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chat va/hoac hoat chat dung dé chuén dodn bénh va/hodc chat dung trong m¥
phdm ma hau nhu dugc hoa tan béi mang liposom, thé phan tdn liposom cé do
on dinh tang d6i vdi viec gidi phong hoat chat va/hoac chit ding trong m§ phdm
tir liposom thu dugc tu quy trinh néu trén, va duge phdm hoidc m§ phdm chita thé
phan tan liposom 6n dinh nay. Quy trinh diéu ché c6 thé bao gém cic budc loai
nudc va hydrat héa lai thé phan tén liposom ma cdc buéc niy cé thé duoc thuc

hién bang céch sdy phun.
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Linh vuc ky thuit dwge dé cap

Sang ché d& cap dén quy trinh didu ché liposom c¢6 kha ndng chira gia ting cac
hoat chét dung trong duoc phém va/hodc dung dé chdn doan bénh va/hodic cac chit
dung trong m§ phidm ma vé co ban dwoc hoa tan boi mang liposom, thé phén tan
liposom c6 d§ 6n dinh gia ting v& dic tinh gidi phéng hoat chét va/hodc chit dung
trong m§ phim tir liposom thu dugc tir quy trinh nay, va dugc phdm hoic m§ phdm
chira thé phan tan liposom &n dinh da néu. Quy trinh diéu ché nay c¢6 thé bao gdm buéde
loai nuéc va budc hydrat hoa lai thé phan tan liposom, cc budc nay c6 thé dwoc thue

hién bing céach séy phun.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Liposom 14 cdu tric nhan tao dang tti bao gdm céc mang don 16p hodc da 16p
bao quanh ngén chtra nuéc. Thong thudng nhét, mang liposom dugc tao ra tir 16p mang
kép lipit, nhung ching cling c6 thé bao gém céc hop chit ludng phin dang monome va
polyme, ké ca céc loai ludng phin, polyme va polypeptit khac (Antonietti and Forster
2003). Liposom dugc hinh thanh mot cach ty nhién khi lipit dugc phén tén trong moi
tredng nudce trong cac didu kién thich hop. Hau hét cac liposom ¢6 dic tinh khong doc,
khong c6 tinh khang nguyén va d€ phan huy sinh hoc do chiing ¢6 dic tinh phén tir cia
mang clia dng vat ¢6 vi. Cac duge chit va cac hop chét wa chét béo hoic ludng phan
c6 thé duoc két hop vao mang liposom, cdc dugc chit va cac hop chat va nude 6 thé

dugc bao nang trong nhan nude cua liposom.

Trong nhiing nim gan day, liposom da tr& thanh mdt cong cu quan trong dé
phan phéi thubc trong nganh cong nghiép dugc phdm (Gregoriadis 1995). Liposom ¢d
kha ndng anh hudng dén dugc ddng hoc nhd viée giai phéng kéo dai duoc chét vao co
thé hodc lam giam tdc dung phu bang cach han ché ndng o tu do cua dugc chit. Bing
cach gin két phdi tir véi liposom hoic lam cho chung tich dién, liposom tao diéu kién
thuén lgi cho viéc phan phdi huéng dich céc duoc chit dén vi tri tac dung mong mudn.
Bén canh Ung dung trong dugc pham, liposom ciing thuong duoc st dung cho my
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pham.

Trong Gng dung d6i véi dugc phdm hodc m§ pham, khi liposom dugc sit dung
@& phan phdi hoat chét, thi viéc quan trong 13 kiém soat va t6i wu héa kha ning nap
hoat chét ctia ché phidm liposom va d6 n dinh cta ché pham liposom duoc nap cac
hoat chét hodc hop chit dung trong m§ pham nay. D6 dn dinh cta ché phim 13 mot diic
tinh rit quan trong trong qua trinh didu ché, bao quan va tmg dung ché phim. Trong
nhiéu truong hop, do dn dinh vé mat vat ly hodc hda hoc cia san phérn liposom 1a han
ché, diéu nay can phai dugc xem xét khi 1ap ké hoach cho quy trinh diéu ché (thoi gian
gitt), bdo quan (do dn dinh trong thoi han st dung) va 1_'Ing dung cia san phém (dd bn

dinh trong st dung).

Pbi voi tng dung trong dugc pham, ché phim liposom thudng dugc dung bang
cach tiém. Do vy, liposom phai ¢6 mit trong pha nuéc trong cac didu kién thich hop
dé dung qua dudng tinh mach (intravenous - iv) hodc trong mang bung (intraperitoneal

- ip).

Ché pham liposom ding trong dugc pham can phai ddp ung duoc cic tiéu
chudn chét lwong cuc ky nghiém ngit. Hau hét cac san phim liposom 16ng hién nay
déu khong 6n dinh trong khoang thoi gian bado quan dai, do chung trdi qua céc qua
trinh phén huy hoa hoc va vat 1y. Tuy nhién, d6i véi duge phidm, mong mudn ¢6 duoc
ché phdm cudi cing 6n dinh trong khoang thoi gian it nhat tir sau thang dén hai ndm &
nhiét do trong phong hodc & nhiét do trong ti lanh. Cac yéu t§ nay han ché kha nang su
dung liposom 1am chét mang thuc cho céc hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc. Bé dat duoc

cac yeu cau nhu vy doi voi liposom, céc k¥ thudt loai nuge da dugce phat trién.

Do 6n dinh dai han cua ché phdm liposom ting 1én nhidu khi chiing dugc loai
nude va bao quan & dang ché phim kho cha khong phai 14 ché phim léng. Trude khi
tiém, san phdm liposom khd cn phai dugc hydrat hoa lai trong méi trudng nude thich
hop tao ra huyén phu nudc dé dung. Do d6 6n dinh cia ché phim liposom da dugc
hydrat hoa lai c6 thé con bi han ché béi céc qua trinh phén hiy hoa hoc va vat ly, viéc
gia ting d6 6n dinh trong stt dung cia huyén phu liposom s&n sang dé ding ngay 1a

mdt muc ti€u quan trong khéc ctia cong nghé bao ché dugc pham.
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Phuong phap én dinh hoa thuong duge st dung ddi v6i huyén phu liposom
trong nude bang cach sdy dong dugc mb ta trong patent My s 4,229,360 va 4,247 411,
Trong quy trinh siy déng, huyén phd liposom dugc lam dong lanh va sau d6 lam giam
ap suét, gitip loai bo nudc da dong lanh nhd qué trinh thing hoa. Thong thudng, huyén
phi nude chira t4 dugce, nhu dwdng, dé ngin ngira hodc giam thidu cac sai s6t tao ra do
viéc dong lanh va loai nudc gy ra. Quy trinh sy dong tao ra liposom trong chét nén
bdo vé 1a td dugc ma tlir d6, sau khi hydrat hoa lai, s& thu dugc san phém l6ng da néu
trudc day. Nhu da duge bdc 19 trong patent My s6 4,880,635, liposom cé thé duoc bao
vé khdi céc tac dong bét loi ctia bude loai nude va bude hydrat hoa lai nhod sy ¢6 mit

cua duong bao v¢, khong chi & bén ngoai, ma con & bén trong liposom.

Phuong phap siy phun, vi du nhu da duge boc 10 trong patent My s6 5,089,181,
12 mot quy trinh khac dé bao ché ché phdm liposom da duoc loai nuée 6n dinh. Quy
trinh nay da dugc cai bién cho phu hop tir quy trinh trong nganh cong nghiép thuc
phim va sir dung budc nguyén tir héa huyén pht thanh céc giot nho bing cach phun
huyén phu d6, va sau d6 lam bay hoi moéi truong ra khdi cac giot nho nay & nhiét do
cao. Tuong tu quy trinh siy déng, huyén phi liposom c¢6 thé chtra t4 duge, nhu dudng,
dé bao vé mang liposom. So véi quy trinh sdy dong, quy trinh sdy phun c6 vu diém
dang ké khi 4p dung & quy md 16n trong cdng nghiép, do n6 cho phép dat cong sudt san
xuit cao hon véi chi phi thdp hon va cac két qua cong nghé c6 thé diéu chinh duge.
Tuy nhién, nhiét do cao & phuong phap nay khién cho cac hoat chat da dwoc bao nang

cling nhu cdc mang lipit déu phai chiu g suét.

Pé lam 6n dinh huyén phi chira dugc chit hoa tan trong nugc da dugce bao nang
trong liposom dé sdy phun, patent M s6 4,895,719 boc 16 cach can bing ndng do thim
thiu cao & bén trong dugc tao ra do ndng d dugc chét hoa tan bén trong cao v6i ndng

dd tham thau cao ngang bang clia mdi truong xung quanh.

Dé lam 6n dinh dugc chét ky nudc trong pha nude cta liposom, tai liéu WO
2007/005754 boc 10 cach tao phuc dbi véi duge chat nay bing cac xyclodextrin truéc
khi bao nang. Dugc chét ky nuéc & dang phirc dugc giir lai trong liposom & ndng do
cao, ngay ca véi sy c6 mit clia gradien tham thiu chuyén mang do xyclodextrin gdy ra.

Tuy nhién d6 dn dinh cua hoat chét da duoc dua vao mang liposom khong duge boc 10.
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Su ¢6 mit cla cac chét tan ¢ hoat tinh thdm thiu, nhu duong hodc ion, ¢ bén
trong hodc bén ngoai fna‘lng liposom tao ra lyc thim thiu. Cach ma gradien thAm théu
chuyén mang tac dong 1én ciu truc va dong luc hoc cia mang sinh hoc da dugc nghién
clru trong céc tai liéu, va cdc md hinh nhim mé ta hién tugng gidng nhu méi quan hé
ing suét-sirc cang va sy phan giai da dugc dé xuét (Ertel, Marangoni et al. 1993;
Hallett, Marsh et al. 1993). Mot cach van tét, thir nghiém bai tac gia va phuong phap
phan tich kém theo chi ra ring sy trerong nd 1én cua liposom & tmg sudt thim thiu nhat
dinh tiy thudc vao kich thude cia chiing. Su truong né 1én t6i diém hiéu sudt toi han
phu thudc kich thudc da duoc md ta, tai d6 xay ra sy phan giai (lot qua). Céc diéu kién

ma trong do liposom dugc mong doi 1a c6 trang thai cing thich hgp da dugce dua ra.

Lién quan dén viéc diéu ché liposom chtta dugc chét ua chit béo c6 thoi han su
dung tang, tai liéu WO 2004/002468 boc 16 quy trinh diéu ché liposom chita paclitaxel.
Liposom nay dugc tao ra trong dung dich dém nén nudc chira trehaloza, tao ra huyén
phit liposom ¢6 ndng do thim thdu bén trong va bén ngoai liposom ngang bing. Sau
do, huyén phu liposom trong nuéc duge loai nude. Quy trinh loai nudce c6 thé duge
thuc hién bing cach sdy dong hoic sdy phun. Pon yéu ciu cép doc quyén sang ché nay
boc 16 mdt sd quy trinh dé sdy dong huyén phi liposom d néu. Sau khi loai nuéc, ché
phdm liposom c¢6 thé dugc hydrat héa lai bang cach bd sung nuéce hodc dung dich nuéc
vao. Tai liéu ndy khong dua ra dit liéu so sdnh v& d6 dn dinh khi sir dung clia cac ché
phim liposom da duoc loai nudc bang cach sy dong hodc bing cach sdy phun trugce

khi hydrat hoa lai chting.

Don yéu ciu cép patent chau Au s§ EP 1795184 Al boc 10 phuong phéap san
xuét bot tir dung dich nuéc chira cac hat keo co thé 1a liposom. Bot thu dugc ¢d thé

dugc hoan nguyén dé thu duge cac ché phdm chaa liposom trong nuée.

Véi tinh trang k¥ thuat néu trén, vin dé co ban dugc gidi quyét boi sang ché 1a
quy trinh bao ché liposom, chtra it nhdt mot hoat chét ua chit béo va/hodc chat ding
trong my phim véi ty 1& giira chét nay va chat béo 1a cao va ¢6 do 6n dinh cao, dac biét
1a do on dinh v& mét vat ly, va giai phong chit nay ra khoi liposom. Dic biét, séng ché
lién quan dén quy trinh diéu ché ché pham liposom c¢6 thoi gian gift trong qua trinh
diéu ché va d6 én dinh khi st dung kéo dai, trong d6 quy trinh nay bao gdm budgce loai

nudc nhanh.
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Vi viy, giai phéap cho van dé néu trén dat dugc theo sang ché bing cich dé xuét
cac phuong an néu trong cic diém yéu cau bao h va duge md ta chi tiét hon trong

phin mo ta sang ché.
Bin chit ky thuit cia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a dé xuét giai phap cho céc van dé néu trén, dé 1a ché
phém liposom, trong d6 mg suat cang trén mang liposom dugc gy ra béi lyc thim

théu, va quy trinh bao ché ché phim liposom nay.

Cu thé, sang ché d& xuét quy trinh bao ché huyén phu liposom trong pha nudc
v6i it nhdt mot hoat chit va/hodc chat dung trong my phdm c6 mait trong mang
liposom, trong dé huyén phil néi trén bao gdm it nhat mot chét c6 hoat tinh thim thu
trong pha nuéc, va trong d6 nong do thim thiu cua pha nuéc bén trong thé tich da
dugc bao nang liposom, Ojeng, 161 hon ndng d6 thdm thiu cua pha nudc bén ngoai thé

tich d& dugc bao nang liposom, Opgg;.

Liposom dugc dac trung bdi sy ¢6 mit clia tng suit cing trén mang liposom
(liposom dugc tao Ung suat). Chung c6 thé thu duge truc tiép trong qua trinh tao

liposom hodc & budc xit 1y bat ky sau khi tao liposom.

Liposom d4 dugc tao tng sudt c6 thé thu duge bang cach tac dong truc tiép dén
ndng do thdm thiu cua pha nudc bén trong va/hodc bén ngodi liposom hoic bing cach
lam thay d6i cdc dic tinh mang, nhu doéng goi phén tir, cia mang liposom, trong d6

liposom ¢6 mat trong mdi trudng cé nong dd tham thau nhat dinh.

