal Khamar va dong su trong US 2013/0225689 A1 néu lén quy
trinh ché tao nano curcumin & dang léng, dang mudi duoc dung va cac dan xuit cua
curumin nhim ting sinh kha dung hodc kha nang trc ché t& bao. Tir d6, khang dinh tac

dung ctia nano héa véi do tan cia curmin trong hi¢u qua ho tro dicu tri.

Pan-In va cong su da tong hop thanh cong hat nano mang AMG trén chit nén
ethyl xenluloza va methyl xenluloza (ECMC) dé xir ly Helycobacteria pillory va
Propionibacterium acnes. Mdc du cac tac gia da thu dugce hat voi hoat tinh sinh hoc
mong mudn nhung kich thudc hat van tuong d6i 16n (>500nm) va dé bén ciia hat ciing
can duogc cai thién dé c6 thé c6 tng dung hiéu qua hon trong thyc té (Pan-In P et al.,
2015, J Pharmacol Sci. 129(4): 226-232)
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Yao va cdng sur da thong bdo tao duoc hat nano mang AMG st dung chét mang
14 polyethylen glycol— axit polylactic (PEG-PLA) dé xir ly bénh Alzheimer. Cac tac
gia ’dé tao duoc hat nano PEG-PLA c¢6 kich thudc 94,26 + 4,54nm va ¢6 thé zeta la
—32 £ 0,43mV véi kha ning phan tan dén cic co quan nhu ndo va gan duoc cai thién.
Céc tac gia cho ring téng hop hat nano mang AMG c6 thé 1a cach hitu hiéu cho viéc
tmg dung ctia AMG d xtr Iy bénh Alzheimer (Yao L, et al. , 2016, J Control Release.
226: 1-14).

Qiu va cong su di tao duge mot hé din nano méi dya trén hat vang. Hé thong
nay dugc thiét ké ¢ mang cac chét co hoat tinh nhung ky nude. Hé théng 1a mot 0
hop két hop cua hat vang/polyethyleneimin (AuNPs/PEI) va B-xyclodextrin da sulphat
hoa (CD). Céc chét xyclodextrin dang anion dugc gn vao cac phan tir nano mang dién
tich duong bang cac lién két ion. AMG sau d6 dugc bao gbi vao cac hat nano
AuNPs/PEI/CD nay. Hé nano két hop nay c6 kich thuéce khoang 100nm khi x4c dinh
dudi kinh hién vi TEM (transmission electron microscopy) va cé thé zeta duong (+30
+ 3mV). Diéu tha vi 1a cac nghién ciu in vitro budc dau cho thdy no tre ché su phat
trién ctia cac dong té bao ung thu tuyén tién liét PC-3 va DU145 tot hon so vdi dang
AMG tu do (Qiu S, et al., 2016, Bioorg Med Chem Lett. S0960-894X(16)30329-8).

Co6 thé nhan thiy ring cdc dang hat nanomangostin tao dugc van can duoc tiép
tuc t0i uu vé hé mang dé€ c6 cau tric don gian hon, khuéch tan tot trong nudc ma van

thé hién dugc hoat tinh sinh hoc mong mudn, dic biét theo hudng xtr ly bénh biofilm.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Muc dich ciia sang ché nay la tao ra ché phiam hat nano boc AMG
(nanomangostin) c¢6 kha nang phan tdn tt trong nudc, lam ting sinh kha dung, ting
kha nang tmg dung, déng thoi khic phuc duoc cac thidu sot cua cac quy trinh cong
nghé da biét. Quy trinh theo sang ché bao gdm céc budc:

a) chuan bi pha phan tdn c6 chita AMG hoa tan trong dung méi thich hop;
b) chudn bi dung dich chit mang: B-xyclodextrin trong nudc dugc phan tan déu trén
mdy rung si€u am;
¢) chuan bi dung dich PEG 400 (polyetylen glycol) dugc phan tan déu trén méay rung
si€éu am;
d) tao dung dich nanomangostin: Dung dich AMG/PEG400/3-xyclodextrin /H,O theo
ti 1€ xac dinh; va
e) sau d6 san phim dé qua dém va ly tim; san phdm 12 hdn hop dong nhit & dang long
c6 mau vang.

Séng ché cling dé cap dén ché phém hat nano boc AMG thu dugc tir quy trinh

néu trén.
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M ta vin tit cac hinh vé
Fig 1. Cong thic clia AMG, cong thirc hoa hoc: CoyHysO04. Khdi luong phan tu:
410.466.

Fig 2. La so dd quy trinh tao hat nanomangostin.

Fig 3. Kich thudc hat nanomangostin do trén may DLS.

Fig 4. Anh FE-SEM ctia hé hat nanomangostin.

Fig 5A. Pudng chuin dinh lugng o-mangostin trong cdc mau phan tich.