Liposom d& dugc tao tmg sudt c¢6 thé duge bao ché truc tiép v6i hoat chit
va/hodc chit dung trong m§ phim c6 mat trong mang liposom. Theo cach khac,
liposom di duoc tao Ung sudt c¢6 thé dugce didu ché khong cung véi chit ma sau do

dugc thém vao liposom.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit quy trinh diéu ché ché phdm liposom bao

gdm céc budc:
a) tao ra ché pham liposom tht nht chira huyén phu liposom trong pha nudc,
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trong d6 liposom nay chira it nhit mot mang, trong dé mang nay bao thé tich pha nuéc
da dugc bao nang trong liposom, va pha nudc nay chira it nhdt mot chit c¢6 hoat tinh
thim thiu va ¢6 ndng d6 thim thiu toan phan ban dau 12 Oy, b) sau d6 tao ra gradien
thim thau trong pha nudc cta ché phim nay, trong d6 ndng do thAm thu cua pha nuéce
bén ngoai thé tich da dugc bao nang liposom, Opg, 12 thép hon néng d6 thim thiu cua
pha nuéc bén trong thé tich da dwoc bao nang liposom, Oy, dé tao ra ché phdm

liposom thir hai (d3 dugc tao ing suét),

¢) tiy ¥, loai nuéc ctia ché phdm liposom thir hai (d3 dugc tao ting sut) dé thu

dugc ché pham da duoc loai nude,
d) tiy ¥, hydrat héa lai ché phdm da duoc loai nude.

T6t hon, néu ché phim liposom & buéc a) chira it nhit mot hoat chit hodic chét
ding trong m§ phim trong mang liposom. Theo cach khéc, chit nay c6 thé duge bd
sung vao & giai doan sau clia quy trinh san xuét.

Budc b) ¢ thé thuc hién bang cach lam giam ndng d6 thdm thiu toan phin ban
dau O, cta huyén phu liposom thu dugc tir bude a) dé tao ra ché phim liposom da

dugc tao ing sudt co néng d6 tham thau toan phén 0, thép hon nﬁ“)ng d6 thAm thau O;.

Budc b) co thé duge thuc hién bing cach pha loang huyén phu liposom thu
dugc tir bude a) bing méi trudng nude co ndng do thim thiu thip hon 01, hoic bing
cach thim tach huyén phi bing moi trudng nuéc ¢6 ndng do tham thiu thip hon O,.

Theo cach don gian nhét, huyén phu liposom dugc pha logng bing nudc.

Theo séng ché, gradien thdm thau c6 thé dugc tao ra hodc dugc thay ddi & cac
giai doan khac nhau trong qua trinh diéu ché ché pham liposom. Hon nita gradien thdm
théu c6 thé thay dbi mot 1an hodc nhidu 1an & mot s giai doan cta quy trinh diéu ché.
Piéu nay c6 thé dat dugc d& dang theo céc quy trinh gidng hodc khac nhu dugc moé ta
sau day. Quy trinh didu ché ché phdm liposom lién quan dén tit ca cac budc duoc thuc

hién truée tng dung cudi cung cua huyén phu liposom.
Budce b) cua quy trinh theo sdng ché c6 thé bao gdm céc bude sau:

bl) loai nuéc ddi véi ché phdm liposom & buée a) dé thu dugc ché phdm
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liposom da dugc loai nude, va

b2) hydrat héa lai ché phdm liposom da duogc loai nudce trong céc diéu kién dé

tao ra ch€ pham liposom da dugc tao (ing suét, tot hon la trong moi trudng nude.

Tét hon, néu bude loai nuée duge thuc hién bing cach sy phun huyén phu

liposom.

Sang ché con d& xudt ché phdm thu duoc hodc c6 thé thu dugc theo quy trinh

néu trén.

Sang ché con d& xudt ché phédm liposom chtra it nhit mot hoat chét hodc chat
dung trong my phim trong mang liposom, trong d6 mang liposom & didu kién tng suét
cang.

Cu thé hon, sang ché dé xudt ché phim liposom chira it nhit mot hoat chit hoic
chit ding trong m§ phdm trong mang liposom, trong d6 liposom c6 mat trong pha 16ng
¢6 ndng do thidm thiu bén trong thé tich da duoc bao nang bing liposom (Ogrong) 16m
hon ndng 6 thim thiu cua pha 16ng bén ngoai cta thé tich da dwoc bao nang bing

liposom (Ongoz‘ii)'

Bét ngo 1a, cac tac gia sidng ché da phat hién ra rang huyén phu liposom chira
liposom, ma mang liposom cta né trong diéu kién (rng suat cing, c6 dd hoa tan cao

hon doi v6i cac hop chat ua chat béo.

Do d6, sang ché con dé xuét quy trinh diéu ché ché phdm liposom chira it nhét
mot duogc chit ua chét béo hodc hop chit dung trong m§ phim, quy trinh nay bao gdm

cac budoc:

i) tao ra ché pham liposom d& duoc tao ting suét, chira huyén phu liposom trong

pha nudec,

if) u ché pham liposom da dugc tao Gmg suat néu trén véi it nhat mot hoat chét

hoic chat ding trong my phdm wa chét béo, tuy y & dang khong hoa tan, va

iii) tiy y tch chit khong tan ra khoi ché phim liposom, t8t hon 1a bang céach loc

hodc ly tam,
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iv) tity y loai nuée dbi véi ché phdm liposom dugrc 1, va
v) tiy ¥ hydrat héa lai ché phdm liposom d3 dugc loai nuéc nay.

Liposom da dugc tao tng suit c6 thé thu duoc theo quy trinh bét ky trong sb cac
quy trinh néu trén. TSt nhét, ndu it nhit mot chét c6 hoat tinh thim thiu co mdt trong

pha nudc cia huyén phu liposom, trong d6 Oyeng 16n hon O,y

Tét hon, néu hoat chét hodc chit dung trong m§ phdm néu trén c6 do hoa tan

kém trong nudc.

Hoat chét hodc chét ding trong m§ pham néu trén 13 wa chét béo, va tét hon néu
c6 log P 16n hon 1. Tt hon nita, néu hop chét nay 1a taxan, tot nhét la paclitaxel hodc

chét dan xuét cua no.

D3 bit ngd phét hién ra ring kha ning chira cac hop chét wa chit béo, kém hoa
tan trong nude, nhu paclitaxel, cia mang liposom cé thé dugc cai thién, va sy giai
phéng cac hop chét nay ra khoi mang liposom c6 thé giam, khi mang liposom chiu tng
suat, dic biét néu pha nude da dugc bao nang bing liposom chira chét c¢6 hoat tinh
thdm théu hoa tan trong nude & ndng d6 cao hon bén ngodi pha di dwgc bao nang bing
liposom. Kha ning chtra hop chét wa chét béo véi luong 16n hon cda céc liposom nay
s0 V6i céc liposom khong c6 gradien ndng d6 cho phép didu ché ché phdm véi ty 18
mol hop chit/lipit cao hon, va cai thién d6 én dinh ciia mot sé ché phidm nhét dinh do

xu huéng giai phong hop chit ra khéi liposom giam.

Liposom chita tdc nhan ua chit béo trong ngin mang thuong it gidi phong hop
chit vao méi truong nuée néu co gradien tham th4u da néu. Phan doan can bang chira
chit va chit béo néu trén trong mdi trudng nude gidm. Vi vdy, nguy co ndng do cia
hop chét ua chit béo trong pha nude vuot qué giéi han d6 hoa tan va két tha ciing

giam.

Ngoai ra, da bit ngd phat hién ra rang liposom rong c6 gradien néu trén c6 kha
nang chira cac hop chét wa chét béo véi luong 16n hon, nghia la lugng phéan tir gam cta
hop chit va chit béo dugc hoa tan béi cung mot lugng liposom (tinh theo lugng phan

t&r gam lipit) 1a cao hon so véi liposom khong c6 gradien nay. Piéu nay c6 thé dat
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dwoc, vi dy, bang cach cho hop chét wa chét béo tiép xtc véi liposom réng nay.

P bit ngd phat hién ra rang, cac ché phim liposom thu dugc bang cach hydrat
hoa lai cac liposom dd duge loai nuée trude co phan bd kich ¢& ddng nhit, nhu duogc
biéu thi boi chi s§ da phan tan (polydispersity index - PI) thdp. Lién quan dén viéc
kiém tra chit lugng, ciing mong mudn thu duge sén phidm ddng nhét, dic biét la dé
dung trong dugc phim. Ngoai ra, huyén phu liposom theo sang ché c6 chi sb da phéan
tan hau nhu khong thay ddi trong khoang thoi gian dai. Pidu nay chi ra ring liposom
trong huyén phi theo sang ché khong két ty. Dic biét 1a dbi véi huyén phu liposom dé
dung qua dudng tinh mach, can phai tranh cac khdi két tu, do céc khéi két tu ndy c6 thé

lam ngh&n mach méau va do d6 dan dén tac mach.

Vé co ban, sang ché giai quyét van dé trong linh vuc k¥ thuat ndy biang cach dé
xut quy trinh lam n dinh céc tic nhan wa chét béo trong mang liposom ctia ché pham
liposom, ciing nhu duy tri kich ¢& va tinh da phén tan ctia ché phdm liposom da dugc
hydrat hoa lai. Két qua 13, do n dinh trong khi st dung cta ché phim cudi chua
liposom véi hop chét wa chit béo c6 thé duoc kéo dai. Bo én dinh cta liposom nay

trong qua trinh bao ché ché phim ciing c6 thé dugc kéo dai.

Trong nhiéu trudng hop, khoang thoi gian dé xir ly ché phdm léng trong qua
trinh didu ché (thoi gian giit) ché pham liposom bi han ché do nguy co giai phong
khong mong mudn tac nhan ra khoi liposom. Sang ché lam giam nguy co giai phong
dwoc chét, va vi vy cho phép xt ly lién tuc liposom trong qu4 trinh didu ché & quy mdo

thoi gian kéo dai va cho phép sap xép linh hoat quy trinh san xuét.

Cu thé hon, séang ché cho phép bao ché ché phim néu trén bing cach sdy phun
thay cho sdy dong. Trong quy trinh sdy dong, liposom dugc lam dong lanh va do vay
dugc On dinh ngay sau khi didu ché, vi vdy nguy co giai phong trong qua trinh diéu ché
14 thdp. Trong quy trinh sdy phun, ché phim Iéng duoc gilt trong pha long trong thoi
gian dai, do viéc siy phun mot mé nhét dinh c6 thé 13 vai gi0 hodc vai ngay. Do sang
ché cho phép gia ting do dn dinh cia ché phdm nhét dinh, c¢6 thé duge thuc hién busc
phun dai hon ma khong bi gian doan. Do siy phun thudng c6 luong nguyén liéu dau

vao nhi€u hon so v6i sdy dong, viéc san xuat & quy mo 16n 13 thuan tién va chi phi san
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xudt c6 thé giam, trong khi chat lrgng san phim duoc duy tri.

Ngoai ra, nguy co giai phong va két tinh dugc chit trong khodng thoi gian giira
bude hoan nguyén ché phim liposomal da dugc loai nuée va buée cho bénh nhéan dung
(d6 6n dinh trong khi st dung) giam. Viée két tinh c6 thé thic ddy su tao thanh cac hat
nh6 dudi mirc nhin thdy duoc, ma cac hat nay phai khong cé mit véi lugng vugt qua
giéi han nhét dinh trong san phdm dé diing qua dudng tinh mach. Trong nhiéu trudng
hop, chi dat dwgc do 6n dinh trong khi st dung & mic vai gio, ddy 1a mét tré ngai
trong thyc tién 14m sang. Vi vay, dd on dinh trong khi st dung & mtrc do du l1a cuc ky

quan trong trong (rmg dung thyc tién clia céc san phim duoc phdm hoic m§ phdm nay.

Thong thuong, viée diéu ché liposom st dung cac dung mdi hitu co, nhu etanol,
thuong dugc tim thdy trong céc san phdm liposom da dugc loai nude, va do vay duogc
tim thiy trong huyén phu liposom da dugc hydrat héa lai ¢6 ngudn gbc tir nd. Dic biét
la trudng hop céc ché phdm liposom da dugc loai nudc bang cach sdy dong (dong kho
nhanh). Tuy nhién, mong mudn ring céc san phdm liposom dugc st dung dé dung cho
ngudi chira cang it dung mdi hitu co cang tét. Sang ché cho phép loai nuéc bing cach
séy phun, tao diéu kién thuan loi cho viéc loai bé hau hét hodc toan bd dung moi hitu

co con lai, dong thoi thu dugce liposom ¢6 dd 6n dinh cao.

Déng thoi véi cac vu diém néu trén, sang ché co thé dugc thuc hién mot cach dé
dang va khong tén kém. Cac thiét bi ky thuét phuc tap, cling nhu viéc bd sung céc
thanh phan khic vao ché phim néu trén, 1a khong cdn thiét. Chét c6 hoat tinh thdm
thdu dugc st dung dé thuc hién sang ché 1a da biét tir cdc ché phidm liposom dugc loai

nude nhu d@ duge boc 19 trong patent M§ s 4,880,635 hoic WO 2004/002468.
M5 té viin tit cac hinh vé

Hinh 1: Lugng paclitaxel dugc hoa tan béi cac ché phdm liposom véi ndng do
lipit 1a 10mM va ndng d9 trehaloza tong 1& 10% (khéi luong). Liposom thu duoc tir
ché phim tién than c6 dic bing cach pha lodng bing nude. Toa dd bibu thi ndng do
ban déu, nghia la, dit liéu & 10% trehaloza, thu dugc tir huyén phu chua dugce pha
lodng, va dir liéu & 40% trehaloza, thu dugc tir huyén phu chua dugc pha lodng ma ¢o

ham luong trehaloza ban dau 1a 40% (khéi lugng), va 40mM lipit, va duge pha lodng
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bang nudc theo ty 18 1+3.

Hinh 2: Téc ¢ dém ctia 10mM DOTAP/DOPC liposom thu dugc tir ché phim
¢d dic chira 30mM lipit trong 30% (khdi lugng) trehaloza. Dung dich nay dugc pha
lodng bing hdn hgp nuée/trehaloza dén ndng do trehaloza chung khac nhau nim trong
khoang tir 30% dén 10% (khdi lugng). TAt ca cac ché phadm déu c6 ndng do lipit cudi
12 10mM, nhung gradien ndng d¢ trehaloza gitta pha dugc bao nang va pha nuéc tu do

duoc biéu thij trén truc x.
Mo ta chi tiét sang ché
binh nghia

Thudt ngt “khoang”, trong ngit canh lién quan dén tri sb vé lugng, c6 nghia la
do 1éch trung binh t8i da +/- 20%, t6t hon 13 +/- 10%, cta tri sb da chi ra. Vi dy, luong
nam trong khoang 30 %mol lipit & dang cation c6 nghia 12 30 %mol +/- 6 %mol va tt
hon 1a 30 %mol +/- 3 %mol lipit & dang cation theo tdng ndng do phén t& gam cua

lipit/ ludng phan.

Cac thuat ngtr “hoat chat” hoc “tdc nhan c¢6 hoat tinh” ¢ nghia 1a hop chit
hodc hén hop gém cac hop chét, c6 hoat tinh sinh hoc hodc vét ly cu thé, nho do no ¢o
thé dugc ding lam tic nhan dé chdn dodn, phong ngira, hodc diéu tri bénh hodc tinh
trang bénh ly cho ngudi hodc dong vat. Céc tdc nhan tri liéu nhu cac dugc chét va cac

tac nhan dung trong chan doan 1a cdc vi du quan trong vé hoat chét theo sang ché.

Thuét ngtr “ty trong kh6” ctia liposom dugc dung trong ban md té nay c6 nghia
1a khéi lwong cua tit ca cac hop chét ciu thanh liposom néu trén, ké ca cac hop chat
dugc bao nang bdi liposom, nhung khong bao ham khdi lwong nude chua trong
liposom nay, chia cho thé tich cia liposom trong pha nudc, trén co s& ¢& hat liposom
Zirung binh- 1TONg MOt vi du rit cu thé, ty trong kho cua liposom c¢6 thé 1a khéi luong
DOTAP, DOPC, paclitaxel, axit xitric va trehaloza chta trong liposom, chia cho thé
tich liposom trong pha nuéc. Ty trong kho clia liposom cé thé dugc xac dinh theo cic

phuong phép siéu ly tm nhu dwoc mé ta trong phan vi duy.

Cac thudt nglt “mdi truong nudce”, “chat 16ng nén nudc” hodc “pha nude” dugce
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sir dung trong ban md ta nay dé chi nguyén lidu 16ng chtra nudc. Theo mot s§ phuong
an, nguyén liéu léng cha it nhit 50% (khéi lugng), it nhét 70% (khdi luong) hodc it
nhit 90% (khdi lugng) nude. Theo cdc phuong an khéc, nguyén liéu 16ng khong chira
dung moi hitu co. Pha nudc cé thé chira mot hodc vai hop chét. Vi vay, thé phan tén
trong nudc, huyén phit nuée va nhil tuong, trong do pha lién tuc 1a nudce, ciing 1a cac vi
du v& chit 1ong nén nuée. Chét 16ng nén nude chira nguyén lidu thé keo duéi day doi

khi duoc goi 12 thé phan tan dang keo chtra nudc hodc dung dich nuéec.

Thuat nglr “cation” dugc dung trong ban md ta nay dé chi tac nhan cé dién tich
thuc duong hodc dién the zeta duong trong cac diéu kién moi trudng twong ung. Theo
sang ché nay, cac di€u kién moi truong dung dé chi cac diéu kién trong d6 do6 pH nim

trong khodng tir 3 dén 9, tét hon 1a nim trong khoang tir 5 dén 8.

Thuat ngir “d6 6n dinh héa hoc” cua hop chét wa chit béo dugc dung trong ban
md ta nay dé chi su thay ddi dang ké cua cdu truc hoa hoc gde, va duge dinh nghia [a
mic thay d6i hoat tinh khoang 5% so véi tri sb thi nghiém ban dau (hop chét gdc), tdt
hon la khoang 2% hoac su xuét hién cua cac san phém phén gidi déc hiéu vugt qua tiéu
chi chdp nhén dugc cia né vé khia canh gi¢i han d6 doc va khia canh an toan. Ddi véi
cac hop chét ua chit béo nhu paclitaxel, d én dinh hoa hoc c6 thé dugc xac dinh theo
phuong phiap HPLC/LC MS/MS va thudng c¢6 nghia 1a mic san phdm phén hiy cua
hop chat nay it hon 5%. Vi du v& san phdm phéan hay dién hinh cta paclitaxel 1a
BaccatinllIl, 7-Epi-Taxol v.v.. (Monography of Paclitaxel, USP26, [Jan.-Mar.2003],
USPC.Inc.).

Thuat ngit “hop chit ding trong my phidm” dugc dung trong ban mo ta nay dé

chi hop chét c6 tac dung dbi véi da hodc toc nguoi.

Céc thuat ngit “hoat chét dung dé chin doan” hoic “chét chdn doan” dugc dung
trong ban md ta nay dé chi tac nhan duge dung c6 thé dugc sir dung dé quan sat dac
tinh sinh hoc hodc tinh trang sinh hoc & dbi twong hodc mau theo cic phuong phap

khac nhau. Viéc quan sat nay c6 thé dugc sir dung dé chan doan.

Céac thudt nglt “sy loai nudc” hodc “khir nuée” duge dung trong ban mo ta nay

dé chi quy trinh rat nude ra khéi hdn hgp. Theo mdt sb phuong an, nuéc dugc rut ra
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khoi hon hop dén ham lugng con lai nhé hon khoang 10% (khéi lugng), tdt hon 14 nhé

hon khoang 5% (khdi lwong), tinh theo lugng nuée cé mat trude quy trinh loai nuée.

Céc thuat ngit “thé tich da dugc bao nang” hodc “pha di dugc bao nang” duge
dung trong bén mo ti ndy dé chi thé tich duoc bao quanh béi it nhit mot mang
liposom. Thé tich nay c6 thé dugc bao quanh bdi mdt mang trong liposom don 1op
hodc mét sé mang trong liposom da 16p. Vi vdy, pha dugc bao nang la khoang khong
gian nim bén trong liposom, nguoc lai thé tich bén ngoai thé tich da duoc bao nang
bang liposom hogc “pha (nuéc) tw do” la khoang khéng gian bao quanh liposom.
Trong truong hop liposom da 16p, thudt ngit da dugc bao nang va pha tu do duoc ding

dé chi thé tich bén trong va bén ngoai clia mang nhit dinh tir liposom da 16p.

Thuét ngr “thoi gian git” dung dé chi khoang thoi gian dé bao ché ché phim

16ng trong qua trinh san xuat ché pham liposom.

Thuét ngit “do dong nhit vé kich ¢3” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi su
phan b kich ¢& ciia quin thé hat. Do ddng nhét cao vé& kich ¢& hodc khoang phén b

cd hat hep dugc dic trung béi chi sé da phan tan thép.

Thuét ngir “lipit” dugc dung trong ban md ta nay dé chi nghia thong dung cia
n6 ¢ dang thuét nglt chung bao gém chit béo, lipit, cdc thanh phan hoa tan trong rugu-
ete cta chit nguyén sinh, ma khong hoa tan trong nude. Lipit thuong chira mot gbe va
nude va mot gde ky nude. Trong nuée, lipit ¢ thé tu thibt 1ap dé tao thanh mang hai
16p, trong d6 cac gbc wa nude (cac nhom trén dinh) huéng vé phia pha nugc, va céc
gbc ua chét béo (chudi axyl) duoc gin vao trong nhan hai [6p. Lipit cling c6 thé chira
hai gbc wa nude (ludng phan bola). Trong trudng hop nay, mang c6 thé duoc tao ra tur
16p lipit don duy nhdt, va khong phai 1a 16p lipit kép. Vi du dién hinh v& lipit theo
nghia nay la céc chét béo, diu béo, tinh dau, sap, steroit, sterol, phospholipit,
glycolipit, sulpholipit, aminolipit, chromolipit, va axit béo. Thuat ngit nay bao ham ca
lipit ¢ trong ty nhién va lipit tdng hop. Lipit duoc vu tién theo sang ché 1a: steroit va
sterol, ddc biét 1a cholesterol, phospholipit, ké ca phosphatidyl, phosphatidylcholin va
phosphatidyletanolamin, va sphingomyelin. Khi ¢6 axit béo, chiing ¢6 thé c6 chiéu dai

mach tir 12 dén 24 nguyén tir cacbon, chira dén 6 lién két do6i. Cac axit béo dugc lién
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két voi khung, c6 thé c6 ngudn gbc tir glyxerol. Céc axit béo thudc mdt lipit c6 thé
khac nhau (khéng dbi xtng), hodc c¢6 thd chi ¢c6 1 mach axit béo, ching han
lysolexithin. Ciing c6 thé c6 cac ché phim hdn hgp, dac biét 1a khi lipit khong phai 1a
cation thu duge tir ngudn ty nhién, nhu lexithin (phosphatidylcholin) duge tinh ché tix

long d6 tring, tim bo, ndo, gan hodc diu nanh.

“Liposom” la cAu tric mang nhan tao, tu déng, cé kich thudc khac nhau va ciu
tric khac nhau, trong d6 mét hodc vai mang bao mdt nhan nudc. Thong thudng nhét,
mang liposom dugc tao ra tir cac mang kép lipit, trong d6 nhém diu wa nude duge
huéng vé phia méi trudng nudc va mach lipit dugc bao trong nhan wa chit béo.
Liposom ciing c6 thé dugc tao ra tir cc phan tit ludng phin monome va polyme khac,
nhu polyme, ching han copolyme khdi, hodc polypeptit. Céc tui don 16p la cac liposom
dugc xéac dinh béi mot mang don bao mot khoang khong chira nude. Nguoce lai, cac tai
oligo- hodc céc tui da 16p dugce tao ra tir mot sé mang. Thong thudng, mang nay day
khoang 4nm va bao gdm céc lipit ludng phan, nhu phospholipit, c6 ngudn gbc tw nhién
hoic tdng hop., Pic tinh cua mang c6 thé ty ¥ duoc cai bién bang cach két hop céc
lipit khéc nhu sterol hodc céc din xuét clia axit cholic. Liposom véi cac mang ddc biét
linh dong trén co s& phospholipit véi nhiét do chuyén pha thip (nghia 1a thdp hon nhiét

dd cua co thé) doi khi con duoc goi 1 transfersom.

Thuat ngit “huyén phu liposom” duge dung trong ban mb ta nay dé chi hdn hop

liposom trong mdi trudng nude.

Céc thuat ngit “ché phdm liposom” hodc “hdn hgp liposom” dugc dung trong
ban mo ta nay dé chi hdn hop bit ky chua liposom, ké ca huyén phu liposom hoic hdn

hop da duogc loai nudce thu duoc tur huyén phu nay béng cach loai nude.

~, 66

Thuat ngit “ua chit béo” duogce dung trong ban md ta nay dé chi dic tinh cua hop
chit hoa tan tét hon 1a trong pha kiéu chét béo (vi du hydrocacbon), nhu pha vé co ban
chira lipit. Pac tinh wa chit béo cia hop chét c6 thé dwoc mo ta béng hé sb phan bd
(log P). Hop chét theo séng ché c6 log P 16n hon 1, tdt hon nita 12 16n hon 2, t6t nhét 1a

16n hon 3.

Thuat ngtr “log P” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi hé sb phan b6 cta hop
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chit gitra pha nuéc va pha octanol & 25°C. Thong thuong, log P cao hon ¢6 nghia la
tac nhan nay hoa tan tét hon trong octanol. Log P dugc xac dinh 1a ([ndng do cia tac
nhan trong octanol]/[ndng do cia tic nhan trong nuéc]). Ngudi c¢6 hiu biét trung binh
trong linh vyc k¥ thuat nay d4 biét rd cach xéac dinh log P ctia hop chét nhit dinh thong

qua thtr nghiém.

Thuét ngft “do hoa tan thp trong nude” duge dung trong ban mo ta nay dé chi
d6 hoa tan cta hop chit thip hon 0,1mg/ml, t6t hon nita la thdp hon 0,0 lmg/ml va tdt
nhit 1a thdp hon 0,00Img/ml trong nuéc & do pH sinh ly va nhiét do 25°C khi khong

c¢6 mit chét phuy gia ting cuong do hoa tan.

A

“Nong do tham théu toan phan” cua huyén phu liposom 1a tdng lugng chit c6
hoat tinh tham thiu c6 mit trong mot thé tich nhat dinh cua huyén phii nay chia cho thé
tich huyén phu. Dé tinh ndng do thdm théu toan phén, chét ¢6 hoat tinh thdm thu bén
trong va bén ngoai thé tich da dugc bao nang bang liposom cua huyén phi cing duge
xem xét. Theo séng ché, cac chix viét tit O, va O, dung d chi ndng do thdm thiu toan

phan.

Céc thudt nglt “Ogeng” VA “Opgoai” duge dung trong ban mo ta ndy dé chi néng
do6 thdm thiu bén trong va bén ngoai clia mang liposom tu déng. Pbi voi liposom don
16p, Opgoai 12 néng d6 thdm thAu cta pha nudce tu do, va Oy 12 néng d6 thdm thiu cua
thé tich da dugc bao nang. Pdi voi liposom da 16p, Oyong VA Opgoai 12 néng d6 thim
thdu bén trong va bén ngoai ctia mdi mang tw déng riéng biét. Theo sang ché, céc tinh
huéng €0 Orong 160 hon Oy 1 ddc biét thich hop. Khéc biét twong dbi gifta Oypg Va
Ongoai €O thé dugc khéao sat b%mg céc k¥ thuat ly tam, vi du béng k¥ thuét ly tdm hoac
siéu ly tm phan tich hodc didu ché. Do chit c6 hoat tinh thim théu thuong lam thay
ddi ty trong ctia pha nude, khac biét gitta Oyrong VA Ojpgoai €O thé dugc nhan biét dua trén
tinh ling cta liposom (Goormaghtigh and Scarborough 1986, Huang and Charlton
1971). Ngoai ra, gradien thim thiu c6 thé anh hudéng dén céac thong s cau truc cua
mang liposom, nhu ¢6 thé dugc xac dinh theo cac phuong phap nhu tia X hodc tin xa
notron, hodc theo kich ¢& liposom, nhu ¢6 thé duge xac dinh theo phuong phap tan xa

anh sang va phuong phéap tan xa tia X.
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Thuat ngit “chit c6 hoat tinh thdm thiu” dugc dung trong ban md ta nay dé chi
mdt chit hoa tan trong nuée ma hau nhu khong thé thim qua mang liposom. Vi du cu
thé 1a, vi du, ion hodc céc loai dudng, nhu glucoza, hodc trehaloza ma c6 thé duoc b?ly
mdt cach hitu hiéu trong liposom, trong khi cac phén tir nu6c biéu thi kha ning thim
cao va do vy, trong ban mo ta nay, nudc khong duge xem 1a chit c6 hoat tinh thdm
thau. Tinh chon loc theo d6 thAm cua cac hop chit khac nhau 13 diu hiéu chinh cua
liposom (Bangham et al., 1965). Tinh thim clia mét hop chét qua mot mang phu thudc

vao thanh phéin clla mang, trang théi pha va cac diéu kién ranh gidi.