Fig 5B. Séc ki @6 HPLC (UV 245 nm) cta chét chi thi a-mangostin (A) va mau

nanomangostin (B).

Fig 6. La biéu d6 thé hién kha ning tc ché sy hinh thanh biofilm ctia vi khuan .
mutans cua hat nanomangostin (NMG).

Fig 7. Kha ning giy chét t¢ bao vi khudn S. mutans trén biofilm ctia hat

nanomangostin.

Fig 8. Hinh thai nhéan t€ bao khi xir Iy véi AMG va NMG. Céc té bao ung thu (10° t
bao/ml) duoc xtr Iy voi cac chdt AMG va NMG. MAu dugc quan sat dudi kinh hién vi
Olympus CKX41 & d6 phong dai 100 X. (A). Pbi chimg; (B). Xt Iy AMG; (B). Xiur ly
NMG.

M0 ta chi tiét sang ché
Quy trinh ché tao ché phém hat nano gitta mét hop chét tu nhién c6 hoat tinh

sinh hoc cao 14 AMG v6i mot chit mang polyme B-xyclodextrin va hop chit hoat dong
bé mit c¢6 tinh than nude nhu PEG 400 bao gém cac budc:

a) Chuén bi pha phén tdn c6 chira AMG (d6 sach > 96% cia Sigma) 50mg/dung
moi etanol (C,HsOH) trén méay khudy tir trong thoi gian 2 gio, téc do tir 400 -
500 vong/phiit dé tao thanh dung dich ddng nhét hoan toan.

b) Chuén bj dung dich chit'-mang: Dung dich B-xyclodextrin trong nudc theo ti 18
50mg/10ml nudc dugc phan tan déu trén méay khudy tir trong thoi gian 2 gio,
tbc d6 khudy tir 400 - 500 vong/phut dé tao thanh dung dich ddng nhit hoan
toan.

¢) Chuén bi dung dich PEG 400 (Sigma) theo ti 1& 0,15ml/10ml dung dich etanol
va nudc (ti 18 1:4) duge phéan tan déu trén may rung siéu am trong thoi gian 2
gi0, & nhiét do phong.

d) Tao dung dich hat nano: Dung dich AMG/PEG 400/B-xyclodextrin/H,O theo ti
1€ 50mg/0,15ml/50mg/10ml duqé dua vao thiét bi tao hat trong thoi gian 3 gio,
& nhi¢t d6 phong.
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e¢) Thu san phdm: san phdm sau d6 duoc khudy qua dém dé loai bo dung moi va
dugc ly tAm & tde d6 5000 vong/phut trong thoi gian 10 phut. San pham 14 hdn
hop ddng nhét & dang 1ong c6 nong d6 AMG dat 1-2 mg/ml.

Bang 1: Thanh phén hé dung dich nanomangostin

bac tinh bon vi Gia tri
Dang tdn tai Long Dang dung dich mau vang
Ty trong g/ml > 1,03
Kich thudc tidu phan Nm <200
Ham lugng hén hop AMG mg/ml 1-2
pH 6,5-38,0

Vi du thye hién sing ché
Vi du 1: Ché tao hé nanomangostin theo cac chi s6 & bang 1
Bang 2. Thanh phan cac hop chét cua vi du 1

STT Thanh phan Ty 1& Khoi luong
1 AMG 0,1% 500mg/100ml
2 PEG 400 1,5% 1,5ml/100ml
3 Etanol 96° , 120ml
4 f3-xyclodextrin 0,1% 500mg/100ml
5 Nudc Vira da 600ml

Tién hanh tht nghiém diéu ché theo quy trinh cta sdng ché

a) Chuén bi pha phan tin c6 chita AMG hoa tan trong dung méi thich hgp nhu etanol
(C,HsOH) trén may khudy tlr trong thoi gian 2 gio, tdc do tir 400-500 vong/phiit dé tao
thanh dung dich déng nhat hoan toan.

b) Chuén bi dung dich chit mang: Dung dich B-xyclodextrin trong nudc theo ti 1€
500mg/100ml dugc phén tan déu trong 100ml nudc trén may khudy tir trong thoi gian
2 gid, toe dd tir 400 -500 vong/phut dé tao thanh dung dich ddng nhat hoan toan

c) Chuén bi dung dich PEG 400 theo ti 1& 1,5ml/100ml dung dich etanol va nudc (ti
1& 1:4) duoc phan tin déu trén mdy rung siéu 4m trong thoi gian 2 gio, ¢ nhi¢t do
phong.

d) Tao dung dich nano: Dung dich AMG/PEG 400/B-xyclodextrin/H,O theo ti 1&
500mg/1,5m1/500mg/100ml duogc dua vao thiét bi tao hat trong thoi gian 3 gio, ¢ nhiét
do phong.
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¢) Thu san pham: San phim dugc khudy qua dém dé dudi dung moi va dugc ly tdm
véi tée d6 5000 vong/phut trong thoi gian 10 phut. San pham 1a hdn hop dong nhét &
dang long c6 néng do AMG dat 1,2 mg/ml.
Xac dinh kich thudc hat: Hinh thai va kich thudc hat nanomangostin duoc xac
dinh bing cach st dung kinh hién vi dién tr quét phéat xa truong FE-SEM (Field
Emission Scanning Electron Microscope ) (FE-SEM, Hitachi-S4800, Japan).