Thuat ngit “ndng do thdm thiu” la téng ndng do phan tir gam ctia cac chét hoa
tan c6 mit trong dung dich nay, ké ca hoat chét va cac phén tr trg gitip, nhu ta dugc
thim thau dugc st dung d& lam cham tdc do giai phong hoat chat. Néu chét hoa tan ¢6
mit & dang phan ly, ion hoa, hodc dang két tu, thi n@ng d6 tham thdu duge dinh nghia
1a téng ndng do phan tir gam cla cdc dang phan ly, ion héa hozc dang két tu nay. Dong
gbp vao néng d6 thdm thiu cla mot dung dich dugc tao ra bdi chit hoa tan bt ky
trong dung dich d6 13 gin bing ndng dd cta chit hoa tan nay trong dung dich d6 chia
cho khéi lugng phén ti ctia n6. Vi vay, theo nguyén tic chung, khdi lwong phén tr ciia
mdt chat hoa tan cang 16n, thi ndng @ thim thiu cta chit hoa tan nay cang nhoé, va
dong gop cua chit hoa tan ndy vao ndng d6 thdm thiu toan phan cta dung dich cang
nhd. Khéc biét vé& nong dd thdm thau c6 thé dugc xac dinh theo mire thay dbi cac thong
sd héa ly khac nhau, nhu ty trong, ty trong electron, chiét sut, hodic dd nhét, c6 thé

dugc xac dinh theo cac phuong phép da dugc thiét 1ap trong hoa ly.

Thuat ngtr “lipit tich dién 4m” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi lipit co

dién tich thuc am.

Thuat ngit “dugc phim” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi hdn hop gdm hai
hodc nhiéu thanh phén khac nhau c6 dugc tinh khéc duge tinh clia mdi thanh phén.
Theo séng ché, hai hodc nhiéu thanh phin c6 nghia 1a thé phén tan dang lipit hoic thé
phan tdn dang keo va mot hoat chét, tlly y ciing véi chit mang, chit pha lodng va/hodc

ta dugc dugc dung.

Thuét ngir “On dinh ve€ mit vat ly” clia liposom dugc dung trong ban mo ta nay

-17-



22325

@& chi sy thay ddi trang thai vat Iy cua liposom. Liposom 13 6n dinh khi trang thai vat
ly duge duy tri. Mot khia canh quan trong cua tinh 6n dinh vat ly 1a su giadi phéng hop
chit duoc bao trong mang liposom vao mdi trudng nudc cia huyén phi liposom. Su
giai phong hop chit 1a déu higu cta tinh khong 8n dinh v& mit vat 1y. Su giai phong
hop chét ra khéi mang c6 thé din dén su gia ting ndng d6 va su két tu hop chét do
trong mdi trudng nude. Trong trudng hop taxan, sy két tu c6 thé quan sat duoc nho
hién tuong tao ra céc tinh thé taxan hinh kim. Mirc d6 két tinh coa taxan c6 thé duoc
xac dinh bing cach quan sat bing mét thuong ché phdm liposom léng, bing kinh hién
vi quang hoc, phép do chin anh sang hodc tan xa anh sang. Kich c& liposom va su

phan b theo kich ¢& ciing 12 cac ddu hiéu vé tinh trang vat Iy ctia huyén phi liposom.

Thuat ngit “da phan tdn” 1a sy phan bd kich ¢ hat trong khoang rong déi véi
mot mau hat nhit dinh, vi du huyén phu liposom. Mgt ti€u chuin dé danh gid mac do
da phén tan 1a chi s6 da phén tan (polydispersity index - PI), thu dugc theo phuong
phdp phan tich ntra bat bién ddi vé6i dir liéu quang phd tuong quan photon (photon

correlation spectroscopy - PCS).

Thuat ngit “chi sé da phan tan” (PI) 1a s6 khong thu nguyén thu dugc theo
phuong phdp phén tich nira bit bién déi véi két qué tir cdc phép do quang phd tuong
quan photon (PCS) (Koppel 1972). Phén tich nira bit bién lam cho mo hinh c6 thé d&
dang phu hgp dit liéu PCS, ma tr d6 thu dwgce Zyyng pinn, 12 sb do vé kich ¢& hat, va tri
s6 PI, 1a s6 do v& do da phan tén. Cach tinh céc thong sd nay dugc xac dinh trong tai
lidu tidu chuédn ISO 13321:1996 E. Khi xac dinh kich c& hat, cac thuat ngtt PCS va
Dynamic Light Scattering (DLS), thuong dwoc sir dung dong nghia. K§ thuét nay do
dao dong cua cudng do anh sing phdn tan theo thoi gian, xay ra do céc hat trai qua
chuyén dong Browni. Phén tich cac dao dong cudng do nay cho phép xac dinh hé sd
khuéch tan ciia cac hat ma no dugc chuyén dbi thanh muc phan bd kich cd. Trong

pham vi cla sdng ch€ nay, PI va Zyngbinn duge xac dinh nhu duge md ta trong vi du 6.

Thuat ngit “quang phd twong quan photon” la ky thuat do dao dong cuong dd
anh sdng tan xa theo thoi gian xdy ra do cdc hat nay trai qua chuyén dong Browni.
Phan tich cac dao dong cudng do nay cho phép xic dinh hé sé khuéch tan cua cac hat,

ma n6 dugc chuyén ddi thinh mirc phan bd kich cd. Trong phép do kich ¢ hat, PCS va
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DLS thudng duge sir dung ddng nghia.

Thuét ngtr “lipit tich dién 4m” dugc ding ddng nghia véi cation lipit (dé dinh
nghia, xem phén dinh nghia “lipit cation™). Theo sang ché, t6t hon néu moi truong co

@ pH ndm trong khoang tir 3 dén 9, tét hon la tir 5 dén 8.

Thuft ngit “tinh 6n dinh” c6 thé chi tinh én dinh vét 1y cua liposom va tinh én

dinh hoéa hoc ctia mdi thanh phan (vi du lipit va hoat chit) chtra trong liposom nay.

Céac thudt nglr “liposom da dugc tao Gng suat” hodc “ché pham liposom d3 dugc
tao Ung suat” duge dung d€ chi liposom, trong d6 mang liposom chiu ¢ng suat cing, va

chi ch€ pham chura céc liposom nay.

Thuét ngit “Gng sudt kéo” trén mang liposom theo sang ché c¢6 thé duoc gly ra
bing cach st dung gradien ndng d¢ ciia chét c¢6 hoat tinh thAm thdu gitta pha nudc bén
trong va bén ngoai thé tich da dugc bao nang bing liposom. Néu ndng do thim thiu
bén trong Oy,ng cao hon néng d6 thim thu bén ngoai Oygais didu nay s& din dén sy gia
tang gradien 4p suit, AP, gitra thé tich duoc bao nang va thé tich tu do nho luc thAm
thdu. Ap sudt du dugc can bing véi stre cang bé mat, y, & mang liposom, trong d6 mbi
twong quan gitta gradien 4p sudt va sirc cing bé mit duoc thé hién theo phuong trinh

Young-Laplace da biét rd (Evans and Wennerstrom, 1994).

_AP-r
2

v

(Cong thuc 1)

Péi véi cac h¢ liposom theo sang ché, cin tinh dén vi€c 1a strc cang bé mat da
dugc gy ra lam gisn bé mat cia mang liposom, diéu nay c6 thé din dén su thay ddi
ban kinh, thé tich dugc bao nang, va, do vay, lam thay dbi néng d6 thdm thau cua thé
tich dugc bao nang nay. Mirc gian bé mit, AA, 12 ham sé cta strc cing b& mit phuy

thudc vao modun dan hoi ciia mang, «, va duge xéac dinh theo phwong trinh Young sau:
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(Codng thure 2)

Cong thte 1 1am 1 rang moi quan hé gifta strc ciing bé mit va ap suét phu thudc
ban kinh. Dbi v6i gradien ap sut nhét dinh, strc cing bé mit ting khi ban kinh tang.
Mirc tang dién tich va mirc ting kich ¢& twong tng clia liposom dbi véi liposom 16n 1a
16n hon ddi véi liposom nho. Dbéi véi cac hé véi suc céing bé mit nhit dinh, nhu bong
béng xa phong, gradien ap sudt Poén trong = Pbén ngoai tdng khi ban kinh tang, hodc, nbi

cach khéac, véi do cong ting.

Céc thuat ngit “hoat chét trj lidu” hodc “chét trj lidu” dugc dung trong ban md ta
nay dé chi tac nhén phong ngira hodc lam gidm murc dd cua tinh trang bénh ly & dong

vat, dac biét la & dong vat cd vu, tot hon la & nguoi.

Thuat ngir “phén tir nhd” duge ding trong ban mo ta nay dé chi phan tir ¢6 phén

tr lwong it hon khoang 2000Da.

Thuat ngit “dién thé Zeta” dugc ding trong ban mo ta nay dé chi dién thé tinh
do dugc cta hat & thé keo trong moi trudng nudce, duge do bang dung cy nhu Zetasizer
3000 c6 ap dung vi di¢én di Laser Doppler trong dung dich KCI 0,05mM & do pH
khoang 7,5. Dién thé zeta la dién thé & duong danh gi6i gitta dung dich dam dic va
viing cét thiy dong luc hoc hodc 16p khuéch tan. Thuat ngir nay ddng nghia v6i thuét
ngit “thé dién dong” do no6 1 dién thé cua céc hat hoat dong bén ngoai va chiu trach

nhiém vé tac dong dién dong clia hat.

Quy trinh diéu ché ché phim liposom theo séng ché c6 thé dugc thuc hién theo

cac budc sau:

a) tao ché phdm liposom thtr nhét chtra huyén phir gdm liposom trong pha nudc,
trong d6 liposom nay chtra it nhit mot mang, trong d6 mang nay bao quanh thé tich
dugc bao nang trong liposom ciia pha nudc va pha nuée nay chua it nhit mot chét c6

hoat tinh thdm thau va c6 néng d6 thAm thau toan phén ban dau, 0,4, sau do

b) tao gradien thim théu trong pha nuéc ctia ché phdm néu trén, trong d6 ndng
do thim thiu cia pha nuéc bén ngoai thé tich da dugc bao nang béng liposom, Oygoai,

thép hon ndng dd thdm théu cua pha nuéc bén trong thé tich da dugc bao nang bing
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liposom, Oyeong, dé tao ché phém liposom thtr hai (d8 dugc tao ung suét),

¢) thy y loai nudc ctia ché phdm liposom thir hai (da duoc tao ting sut) nay dé

thu dugc ché phém da loai nudc, va
d) tiy y hydrat hoa lai ché phdm da loai nudc nay.

Tot hon, néu ché pham liposom & budc a) chira it nhat mot tdc nhan wa chét béo
c6 mat trong mang liposom. Tuy nhién, tdc nhén wa chat béo cling c6 thé dugce bo sung

vao ¢ gial doan sau cla quy trinh san xuat.

Budce b) c¢6 thé duoc thuc hién bing cach lam giam ndng do thdm théu toan
phan ban dau O, ctia ché phdm liposom thu dugc tir budc a) dé tao ché phdm liposom
di dugc tao (mg sudt c6 ndng do thim thiu toan phin O, thip hon ndng d6 thim thau

O;.

Trong pham vi cia séng ché nay, viéc lam giam ndng d6 thim thiu toan phan O,
lién quan dén quy trinh, trong d6 ban diu ndng d6 thdm thiu cua moi truong nude bén
ngoai thé tich da dugc bao nang béng liposom, Opgeai, bi gidm. Néu gia st ban dau
néng do & tit ca cac ngan béng nhau, O; = Oyg0ai= Oyrong, thi trude tién su pha lodng chi
anh hudng dén pha nudce ty do, Opgoa, dan dén Ongoai< Olrong. Két qué 1a, gradien thidm
thdu gitta phin bén trong va phin bén ngoai ciia thé tich da dugc bao nang bang
liposom duogc tao ra. Ba hiéu ro réng, véi su b médt cua gradien thdm thAu, liposom cd
thé truong no, do mang ndy c6 thé thdm phan t& nude. Do dé, tic dung phu cta viéc
pha lodng con 12 ndng d6 thim thiu ctia moi truong nudce da dugc bao nang, O,, ¢6 thé
giam dén mot mirc nhét dinh. Mirc thay ddi tuyét déi cia ndng do thdm thau tuy thude
vao nhiéu yéu tb nhu, phan doan thé tich da duoc bao nang, kich ¢& liposom, dd dan
hdi ctia mang (Young’s modulus) v.v.. Vi vy, ty 1¢ gitta O; va O, khong nhét thiét phai

b?lng ty 1€ gilta Oyong VA Opges sau khi pha lodng.

Tuy nhién, vi¢c gidm nong do tham thau trong pha nudc ty do khdng duge bao
nang sé& dan dén sy tang gradien nong d0 tham thau Oyeng-Opgesi gitta phin bén ngoai va
phén bén trong clia pha dd dugc bao nang. Néu su truong nd do tng sudt thim thiu

xdy ra vuot ra ngoai mot yéu td nhat dinh, 15i trén mang c6 thé hinh thanh, cho phép
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gidi phong chét hoa tan ra khéi pha c6 ndng do thdm thiu cao hon sang pha c6 ndng do
thim thiu thdp hon. Pidu ndy s& lam giam gradien thdm thdu va ung sudt thdm thiu.
Mang c6 thé khép lai trong cac didu kién ting suét kéo tdi da va gi6i han quan trong tdi
da cta gradien thAm thiu dé tao ra 13. Vi vay hé nay c6 thé dugce xem 1a tu dn dinh, c6
nghia 12 néu 4p dung gradien du, thi cho du trong céc diéu kién cu thé ndo, hé nay cting
s& chap nhan trang thai gradien thim thiu ti da. Tac dung nay c6 thé dugc xem la

thuén lgi d€ ddm bdo cac diu kién 1dp lai trong qua trinh san xuét.

Liposom dugc str dung theo sang ché c6 thé chira cac lipit trung tinh, anion lipit
va/hodc cation lipit. Céc lipit trung tinh hozc anion lipit c6 thé dwgc chon tir céc sterol
hodc céc lipit nhu cholesterol, phospholipit, lysolipit, lysophospholipit, sphingolipit
hodc pegylat lipit ¢6 dién tich &m hodc khong c6 dién tich. Do dd, lipit khong c6 dién
tich va anion lipit hitu dung bao gdm: phosphatidylserin, phosphatidylglyxerol,
phosphatidylinositol (khong han ché & dudng cu thd), axit béo, sterol, chira nhém axit
carboxylic, vi duy, cholesterol, 1,2-diaxyl-sn-glyxero-3-phosphoetanolamin, bao gdm,
nhung khong chi gi6i han &, 1,2-dioleylphosphoetanolamin (DOPE), 1,2-dihexadexyl-
phosphoetanolamin (DHPE), 1,2-diaxyl-glyxero-3-phosphocholin, 1,2-distearylphos-
phosphatidylcholin (DSPC), 1,2-dipalmitylphosphosphatidylcholin (DPPC), 1,2-dimyr-
istylphosphosphatidylcholin (DMPC), phosphatidylcholin, tét hon 1a PC trimg, PC déu
tuong va sphingomyelin. Céc axit béo lién két voi khung glyxerol khong bi gidi han &
chiéu dai cu thé hodc s lién két dbi. Phospholipit ciing ¢ thé c6 hai axit béo khac
nhau. Tt hon, néu cac lipit khac & trang thai tinh thé 1ong & nhiét do trong phong va
chiing ¢6 thé tron 13n duge véi (nghia 14 c6 thé tao ra pha duy nhét va khong xay ra su
tach pha hodc tao mién) vdi cation lipit & ty 1€ nhu chung dang dung. Theo mot
phuong an dugc uu tién, lipit khong c6 dién tich 1a 1,2-dioleylphosphosphatidylcholin
(DOPC).

Cation lipit dugc uu tién cta ché phim liposom 1a mudi amoni cia N-[1-(2,3-
dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimetyl, vi du mudi metylsulfat. Dai dién duoc wu tién cia
ho lipit TAP (trimetylamoni metylsulfat) 1a DOTAP (dioleoyl-), DMTAP (dimyristoyl-),
DPTAP (dipalmitoyl-), hodc DSTAP (distearoyl-). Cac lipit thong dung khéac di véi

sang ché c6 thé bao gdbm: DDAB, dimetyldioctadexyl amoni bromua; 1,2-diaxyloxy-3-
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trimetylamoni propan, (bao gdm, nhung khéng chi gidi han &: dioleoyl, dimyristoyl,
dilauroyl, dipalmitoyl va distearoyl; ca hai mach axyl khac nhau ciing ¢6 thé lién két
voi khung glyxerol); N-[1-(2,3-dioloyloxy)propyl]-N,N-dimetyl amin (DODAP); 1,2-
diaxyloxy-3-dimetylamoni propan, (bao gdm, nhung khong chi giGi han &: dioleoyl,
dimyristoyl, dilauroyl, dipalmitoyl va distearoyl; hai mach axyl khac nhau ciing c¢6 thé
lien két v6i khung glyxerol); N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimetylamoni
clorua (DOTMA); 1,2-dialkyloxy-3-dimetylamoni propan, (bao gdm nhung khong chi
gioi han 6: dioleyl, dimyristyl, dilauryl, dipalmityl va distearyl; hai mach alkyl khac
nhau ciling c6 thé lién két v6i khung glyxerol); dioctadexylamidoglyxylspermin
(DOGS);  3B-[N-(N',N'-dimetylamin-etan)carbamoyl]cholesterol  (DC-Chol); 2,3-
dioleoyloxy-N-(2-(spermincarboxamido)-etyl)-N,N-dimetyl-1-propanaminium triflo-
axetat (DOSPA); B-alanyl cholesterol; xetyl trimetyl amoni bromua (CTAB); diC14-
amidin;  N-tert-butyl-N'-tetradexyl-3-tetradexylamino-propionamidin; 14Dea2; N-
(alpha-trimetylamonioaxetyl)didodexyl-D-glutamat clorua (TMAG); O,0'-ditetradec-
anoyl-N-(trimetylamonio-axetyl)dietanolamin clorua; 1,3-dioleoyloxy-2-(6-carboxy-s-
permyl)-propylamit (DOSPER); N,N,N',N'-tetrametyl-N,N'-bis(2-hydroxyletyl)-2,3-
dioleoyloxy-1,4-butandiamoni iodua; chit din xuét 1-[2-(axyloxy)etyl]2-alkyl-
(alkenyl)-3-(2-hydroxyetyl)-imidazolinium clorua nhuw da dugc md ta bdi Solodin va
ddng tac gia (Solodin et al., 1995), nhu 1-[2-(9(Z)-octadecenoyloxy)etyl]-2-(8(Z)-
heptadexenyl-3-(2-hydroxyetyl)imidazolinium clorua (DOTIM), 1-[2-(hexadecanoylo-
xy)etyl]-2-pentadexyl-3-(2-hydroxyetyl)imidazolinium clorua (DPTIM), chit dAn xuét
ctia hop chit amoni bac bén cia 2,3-dialkyloxypropyl, chira gbc hydroxyalkyl trén
amin bic bdn, nhu da duge mo ta boi Felgner va d6ng tac gid (Felgner et al., 1994)
chang han, nhu: 1,2-dioleoyl-3-dimetyl-hydroxyetyl amoni bromua (DORI), 1,2-diole-
yloxypropyl-3-dimetyl-hydroxyetyl amoni bromua (DORIE), 1,2-dioleyloxypropyl-3-d-
imetyl-hydroxypropyl amoni bromua (DORIE-HP), 1,2-dioleyl-oxy-propyl-3-dimetyl-
hydroxybutyl ~amoni bromua (DORIE-HB), 1,2-dioleyloxypropyl-3-dimetyl-
hydroxypentyl amoni bromua (DORIE-Hpe), 1,2-dimyristyloxypropyl-3-dimetyl-
hydroxyletyl amoni bromua (DMRIE), 1,2-dipalmityloxypropyl-3-dimetyl-hydroxyetyl
amoni bromua (DPRIE), 1,2-disteryloxypropyl-3-dimetyl-hydroxyetyl amoni bromua

(DSRIE); céc cation este ctia axyl carnitin nhu dd dugc bio cdo bdi Santaniello va
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dong tac gia (patent My s6 5,498,633); cation trieste phosphatidylcholin, tic la 1,2-
diaxyl-sn-glyxerol-3-etylphosphocholin, trong d6 mach hydrocacbon c¢é thé 14 no hoic
khong no va mach nhéanh hodc théng véi chiéu dai mach tir C;, dén Cy4, hai mach axyl

khong nhat thiét phai gidng hét.

Liposom c6 thé ¢ kich ¢, s6 tdm va cau truc khac nhau. Tot hon, néu liposom
¢6 dudng kinh trung binh Zing pinn ndm trong khoang tir 50nm dén 500nm. Tot nhat,
néu kich ¢¥ Zyung binn ndm trong khoang tir 100nm dén 200nm. Liposom c6 thé 1a

liposom don tam, it tam hodc da tam. T6t hon, néu liposom la liposom don tam.

Tét hon 13, hoat chat hodc chét ding cho my phdm duoc dung trong cac phuong
an khac nhau ctia hop chét theo sang ché co log P 16n hon 1, t&t hon nita 1a 16n hon 2,

tot nhét 1a 16n hon 3.

T4t hon 13, hoat chat hodc chét diing cho my phim dugc ding trong cac phuong
an khac nhau cta sang ché co do hoa tan thép trong nudec. Tbt hon, néu hop chét c6 do
hoa tan thap hon 0,1mg/ml, tdt hon nita 1a thdp hon 0,01mg/ml va t6t nhét 1a thdp hon

0,001mg/ml trong nuéc & do pH sinh ly & nhiét d6 mdi trudng xung quanh.

Tét hon 13, hoat chét chia trong liposom theo sang ché 13 hoat chét dung trong

diéu tri hodc chdn doan bénh. Tét nht 13, hop chat ¢6 hoat tinh didu trj bénh.

T&t hon 13, hoat chat hodc chat dung cho my phdm 14 phén tir ¢6 phéan tir [ugng
it hon 2000Da, t5t hon nita 12 nhé hon 1000Da.

Theo mdt khia canh, hoat chét nay c6 thé dugc chon tir nhém bao gbm abarelix,
altretamin, anastrozol, aprepitant, bicalutamit, camptothexin, capexitabin, clorotri-
anisen, estrogen tiép hop, xyclosporin, dactinomyxin, dietylstilbestrol, doxetaxel,
dolasetron, dromostanolon, epirubixin, epothilon, vi du epothilon B, epothilon D, hoic
chit din xuét epothilon, vi du nhu d& dugc bdc 10 trong W0O2004048372,
W02004007492, W0O2005051947 va W02005030767 (toan bd céc tai lidu nay duoc
két hop vao day bang cach vién dan), suberlotinib, etinyl estradiol, exemestan,
fentanyl, flavopiridol, floxymesteron, fulvestrant, gefitinib, granisetron, hesperetin,

hydromorphon, irinotecan, ketoconazol lapatinib, letrozol, leuprolit, lomustin,
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lucanthon, marinol, masoprocol, megestrol, nabilon, nilutamit, palonosetron, porfime,
quinestrol, quinestrol, tamoxifen, taxan, temsirolimus, testolacton, topotecan,
toremifen, trimetrexat, valrubixin, vinblastin, vitamin E, va chit din xuit cta cac hgp
chit nay. Tét hon, néu hop chét nay 13 taxan, tot nhat 12 paclitaxel hodc chit din xuét

cua no.

Theo mot khia canh nhét dinh cia sang ché, hoat chét khong 1a phan tir nucleotit

hodc polynucleotit giéng nhu phéan t& ADN hodc ARN.

Theo mot khia canh khac, pham vi ctia sang ché khéng bao gém hoat chit da
dugc ion hoa trong qua trinh bao ché va/hodic cac hoat chit 1a cac hop chét hoa tan

trong nude mot cach dé dang, vi du adriamyxin.

Tét hon 1a, liposom theo sang ché chira paclitaxel trong mang liposom v&i
lwong ndm trong khodng tlr 2,5%mol dén 4,5%mol. Do vay, t6t hon néu paclitaxel co
thé c6 mit v6i luong ndm trong khodng tlr 2,5%mol dén 4,5%mol cia toan bd luong
phén tir ¢6 mat trong mang nhu lipit va cdc phén ti lién quan va paclitaxel. T8t hon
nita 13, cdc liposom nay thé hién su giai phong mét cach khé khin thube ¢ dang huyén
phu va/hodc sau khi hydrat héa lai, va/hodic vé co ban khong tao thanh tinh thé thudc

trong qua trinh bdo quan nhu dugc xac dinh trong ban md t nay.

Theo mdt phuong 4n dugc wu tién theo sing ché, liposom 14 cation liposom, vi
du cation liposom chira DOTAP, DOPC va paclitaxel v6i ty 1€ phan tir gam ndm trong
khoang 50:47:3. C4c ché phim chira hdn hop nay 1a da biét trong linh vuc nhu MBT-
0206 hogc EndoTAG-1. Vige diéu ché ché phdm liposom chita DOTAP, DOPC va
paclitaxel da dugc boc 1o trong WO 2004/002468, toan bo ndi dung ctia céc tai lidu nay

duoc két hop vao diy bang cach vién dan.

Noi chung, liposom c6 thé dugc bao ché theo cac phuong phap ma nguoi cé
hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay da biét rd. Cac phuong phép didu ché

khac nhau da dugc bdc 16 bdi New va d@)ng tac gia (1990).

Tét hon 13, c4c liposom dugc dung trong séng ché nay dugc bao ché bing c4ch

phun etanol.

-25-



22325

Theo mdt phuong an cu thé cia séng ché, liposom ¢6 dién thé zeta duong tinh,

t6t hon nita 1a dién thé zeta 16n hon +30mV.

Chét c6 hoat tinh thdm thdu dugc sir dung trong phuong phép theo sang ché
hodc chtra trong ché phim theo sang ché 1a cac chat hoa tan khong c6 kha nang thAm
hau hét 16p kép lipit. Tt hon, néu chét co hoat tinh thAm thau c6 mit ndm bén ngoai va

bén trong cua liposom.

Chét ¢6 hoat tinh tham thau c6 thé 1a phan t& hitu co nhu sacarit, vi du
monosacarit, disacarit, oligosacarit hodc polysacarit, rugu, dudng, axit amin, peptit,
protein, polyme hoa tan trong nudc, mudi, ion hitu co hodc vo co, hoic hdn hop cua

chung.

Céc saccarit thong dung bao gdbm dudng va cic ruou dudng, oligosacarit,
polysacarit hoa tan trong nuéc va chit din xuét cua chang. Céc saccarit dugc wu tién
theo sang ché bao gém glucoza, fructoza, lactoza, sucroza, maltoza, xenlobioza,
galactoza, maltotrioza, maltopentoza, rafinoza, dextrin, dextran, inulin, manitol,

sorbitol, xylitol, chitosan va t5t nhét 1a trehaloza.

Vi du vé polyme hoa tan trong nuGc la polyetylen glycol, rugu polyvinyl,

polyacrylat, hodc polyvinylpyrolidon.

Theo mot khia canh nhét dinh, viéc st dung chit c6 hoat tinh thAm thiu trong
phuong phap hoic ché phdm theo sang ché khéng bao ham viéc st dung céc phuc chét
tao diéu kién thuén loi cho viéc hoa tan cdc hop chét c6 do hoa tan kém trong nudc. Vi
du vé cic tic nhan tao phtic 1a xyclodextrin nhu d& dugc Zhang va ddng tac gia mo ta

trong WO 2007/005754 hodc MacLachlan va ddng tac gia trong WO 2007/012191.

M0i trudng nuée hodc pha nude duge dung trong sang ché co thé chiaa mot
hodc nhiéu thanh phan khac ma tron 1an it nhat mot phin voi nude, nhu cac ruou (vi du
cac rugu ¢o 1 dén 4 nguyén tir cacbon, nhu etanol) hodc keton (vi du C,;_4 keton nhu

axeton). Theo mot phuong dn dugc uu tién cla sdng ché, pha nude chira etanol.