Xac dinh d6 bén cia hat: Do bén cua hat nanomangostin duoc xac dinh béng
cach do kich thuéc cua hat trong dung dich trong mét thang sir dung mdy Dynamic
Light Scattering system (DLS, Zetasizer Ver. 6.20, Malvern Instruments — UK).

Xac dinh hiéu qua bao goéi: Ham luong AMG trong san phim cudi cing dugc
xac dinh bing hé thong sic ky long két hop véi khéi phd (Agilent 1260 Single
Quadrupole LC/MS System). AMG (Sigma-Aldrich) duoc st dung lam chit chuén.
AMG chuin duoc hoa tan vao metanol & ndng d6 Img/ml sau d6 pha lodng trong
metanol & cac ndng d6 khac nhau dé dung dudng chuén. Mau hat nanomangostin ciing
duoc chuén bi theo cach twong tu. Céac dung dich dugce tron déu va loc qua mang loc
¢6 kich thude 0,45um. Cac mau nay sau d6 duge phan tich sir dung may quang phd &
budce séng 245nm. Ham luong AMG duoc xac dinh str dung phuong trinh hoi quy xéc
dinh tir mau AMG chuén.

San pham tao thanh duge kiém tra bing cac phuong phép phan tich hién dai da
thu cac két qua nhu sau:

e DDLS kiém tra kich thudc hat va d6 phan tdn PDI

Két qua phan tich DLS cho 1 peak duy nhét, hoan toan khong c6 su két khdi,
tao ra cac tAp hop hat & vung kich thude 1én hon, véi gia tri PDI dat 0,11, khéng dinh
c4c tiéu phan nano phan tan ddng déu, kich thudc hat tap trung trong khoang 142nm
(Fig. 3)

o Do FE-SEM kiém tra hinh anh va kich thudc hat

Anh FE-SEM cho ta thdy cac tiéu phan dugc nano hoa co dang céu, nam phan b
déu, co kich thudc khoang > 100nm, hoan toan phu hop voi két qua DLS trinh bay &
trén (Fig 4).

e Do dd bén ctia hat
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Bang 3. Kich thude hat nanomangostin sau 1 thang theo doi

TT Kich thudc (nm) Cam quan
1 146 Mau vang nhat, khong duc
2 141 Mau vang nhat, khong duc
3 152 Mau vang nhat, khéng duc
4 148 Mau vang nhat, khong duc
Xéc dinh hi¢u qua bao goi:

Ham luong AMG cta hat duge xac dinh sir dung phuong phap HPLC cho théy
¢ dinh tring véi AMG chudn (Fig. SA). Dua vao duong chuan (Fig. 5B) xé4c dinh
duoc ham lugng AMG trong dung dich NMG 1a 1,08 mg/ml. Hiéu suat bao géi dat
72%.

Vi du 2. Banh gia tac dung tic ché su hinh thanh biofilm cta vi khuan S . muzans

Céc nghién ciru trude ddy da cho thay cac vi sinh vat sdng trén biofilm (biofilm
cells) thuong c6 kha nang chéng chiu céc chét khang khudn cao hon so véi cac té bao
sdng tu do (planktonic cells). Viéc loai bd cac biofilm bing con duong truyén thdng sir
dung khéng sinh 1a khong hién thuc vi tinh chéng chiu cao cta cac té bao trén biofilm.
Su thich nghi cao vé trao dbi chit cta céc t& bao nay véi kiéu sdng trén biofilm va hon
thé nita, c6 thé 1am xuét hién nhimg ching vi khuan khang khéng sinh. Nhu vay, kiém
soat cac bénh gay ra do biofilm, trong dé cé bénh sau rang, hién nay dang tép trung
vao viéc tim kiém nhitng chit khang khuan c6 kha ning lam tén thuong hay can thiép
v&o su hinh thanh biofilm cta vi khudn géy bénh la cac chién lugc hiru hiéu. Panh gia
anh hudng cua NMG so v61 AMG [én su hinh thanh biofilm dugc thuc hién thong qua
viéc nghién ciru anh hudng ciia n6 1én sinh khéi ctia biofilm ctia vi khudn gay su rang
chu yéu & nguoi 14 Streptocococcus mutans. Sinh khdi biofilm (EPS) cta S. mutans
trén cac dia nudi cay plastic 96 giéng da duogc thu lai dé xac dinh trong luong kho va
so sanh véi mau ddi ching sir dung thude nhudém 1% leuco crystal violet (LCV) va do
d6 hap thu & budc song 595nm. Két qua thu duoc cho thdy khi xtr Iy véi NMG va
AMG 150uM sinh khéi biofilm (polysaccharit ngoai bao) giam 54% va 27%, theo thir
tu (Fig. 6). Nhu vdy, NMG tc ché su sinh tdng hop exopolysaccharit (EPS) ngoai
bao.