Pha nuéc c6 theé con chira chat dém hodc cac chat 1am on dinh khac. Chat dém

thich hgp dugc chon trong sb axit axetic, Tris, Bis, axit phosphoric, axit lactic va céac

-26-



22325

chdt twong ty, t&t hon 13 axit xitric. Chat dém c6 thé c6 do pH cda mdi trudng nude

nim trong khoang tir 3 dén 7, t&t hon 1a ndm trong khoang tir 4 dén 5.

T6t hon 13, ché phim liposom & budc a) duge didu ché bing cach tron dung
dich hitu co (vi du etanol) chira lipit va tlly y mot hoat chét hodc chit dung cho my
phém vao mdi trudng nude chia it nhat mot chit c6 hoat tinh thAm thiu duogc dac

trung bai ndng do thdm thiu O, toan phén

Khoang gradien thdm théu dugc uu tién, Oyong-Ongoais nam trong khoadng tu
10mOsm dén 2000mOsm, cy thé hon 1a nim trong khodng tir SOmOsm va 1000mOsm

va thim chi cy thé hon 14 ndm trong khoang tir 100mOsm dén 1000mOsm.

Gradien thim thau cling c6 thé dugc thé hién bdi sy khac biét vé ty 1€ néng
do/khdi lugng gitta ndng do/khdi lugng ctia chat ¢6 hoat tinh thdm théu bén trong thé
tich dd dugc bao nang bing liposom va ndng do/khéi lugng ctia cht co hoat tinh thdm
thdu bén ngoai thé tich da dugc bao nang bing liposom. Khoang gradien thim thiu
duge uu tién 1a sy khac biét ndng do/khéi lugng nim trong khoang tir 5% dén 30%
khéi lugng, nghia 1a gradien tir 0% dén 30% theo khdi luong cua chit c6 hoat tinh
thim th4u bén ngoai thé tich da dugc bao nang va tir 10% dén 40% khdi lugng cla

chit bén trong thé tich da dwoc bao nang.

Ché phim liposom thu dugc tir budce a) ¢o thé dugc dua vao bude dong nhit
hoa, ¢o thé duge thuc hién bfﬁmg cach ép dun, loc qua mang loc, déng nhit hoa & ap
suat cao va/hodc ddng nhét hoa & tde do cao va tdt nhét 1a bing cach ép dun qua mang,
vi du ¢6 ¢& 10 khoang 200nm c6 st dung 4p sudt. Cac mang c¢6 ¢ 18 khac nhu 50nm,
100nm, 150nm, 400nm da dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay ciing c6 thé dugc st
dung. Budce loc qua mang loc ¢ thé duoc thuc hién béng cach loc qua mang lam tur
PVDF, PES, mang loc nylon, nhung céc nguyén liéu khac ciing c6 thé duoc sir dung
néu dugc xéac dinh 1a thich hop. Tét hon, néu c& 18 cua mang nim trong khoang tir
200nm dén 450nm, nhung c& 13 nay khong chi giéi han & cac kich ¢& da néu. Céac
nguyén liéu khic va c& 18 khéc c6 thé dugc két hop voi nhau dé thu dugc dung dich co
thé duoc xir ly bing cach loc tiét trang. Theo mot phuong én dugce wu tién, liposom thu

duogc tir bude a) duge cho dﬁ”)ng nhét hoa trude khi gradien thim théu duoc tao ra.
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Do tiét tring 1a d4u hiéu bit budc cia dugc pham, huyén phu liposom dugc
dung trong quy trinh theo sang ché c6 thé dugc tiét tring & mot s6 giai doan trong quy
trinh. Tét hon, néu huyén pha nay dugc tiét tring bang cach loc qua mang loc vo trung
loai dung dé tiét trung (0,22pm). Theo mdt phuong an dugc wu tién, huyén phu
liposom dugc vo tring bing cach loc sau khi gradien thim thiu duoc tao ra & busc b)

clia quy trinh theo sang ché.

Theo khai niém chung ctia sang ché, gradien thdm thau gita thé tich da duoc
bao nang va thé tich tw do c6 thé duoc tao ra hodc bién dbi mot hodc vai 1an & cac giai
doan khac nhau trong subt qué trinh diéu ché ché phim liposom. Diéu ndy c6 thé dat

dugc theo cac quy trinh gidng nhau hodic khac nhau nhu dwoc md ta duéi day.

Theo mét phuong én dugc wu tién cla sang ché, budc b) ctia quy trinh theo sang

ché ¢o thé bao gom cac budc:

b1) loai nuéc cho ché phdm liposom thu dugc tir bude a) dé tao ra ché phim

liposom da dugc loai nudce, va

b2) hydrat héa lai ché phim liposom da loai nuéc nay, t&t hon 1a trong moi

truong nude trong céc dicu kign dé thu dugc ché pham liposom da dugc tao ting suit.

Thuét ngit “ché phadm liposom thu dugc tr budce a)” dugc st dung trong ban mo
ta nay dé chi ché phdm liposom duge bao ché & bude a) hodc ché phim liposom bt ky
¢6 thé thu duge tir ché phém liposom dugc bao ché & bude a) theo cac budc bao ché
khac nhau. Cac budc bao ché nay c6 thé bao gdm ddng nhét hoa va/hoic tiét trung nhu

néu trén.

Theo mdt phuong an duge wu tién, viée tao ra hoic lam bién ddi gradien tham
thau duoc thuc hién it nhét mot 14n sau khi diéu ché ché phém liposom thir nhét & budc
a) va truge khi loai nuéc cho ché phdm liposom thu duge tir bude a) nay. Tét hon, néu
viéc tao ra hodc lam bién ddi gradien thdm thiu dugc thuc hién sau bude ép dun
va/hodc sau khi loc tiét tring. Nhu da néu trén, gradien thdm thiu ting cudng do 6n

dinh cta huyén phu liposom dugc dua vao cac bude bao ché.

Tot hon, néu budce loai nuéc duge thye hién & nhiét do cao hon nhiét do trong
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phong.

Theo mdt phuong &n duge dic biét wu tién ciia sang ché, viée loai nude & bude
bl) duge thuc hién bing cich siy phun huyén pht liposom. Trong quy trinh sdy phun,
huyén phi liposom trude tién duge phun thanh c4c giot nho bang cach phun huyén phu
ndy. Sau do, liposom dugc sdy bang cach lam bay hoi mdi trudng khoi cac giot nho nay
& nhiét do cao. Viéc séy liposom sau khi tao giot ¢6 thé dugc thuc hién béng cach cho
cac giot nay tiép xtic véi dong khi cép, khd, c6 thé da duge lam néng dé thu duogc cac
hat rén. Dong khi nay c6 thé 1a khi tro hosic khong khi. TSt hon, néu khi sdy c6 thé 13
khi c6 ham lugng oxy thdp chtra oxy hogic khi khong chtra oxy véi luong it hon 0,1%
thé tich, t5t hon néu it hon 0,05% thé tich. Khi tro lam gia ting tinh an toan cta hé
thong sdy da dugc lam néng chtra cac dung dich rit d& chay, bdng cach bom nito,
cacbon dioxit, heli, neon, argon, krypton, xenon va radon hoic mét sb khi tro khac dé
thay thé oxy. Tac dung ciia hé thdng nay 13 nhim loai bo hoan toan 0xYy, hodc lam giam
n6 dén muc khong dang ké. Theo mot phuong 4n dugc wu tién, nito dugce st dung lam
khi tro. Theo mdt phuwong an khic ctia sang ché, khi tro bao vé hoat chit va t4 dugc
chtra trong ché pham. Tét hon, néu viéc séy phun dugc thuc hién trong thiét bj thich
hgp dung d€ sdy phun. Liposom da loai nu6c dugc tach khoi dong khi va duge thu hi.
Budc sdy phun c6 thé duge thuc hién trong didu kién 4p suét du, ap suat thuong hodc
chan khong mot phan. Khoang ap sudt xtr 1y thich hop c6 thé tdn tai néu bot phu hop
v6i dic trung k¥ thuat dugc tao ra véi khi sdy & nhiét do hé thdng cho phép ti da va &
cong suét toi da. P& lua chon céc diéu kién sdy, to hop cac thong s& nhu toc do nap
chit long, toc do khi sdy, nhiét do khi sdy, cac thong s6 nhiét dong cta t4 duoc, va gidi
han do6 6n dinh cua céac hop chét can phai dugc tinh dén. Cac thong sb quan trong la
' nhiét do du vao cta khi siy Tya,, va nhiét do diu ra, T,,, & bén trong thiét bi siy phun.
V& co ban T,, thdp hon Ty, do 1am mét doan nhiét nhé bay hoi. Nhiét do thuc té ciia bé
mit hat c6 thé thap hon T,, mot cich dang k&, tuy thudc vao téc do bay hoi cuc bd. Vi
vay, khong thé x4c dinh dugc cac thong sb sdy phun chung. Dé sdy liposom, nhiét do
bén trong khoang xir ly c6 thé nénltrong khoang tir 10°C dén‘200°CL'Th6ngthang
hon, huyén phu duoc sdy theo phuong phép theo sing ché véi nhiét do nim trong
khoang tir 30°C dén 150°C, va tét hon nita 12 nim trong khodng tir 60°C dén 120°C,
Thiét bi dung cho quy trinh sdy phun c6 thé do Biichi (Flawil, Switzerland), hoic GEA
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Niro (Soeborg, Denmark) cung cép hodic tu tao. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuét ndy c6 thé Iya chon céc didu kién cua quy trinh sdy kho, vi du téc do
va nhiét do nap, tuy thudc vao huyén phu can séy, thiét bi dugc sir dung va déc trung

k¥ thuat mong muén.

Dic biét, cac dicu kién cua budc loai nude ¢6 thé duoc chon dé thu dugc hon
hop liposom dé loai nu6e véi lugng dung mdi hitu co rat thap. Viéc loai nuéc bing

cach sdy phun la dic biét thich hop dé thu dugc lugng dung mdi hitu co con lai 14 thip.

Vig€c loai nuéc bang cach sdy phun nhu bdc 1§ trong ban md té ciing tao ra hdn
hop liposom dé dugc loai nude & dang bt cé thé rot duge. Bot nay ¢é cac dic tinh xir
ly tot hon, vi du doi v6i viéc nap ché pham da loai nudce nay, so véi ché pham da loai

nudc thu dugce bing cach say dong ma c6 cau tric ki€u banh.

Theo mot khia canh clia sang ché, viéc loai nudc gin nhu khong lam anh huong
dén ty 18 gitra chét c6 hoat tinh thAm thiu da dugc bao nang va chét c6 hoat tinh thim
thau tu do khi so sanh ty 16 ndy & huyén phu liposom da duge dua vao budce sdy phun

va ty 1& ndy & ché phdm da duoc sdy phun sau khi hydrat hoa lai trong nudc.

Theo mot khia canh nhat dinh cta sang ché, viée loai nudce bang cach sdy dong,
hodc lam dong lanh, trong d6 huyén phi liposom dugc lam dong lanh va tiép theo
dugc ap dung ap suét giam dé rat phan tir nudc, khong bao ham trong pham vi séng

ché.

Hon hop da loai nudc, vi du nhu thu duoc & bude b1) hoic ¢) c6 thé dugc nap
vao vat chira thich hop va cé thé dugc bao quan trong khoang thoi gian nhit dinh. Tt
hon, néu hdn hop nay dugc nap va bdo quan trong cac didu kién vo trung. Thoi gian
béo quan ¢4 thé Ia tir vai ngay dén vai thang hodc tham chi la vai nam. Hn hop c6 thé
dugc bao quan ¢ nhiét do trong phong, & nhiét d6 nim trong khodng tlr 2°C dén 8°C

hodc dudi 0°C.

Truéce khi ché phé“im liposom da loai nu6c duge sir dung, vi du duge dung cho
bénh nhén trong truong hop ché phém liposom dugc st dung & dang dugc phém, hoac

dugc xir 1y tiép, ché phim da loai nudce nay duoc hydrat hoa lai theo budc b2 hodc c¢).
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Dé thuc hién budc nay, ché pham da loai nude thu dugc nhu néu trén duge trén voi
moi truong nude. DE ting mirc d6 hydrat héa lai, ché phdm nay c6 thé duge khudy

hodc xody.

Nong d6 thdm thiu ctia moi truong nude duge dung dé hydrat hoa lai thdp hon
nong do thdm thiu toan phén O, cua huyén phi dugc dwa vao bude loai nuéce. Tot hon,
néu méi truong nude duge su dung dé hydrat hoa lai v& co ban khong chira chit ¢o
hoat tinh thdm th4u. Tét nhét, néu st dung nuédce loai dung cho dugc phém dé tiem dé

hydrat hoa lai.

Theo mot sé phuong 4n, thé tich cia moi truong nuée duge sir dung dé hydrat
hoa lai c6 thé 16n hon thé tich cta huyén phu liposom da dugc loai nude dé thu dugce

lwong ché phdm liposom da dugc loai nude tuong tng.

Theo sdng ché, ndng d6 thAm thiu cia moi truong nude dugce st dung dé hydrat
hoéa lai va thé tich ctia moi truong duoc st dung dé hydrat hoa lai duoc lua chon phéi
hop dé thu dugc huyén phit da dugc hydrat hoa lai co ndng do thém théu toan phin O,

thdp hon ndng d6 thdm thiu O, cua huyén phti duoc chuyén dén budc loai nuée.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, budc b) duogc thuc hién béng cach pha
lodng huyén phi liposom thu duge tir bude a) dé tao ra moi truong nudce co6 ndng do

thdm théu toan phén O, thdp hon O;.

Huyén phu liposom dugc pha lodng bing méi tredng nude nhu néu trén. Theo
mdt phuong 4n dugc uu tién, huyén phu liposom dugc pha lodng bang nudc. Theo mot
phuong an, moi trudng nude duge st dung dé pha lodng huyén phu liposom khong

chira hoat chét, dac biét la khong chira hoat chit dugc bao nang trong liposom.

Theo mot phuong 4n dugce wu tién cua sang ché, O, thdp hon O, it nhét la
10mOsm, tét hon nixa 1a O, thép hon Oy it nhét 12 50mOsm, va tham chi t&t hon nita 1a

O, thip hon O it nhét 14 100mOsm

Theo mot khia canh khéc cua sang ché, bude b) dugc thuc hién béng cach thim
tach huyén phu liposom thu dugc tir bude a) bang moi truong nuéce ¢6 ndng do thim

thdu toan phén thdp hon O,.
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Tt hon, néu budc thdm tach dugc thyc hién trong didu kién tao ra gradien thdm
thiu nim trong khoang tir O, dén ndng do thim thiu cia moi truong nudc ma viée
thim tach dugc thyuc hién it nhat bing 10mOsm, t&t hon nita néu it nhit bing 50mOsm

va tham chi t5t hon nita néu it nhit bing 100mOsm.

Theo cach khac budce b) ¢é thé duoce thue hién theo cac phuong phép thich hop
khac. Vi du ndng do cua chit c6 hoat tinh thAm thu c6 thé duoc giam theo cac phuong

phap séc ky thich hgp nhu séc ky trao déi ion hoic sic ky ai lyc.

Theo mot khia canh khéc nita ctia sang ché, huyén phu liposom d& dugc tao tng
suét thu dugc tu bude b) cia quy trinh néu trén co thé dugc loai nuéc. Viéc loai nudce
ctia huyén pht liposom da duoc tao ing suét c6 thé duge thyc hién theo quy trinh thich
hop ma ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay da biét. Quy trinh sdy
thich hop, vi du nhu sdy déng, sdy dong bang cach phun hoic sdy phun. Theo mot
phuong an dugc wu tién, viée loai nudce bang cach siy phun c6 thé dugc thuc hién nhu
néu trén d6i véi bude by). Theo mot khia canh khac nita cia sdng ché, ché phém

liposom da loai nude thu duge dugce hydrat hoa lai nhu néu trén.

Theo mdt phuong 4an cu thé, sang ché d& xuét quy trinh trong d6 huyén phu
liposom ban du, tot hon néu chua cac liposom cation, chira DOTAP va tuy y DOPC &
dang lipit, va con chira hoat chit wa chét béo, t6t hon la paclitaxel, trong mang
liposom, dugc bao ché trong pha nudc trehaloza. Nong d6 cia cac thanh phin cta
huyén phi liposom nay 16n glp ba 14n ndng do cua ching trong huyén phu liposom
dugec tao ra theo quy trinh ma cudi cung n6 duge su dung, vi du dugce dung cho nguoi.
Tt hon, néu huyén phu liposom ban dau c¢é ndng do khoang 30mM lipit va khoang
30mg/ml, t5t hon nita 1a 29,4mg/ml, trehaloza. Tuy vy, huyén phu liposom ban dau
duoc ddng nhét hod bing céach ép dun qua mang trong budc tiép theo. Sau do, ndng do
tham thiu toan phin cua huyén phu liposom dugc 1am giam, t&t hon 1a giam 1,5 lan, t6t
hon la bang cach pha lodng thé tich huyén pht liposom biang nudc, vi du dén 1,5 1dn
thé tich. Sau d6, huyén pht liposom nay tiy y dugc tiét triung, t&t hon 1a bang cach loc.
Trong budrc tiép theo, huyén phu liposom ndy duoc loai nudc, tét hon l1a bang cach sdy
phun, dé tao ra huyén phu liposom d& dugc loai nuée. Cudi cung, huyén phu liposom

da loai nudc duge hydrat hoa lai dé tao ra huyén phu liposom, dugc st dung cho muc
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dich tuong tng cuia né, nhu dung cho ngudi. Tt hon, néu huyén phu liposom sau cung
nay c6 ndng do lipit khodng 10mM va ndng dd trehaloza khoang 10mg/ml, t6t hon la

9,79mg/ml.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit quy trinh didu ché ché phdm

liposom, quy trinh nay bao gdm cac budec:

i) tao ra huyén pha liposom, trong d6 pha nuéc ctia huyén phu nay chira it nhit
mot chét ¢ hoat tinh thim thau, trong d6 néng d6 thim thau bén trong thé tich da dugc
bao nang bang liposom cao hon ndng d6 thdm thiu bén ngoai thé tich da dugc bao

nang bang liposom,

ii) 4 huyén phu liposom nay véi hop chit va chit béo, tuy y ¢ dang khong hoa
tan,
iii) thy y tach hop chit khong hoa tan bét ky ra khoi huyén phu liposom, vi du

bang cach loc, ly tAm hogic cac phuong phép thich hgp khac,
iv) thy y loai nudc ra khéi ché phadm liposom, va
v) tiy y hydrat hoa lai ché phdm liposom da duoc loai nuéce nay.

Tét hon, néu gradien thim thau gitra bén trong va bén ngoai thé tich da dugc
bao nang bing liposom nim trong khoang tr 10mOsm dén 2000mOsm, cu thé hon 14
nim trong khoang tir 50mOsm dén 1000mOsm va cu thé hon nita 12 nim trong khoang

tr 100mOsm dén 1000mOsm.

Theo mot phuong an duge wu tién cia sang ché, huyén phu liposom & budc i)

khong chitra hoat chat hodc chit dung cho my pham.

Liposom c6 gradien thdm thiu & budc i) ¢6 thé duge bao ché nhu néu trén. Theo
mdt phuong 4n duoc uu tién cla sang ché, khong c6 hoat chit hodc chit dung cho my
phim nao dugc bd sung vao trong qua trinh didu ché huyén phu liposom & budc i).
Dang khong hoa tan ctia hoat chit hodc chét dung cho my phdm c6 thé vi du nhu dang

tinh thé, vi du nhu 6 hinh thai va kich ¢& khéc nhau hodc & dang bot.

Theo mdt phuwong 4n cua sang ché, chit khong hoa tan duoc tich khoi thé phéan
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tan sau khi 4. Theo mét phuong 4n dugc wu tién, hop chit khong hoa tan dugc tach

béng cach ly tdm hoic loc. Viéc loc ¢6 thé duge thuc hién trong thiét bi loc xyranh.,

Theo mét khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phim liposom thu dugc hodc
thu dugc tir cac quy trinh néu trén. Ché phim nay c6 thé & dang da dugc loai nude

hodc & dang huyén phu trong nude.

Tt hon, néu ché pham liposom theo sang ché dugc dung lam thudc, vi du thude
cho nguoi hodic dong vat. Tét hon, néu ché pham nay dugc dung qua duong tinh mach.
T4t hon nita, néu ché phdm nay dugc dung dé didu tri bénh ung thu nhu bénh ung thu
bang quang, bénh ung thu vi, bénh ung thu két-truc trang, bénh ung thu mang trong tir
cung, bénh bach cau, bénh ung thu phdi, u lympho, u hic séc té, bénh ung thu phdi
khéng té bao nho, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu tuyén tién liét va bénh ung
thu & tré nhd nhu u thin kinh dém than ndo, u té bao hinh sao ving tiéu ndo, u ndo té
bao hinh sao, u mang ndo thét, khdi u sacém Ewing/khdi u di truyén, khdi u t& bao
mam, ngoai so, bénh Hodgkin, bénh bach clu, nguyén bao lympho cép tinh, bénh bach
cau, bénh ty xwong cép tinh, bénh ung thu gan, u nguyén tuy bao, u nguyén bao than
kinh, u lympho khong phai Hodgkin, sacém xwong/u mé bao soi 4c tinh ctia xuong, u
nguyén bao vdng mac, sacém co van, sacom md mém, u thin kinh ngoai bi nguyén
thiy trén 1&u va u tuyén ting, bénh ung thu hiém & tré nho, u thin kinh dém duéi doi
va con dudng thi gidc, khéi u Wilms va céc khdi u than khac & tré nho va bénh ung thu
it phd bién hon bao gdm bénh bach ciu lympho cp tinh, bénh bach ciu tly xuong cap
tinh ¢ nguoi trudng thanh, u lympho khong phai Hodgkin & nguoi trudng thanh, khéi u
ndo, bénh ung thu ¢b, bénh ung thu & tré nhd, sacdm & tré nhé, bénh bach cau lympho
man tinh, bénh bach ciu tdy xuong man tinh, bénh ung thu thuc quan, bénh bach ciu
té bao toc, bénh ung thu than, bénh ung thu gan, bénh da u tuy, u nguyén bao than
kinh, bénh ung thu miéng, bénh ung thu tuyén tuy, u lympho hé than kinh trung uvong
so cdp, bénh ung thu da, bénh ung thu phdi té bao nhd, bénh ung thu dau va cd, bénh
ung thu tdi mat, bang quang va éng mat, bénh ung thu da day, bénh ung thu da day-
rudt, sacom Kaposi, té bao caxinom niéu mac, caxinom tuyén giap, caxinom tinh hoan,
bénh ung thu 4m dao, sacdm mach, sacdm md mém, u trung biéu md va caxinom té

bao gan. Dic biét, bénh ung thu c6 thé 14 bénh ung thu gdy di cdn va/hodc bénh ung
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thu khang diéu tri chuén (bing héa chét). Viéc st dung ché phim theo sang ché co thé
1am chim hogc lam dimng tién trinh bénh, hodic c¢6 thé din dén su thuyén giam mét phan
ho#ic hoan toan & nguoi. Tét nhét 13, bénh ung thu tuyén tuy hogic bénh ung thu v, dic
biét 1& bénh ung thu v 4m tinh ba thu thé, dugc didu tri. Ché phdm liposom theo sang
ché c6 thé duoc dung & lidu don vi khoang 11mg/m? paclitaxel dén khoang 44mg/m?
paclitaxel, t5t hon 13 & lidu don vi khoang 22mg/m?* paclitaxel. T8t hon, néu céc ché
phdm dugc ding mot hogic hai 14n mdi tudn. Cac ché phdm liposom ¢6 thé duoge st

dung nhu d& néu trong W0O2005/039533, WO 2006/117220, va WO 2007/107305.

Ngoai ra, ché pham liposom theo sdng ché c¢6 thé dugc sir dung lam ché pham

chédn doan hodc my pham.

Ngodi ra, sang ché dé xuét huyén phi liposom chira hoat chét hozc hop chit
dung cho my phim trong mang liposom, trong d6 liposom bao mdi trudng nude cd
ndéng d6 thim thiu cao hon ndng d6 thAm thiu cia moi trudng nudce bén ngoai thé tich
da dugc bao nang liposom. Mbi trudong nuéc cia huyén phi chtra it nhit mot chét co
hoat tinh thim th4u. T4t hon, néu chénh léch giira néng d6 thdm thiu clia moi trudong
bén trong liposom va bén ngoai liposom it nhit 1a 10mOsm, t6t hon néu it nhét 1a

50mOsm.

Chénh léch ndng d6 thdm thiu bén trong va bén ngoai liposom gly ra gradien
ap sudt thdm thau, géy ra Umg sudt kéo trén mang liposom, nhu dugc mo ta trong tai
ligu ctia Hallet va ddng téc gia, 1993. Vi vdy, sang ché d& xuit huyén phu liposom chira
hoat chit hodc hop chét dung cho m§ phidm trong mang liposom, trong d6 mang

liposom nay chiu rng suét kéo.

Liposom, trong d6 mang liposom chju tmg suat kéo, ¢6 thé thu dugc bang cach

ap dung gradien thdm thiu nhu néu trén.

Mot sb phuong phap xéc dinh dic tinh héa 1y c6 thé dugc 4p dung dé xac dinh
gradien thdm thdu va mg suit kéo trong c4c ché phim liposom. Trong nhiéu trueong
hop, dung dich chira hoat chit thdm théu c6 ty trong cao hon ty trong clia nude va ty
trong nay thay doi mot cach déu déu theo ndéng do hop chit. Néu ndéng do thim thiu

cta thé tich da dwoc bao nang bang liposom cao hon ndng d6 thdm thiu cta thé tich tu
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do, thi diéu nay anh hudng dén ty trong liposom. D4i vé6i trehaloza & ndng do 5%
(150mOsm) trong nuéc, thi ty trong cao hon ty trong cia nudc tinh khiét 0,02g/1
(Handbook of Chemistry and Physics, CRC Press, Boca Raton, Florida). Do viy, su
chénh l&ch gitta nong d6 thAm thiu bén trong va bén ngoai liposom dan dén sy khac
biét vé ty trong clia moi trudng bén trong thé tich da duoc bao nang bang liposom va

moi trudong bén ngoai thé tich da duoc bao nang bang liposom.

Vi vdy, theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuét huyén phu liposom, trong dé
thé tich da dugc bao nang bang liposom c¢6 ty trong cao hon mdi truong bén ngoai thé
tich da dugc bao nang bang liposom. Sy chénh l&ch vé ty trong dugc gdy ra boi gradien
thdm thau dwoc uu tién va ty trong ctia dung dich chtra chit c6 hoat tinh thim thiu
tuong tng. Ty trong cua céc hat keo, nhu liposom, c6 thé duoc xdc dinh theo phuong

phap siéu ly tdm ching han.

Theo mét phuong én dugc dic biét wu tién ctia sang ché, huyén phu liposom
chira gradien tham thau 1 huyén phi liposom chira liposom bao gdm DOTAP, DOPC,
va paclitaxel, tot hon 1a véi ty ¢ phan tir gam 1 50:47:3, & ndng do lipit tong 1a
khodng 10mM, trehaloza, va tiy y axit xitric, dugc tao huyén phu trong pha nuéc chira
khoang 10mg/ml, déc bi¢t 1a 9,79mg/ml, trehaloza, va tuy y khoang 0,011mg/ml axit
xitric, trong d6 liposom nay c6 ty trong kho it nhét 1a khoang 1,1g/ml, dic biét it nhat
khoang 1,15g/ml, it nhit khoéng 1,17g/ml, hoc it nhit khoang 1,17g/ml. Tét hon, néu

liposom néu trén ¢6 Zgyng binn bang khoang 140nm.

Quy trinh néu trén cho phép bao ché huyén phu liposom chira liposom nhu néu
trén, con dugc didc trung bdi phan bd kich ¢& hat dugce kiém sodt, trong d6 khoang
profin phan bd kich ¢& hdu nhu khong duge md rong boi quy trinh didu ché, nhu da
dugc mo ta vi du bing cach thay ddi chi sb da phan tén (polidispersity index - PI). Tét
hon, néu PI cta huyén phu liposom theo sang ché chira gradien thAm thu khong cao

hon 0,2, tt hon nira néu khong cao hon 0,1, béng cich tao ra gradien thidm thiu.