Vi du 3: Panh gia tac dung giét t& bao vi khuan S. mutans trén biofilm

Biofilm sau 24 gid phét trién & didu kién khong xir Iy va co xir ly voi AMG
150puM va NMG 150puM da duge quan sat dudi kinh hién vi huynh quang dong tu quét
laser (Olympus, Tokyo, Japan) st dung thuéc nhuém huynh quang LIVE/DEAD
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BacLight (50:50 thé tich/thé tich) va quan sit té bao séng (mau xanh) va t& bao chét
(mau do). Hinh anh biofilm thu dugc cho thiy ca AMG va NMG déu gdy chét manh té
bao so véi ddi chimg (Fig.7).

Nhu vay, hat nanopolyme boc AMG c6 kha ndng phén tan trong nudc va thé
hién dugc hoat tinh khang biofilm giéng nhur AMG chua duoc nano hoa. Két qua nay
cho thdy trién vong clia viéc timg dung hat nanomagostin trong xu ly cac bénh lién

quan dén biofilm.
Vi du 4: NMG lam thay dbi hinh thai nhan té bao ung thu ph6i A sy

Quan sét hinh thai nhan, & miu xtr Iy chdt AMG, hinh thai nhén khéng c6 nhiéu
khéc biét so v6i miu d6i ching. Nhung & mau té bao c6 xir ly hoat chit NMG thi nhan
té bao to hon nhiéu so v6i dbi ching (Fig. 8).

Nhitng hiéu qua dat duoc ctia sing ché

Hé nanomangostin ¢é chira cc tiéu phan nano o-mangostin, véi noéng d6 AMG
dat trong khoang tr 1-2mg/ml véi kich thuéc tiéu phan trong khoang < 200nm; gia tri
PDI dat 0,12; c6 do 6n dinh cao tai d6 pH 7 trong thoi gian dai (1 thang), dap Ung yéu
cdu clia qua trinh van chuyén cac hat tiéu phan AMG téi dich mong mudn. Hoat tinh
khéng biofilm va khang t& bao ung thu in vitro cla hat nanomangostin duoc thé hién
tuong duong v6i dang AMG chua nano hoa tan trong dung méi hitu co.
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YEU CAUBAO HO
1. Quy trinh ché tao ché phim hat nano boc alpha mangostin (AMG) bao gdm cac
budec:

a) chudn bj pha phin tan ¢6 chta AMG hoa tan trong dung mdi etanol
(C,HsOH) trén mdy khudy tir trong thoi gian 2 gio, tde do tir 400 -500 vong/phut dé
tao thanh dung dich déng nhét hoan toan;

b) chuén bi dung dich chit mang: dung dich B-xyclodextrin trong nudce theo ti 1¢
500mg/100ml dugc phan tin déu trong 100ml nude trén may khudy tir trong thoi gian
2 gid, tbe do tir 400 -500 vong/phit dé tao thanh dung dich ddng nhét hoan toan;

¢) chuin bi dung dich PEG 400 theo ti 1& 1,5m1/100m! dung dich etanol va nudc
(ti 1& 1:4) duoc phan tan déu trén may rung siéu am trong thoi gian 2 gio, ¢ nhiét do
phong;

d) tao dung dich nano: dung dich AMG/PEG 400/B-xyclodextrin/H,O theo ti 1&
500mg/1,5ml/500mg/100ml dugc dua vao thiét bi tao hat trong thoi gian 3 gio, ¢ nhiét
do phong; va

e) thu san phdm: san phdm dugc khudy qua dém dé dudi dung mdi va dugc ly
tam véi toc do 5000 vong/phut trong thoi gian 10 phut; San phim 1a hdn hop ddng
nhit & dang 1ong ¢6 ndng d6 AMG dat > 1,0 mg/ml.

2. Ché phdm hat nano thu dugc tir quy trinh theo diém 1.
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Fig. 1
AMG f3-xyclodextrin/PEG 400
Dung mdi hoa tan Nudc,
(etanol) rung siéu am
Hbn hop ddng nhét Dung dich chit mang
H¢ hat nano Ly tam
Hdn hop AMG/ B-xyclodextrin/ Dich ddng nhat
PEG 400/ H,O
Fig. 2
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