Theo mot khia canh khéc nira cia sang ché, hoat chét hodc hop chét dung cho
m§ phdm v& co ban chi chua trong ngin mang cia liposom trong céc ché phdm

liposom theo sang ché. Do vdy, it nhit khoang 98%, t6t hon néu it nhit khoang 99%
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luong phan tir gam cua tit ca cac hoat chit hoic hop chét ding cho my phim c6 mit
trong ché pham nay dugc bao trong pha lipit ciia mang liposom nay. Chi c6 lugng con
lai 12 ¢6 thé dugc hoa tan trong pha nuéc ctia ché phim nay hodc ¢ thé c6 mit & dang

hoat chét hodc hop chit ding cho my phim duoc két tinh.

Huyén phu boc 16 trong ban md ta niy, ma co thé thu duge theo cac quy trinh da
biét, 12 bén hon dbi véi viéc giai phong thudc so véi huyén phu liposom thong dung ¢é
thé so sanh dugc dugc diéu ché khong c6 gradien thdm théu. Do bn dinh theo thoi gian
dbi voi viée giai phong thude tir liposom 14 cao hon, va ché phim nay it bi gii phong
thudc khi chiu céc g sudt co hoc va/hodc céc ng sudt khac. T8t hon, néu viéc gidi
phong thude c6 thé dwoc ngin can it nhét trong 6 gio, tot hon néu it nhit trong 12 gio,
it nhét trong 24 gid, it nhit trong 2 ngay, it nht trong 7 ngay hoic it nhit trong 14 ngay
hoic 1au hon & 25°C, so v&i huyén pht khong ¢6 gradien thim thau. Viéc x4c dinh muc
giai phong thudc phu thude vao loai thude. Déi véi liposom dugc nap paclitaxel, mirc
do giai phong thube ¢6 thé duogc theo ddi mot cach dé dang bang cach x4c dinh c4c hat
thude (tinh thé) tao thanh sau khi giai phong. Cac hat c6 thé duoc xac dinh, vi du theo

phuong phap phd nhiéu xa tia X, hogic cac k¥ thuat tan xa anh sang.

Theo mot phuong 4n cla sang ché, it nhat khodng 90%, tét hon la it nhét
khoang 95%, t6t nhit 1a 99% lugng hoat cht hoic hop chét diing cho my phim da hoa
tan béi mang liposom dugc duy tri trong liposom trong it nhat khoang 24 gid & nhiét
do trong phong va khong dyoc giai phong vao pha nuéce cua huyén phi. Do viée giai
phoéng cac hoat chét wa chét béo hodc cac hop chét wa chit béo dung cho my pham, ¢6
d6 hoa tan kém trong pha nudc, c6 thé dan dén sy hinh thanh tinh thé, huyén pht theo
sang ché vé co ban khong tao thanh tinh thé dén luong twong tng 16n hon 10%, tt

hon 14 1én hon 5%, t&t nhét 1a 16n hon 1% chit hoa tan trong 24 gio & 25°C.

Hon nira, huyén pha liposom theo sang ché thu dugc bang cach hydrat hoéa lai
ché pham liposomal da duge loai nuéc nhu néu trén khong tao ra két tu sau khoang
thoi gian it nhét khodng 24 gid & 25°C. Su tao thanh két tu ¢6 thé duoc xac dinh bﬁng
cach xdc dinh thay dbi cua Zirung vinn V& PI theo phuong phdp quang phd tuong quan
photon (photon correlation spectroscopy - PCS). Huyén phi theo sang ché dugc dic

trung boi thay d6i cla Ziyng pinn Vi hé s6 khong 16n hon 1,5, tét hon 1a khong 16n hon
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1,25, va thay dbi tri s PI v6i hé s6 khong 16n hon 2, tét hon 1a khong 16n hon 1,5, tét
nhit 12 khong 16n hon 1,25 sau 24 gior. T6t hon, néu huyén phu liposom véi céac dic

tinh nay dugc tao ra bing cach hydrat hoa lai ché phim liposom da duoc loai nuée.

Do céc dung méi hitu co thudng dugc sir dung dé bao ché liposom, vi du nhu da
néu trén ddi voi phuong phap phun etanol, phan dung méi hitu co con lai, nhu etanol,
thuong dugc tim thdy trong san phdm liposom da duoc loai nuéce, va do do thuong
dugc tim thdy trong huyén phu liposom da hydrat héa lai c6 ngudn gdc tir nd. Pidu nay
la dac biét dung dbi vé6i cac ché phdm liposom d& duoc loai nuée bang céach sdy dong
(dong khd nhanh). Tuy nhién, mong muén san phdm liposom dugc dung cho nguoi
chra cang it dung moi hitu co cang tt. Sang ché cho phép loai nuée bing cach sdy
phun, tao diéu kién thuén loi cho viéc loai bé hu hét hojc tt ca dung mdi hitu co con
lai, déng thoi thu duogc liposom ¢6 dd 6n dinh cao. Do vay, theo mot khia canh khéc,
sang ché dé xuét ché phédm liposom d3 dwoc loai nudc nhu néu trén chira dung moi
hiru co v6i lugng it hon 1% khéi lwong, tét hon nita 1a it hon 0,5% khéi luong, t6t nhét
1a it hon 0,1% khdi lugng tinh trén téng khéi luong ché phém da dugc loai nude. Béng
cach hydrat hoa lai cac ché phdm liposom da dugce loai nuée ndy, thu dugc huyén pha
liposom chira dung méi hitu co véi luong it hon Img/ml, tt hon nita 1a it hon

0,5mg/ml, t8t nhét 1a it hon 0,1mg/ml. T6t hon, néu dung moi hitu co la etanol.

Ngoai ra, huyén phu liposom theo sang ché, thu dugc bang cach hydrat hoéa lai
ché phdm liposom da dugc loai nuéc nhu néu trén, c¢6 profin phan bd kich co tuong tu
huyén pht liposom ban diu da dugc loai nuéc nhu néu trén. Cu thé hon, kich ¢&
liposom dugc duy tri tdt va mirc do tao thanh két tu lipit khong dang ké nhu dugc xac
dinh theo phuong phap PCS. Theo mot phuong én clia sang ché, huyén phu liposom
dugc loai nude va huyén phu liposom thu dugc bing céch hydrat hoa lai nhu néu trén
dugc dic trung bdi Zyyng bish khéc bdi hé s6 nho hon 1,5 va tri s6 PI khac bsi hé s nhé
hon 2 (theo phuong phap PCS). T8t hon, néu PI cta huyén phu liposom da dugc hydrat
hoa lai 1 gior sau khi hoan nguyén nhé hon 0,4, t6t hon nita 12 nhd hon 0,3, tét nhit 13
nho hon 0,25. Tét hon, néu PI ctia huyén phit da néu chi thay ddi mot chit sau 24 giy &

25°C, nhu néu trén.

Theo mot phuong én riéng, sing ché dé xuét huyén phu liposom trong nuéc da
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dugc hydrat héa lai chira liposom cation chira paclitaxel v6i lugng 1én téi khoang 5%
phan tir gam, t6t hon 14 1én t6i khoéng 3% phéan tir gam trong mang liposom, trong d6
PI ctia huyén phi liposom 1 gi0 sau khi hoan nguyén nho hon 0,4, t&t hon nita 1a nho
hon 0,3, tét nhat 14 nhé hon 0,25, va ngoai ra con dic trung bdi thay dbi Zyung iy boi
hé s6 khong 16n hon 1,5, t&t hon 1a khong 16n hon 1,25, va thay déi tri s6 PI béi hé sb
khéng 16n hon 2, tét hon 1a khong 16n hon 1,5, t6t nhét 1a khong 16n hon 1,25 sau 24

gidy & 25°C.

Tét hon, néu liposom cua huyén phu liposom da dugc hydrat hoa lai néu trén
khong giai phong paclitaxel ra khoi mang liposom vao méi trudng nuée trong vong 24
gi0 6 25°C v6i lugng 16n hon 2% khéi lugng, tét hon 1a khong 16n hon 1% khéi luong

(tinh theo tong khbi lugng paclitaxel).

Vi du thue hién siang ché

Nap paclitaxel vao liposom véi cac gradien trehaloza khéac nhau
Téng quan

Téc dong cta gradien thdm théu dén ty 1é phan bd paclitaxel trong liposom &
trang thai can bing véi pha nude bdo hoa duoc nghién ctru. Liposom v&i gradien tham
thdu khac nhau dugc tao ra va U thanh tinh thé paclitaxel. T4t ca cac ché phdm déu co
cung than phén; chinh xac hon, néng do lipit 1a ¢jjp= 10mM  va néng dd trehaloza la
Circhaloza = 10% (khoi lugng). Mot s6 ché phim duge bao ché va ép din & ndng db lipit
va trehaloza cao hon, va dugc pha lodng b?mg nude sau khi ép dun dén ndng do cudi
cung. Theo cach nay, pha nuéc tu do dugc pha lodng, nhung pha nuéc di duoc bao
nang khong dugc pha lodng (khong tinh dén tac dung gly truong nd va trao ddi chét
hoa tan do 18i). Gradien thim thiu gitta pha nuéc da dugce bao nang va pha nuéc ty do
duoc thiét lap, gradien nay tdng khi mirc pha lodng ting. Liposom tao thanh theo cach
ndy dugc U voi paclitaxel kho va xac dinh luong paclitaxel duge hoa tan béi liposom.
Nhén thdy sy gia ting déu din paclitaxel dd hoa tan khi muc pha lodng (gradien ndng
d0) tang. Két qua nay chi ra ring lugng paclitaxel phan bd trong mang liposom & trang
théi can bang s& tang khi gradien tham théu tang.

Nguyén liéu
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Paclitaxel, 16 06/150 Cedarburg Pharmaceuticals
DOTAP, 16 MBA 113 Merck Eprova
DOPC, 16 G181PC49 Avanti Polar Lipids
Nudre, Milli-Q -Téng hop Millipore
Trehaloza-dihydrat, d6 tinh khiét cao Senn Chemicals
Clorofom, cho mdi phén tich Merck

Axetonitril, loai dung cho HPLC (ACN) Merck
Tetrahydrofuran, loai dung cho HPLC (THF)  Merck

Amoni axetat, cho mdi phén tich Merck

Trifloaxit axetic, cho mdi phén tich Merck

‘Thiét bi loc xyranh minisart Sartorius

c5150,2 pum, dudng kinh 25mm

Mang: Xenluloza axetat

Hé théng HPLC 1100 Agilent

Thiét bi loai khi (G1379A)

Bom binary (G1312A)

Thiét bi léy mau tu dong co diéu nhiét (Autoinjektor G1329A, Thermostat
G1330B)

Phén ¢t ¢6 diéu nhiét (G1316A)

B do day diot (G1315B) hodc bd do ¢6 chidu dai bude song thay ddi (G1314A)

ChemStation ddi véi LC 3D, Rev. A.09,01

Thiét bi ép din, 10ml Northern Lipids
Zetasizer 3000 Malvern Instruments
Céc phuong phép

Diéu ché liposom rong

Ché phdm DOTAP/DOPC (ty 1¢ 1:1), hodc ché phim chi chira DOTAP holc
DOPC, dugc didu ché theo phuong phép mang. Luong lipit cin thiét duoc can vao
binh thot ¢d ddy bang va duge hoa tan trong clorofom. Dung méi duoc lam bay hoi dén
kho trong thiét bi bay hoi kiéu quay (Heidolph, Pirc) & dp suit khoang 150mbar & nhiét
do khoang 40°C trong khoéng 15 phut. Mang duogc sdy khd & 10mbar trong 60 phit va
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tiép theo dugc hydrat hoa trong dung dich nuéc trehaloza bing cach lic nhe binh thét
cd. Luong lipit, ndng d6 trehaloza va thé tich dung dich trehaloza dugc chon dé tao ra
huyén phi ¢6 ndng do lipit ndm trong khoang tir 10mM dén 40mM va ndng do
trehaloza nim trong khoang tir 9,8% dén 39,2% (khdi lugng/thé tich) dbi v6i ché phim
DOTAP/DOPC va ndng dd lipit ndm trong khoang tir 10mM dén 30mM va ndng do
trehaloza ndm trong khoang tlr 9,8% dén 29,4% (khéi lwong/thé tich) dbi voi ché pham
chi chira DOTAP hoic DOPC. Huyén phu liposom da 16p thu duge duoc ép dun 5 lan
qua mang polycacbonat c6 ¢& 16 200nm & ap suit khoang 5bar. Sau khi ép dun, huyén
phu nay duge pha lodng bang nudc dé thu duoc huyén phu c6 ndng d6 lipit 10mM va

ndng do trehaloza téng 9,8% (khéi luogng/thé tich).
Nap paclitaxel

Sml Huyén phi chira liposom rdng dugc didu ché nhu néu trén duge bd sung
vao 2,6mg paclitaxel kho (twong (mg véi ndng do paclitaxel theo Iy thuyét 600uM)
trong dng Falcon ¢ dung tich 15ml. Cac mé dugc khudy trong 1 gi¢ & nhiét do trong

phong (thiét bi khudy twr).

Sau khi khudy, paclitaxel khong gin két liposomal dugc tach riéng bang cach
loc 2ml & mdi mé qua thiét bi loc xyranh (Sartorius minisart, 0,2pum, mang xenluloza
axetat). Tiép theo, ndng dd paclitaxel va lipit trong dich loc thu dugc dugce phan tich

theo phuong phap HPLC.
Phuong phép phan tich
X4c dinh ham lugng paclitaxel

Céac mau dugc pha lodng trong ACN/THF/2mM amoni axetat 48/18/34 (theo thé

tich).
Pha tinh: LiChroCART® 250-4; LiChrospher 60, RP-select B
chiéu dai 250mm, ID: 4mm, c& hat Sum
Pha ddng: ACN/THF/2mM amoni axetat 32/12/56 (theo thé tich)
Luu tde: Iml/phut
Nhiét do cot: 35°C
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Budc séng do: 229 nm
Thé tich phun vao: 10ul
Thoi gian chay: 40 phut

Xéc dinh ham lugng lipit

Ham lugng lipit cua cdc mé trudc va sau khi loc duge x4c dinh theo phuong
phap HPLC dé theo doi muc hao hut ¢6 thé c6 cua vat licu liposom bé&i quy trinh loc.

Céc miu dugc pha lodng trong ACN/nuée 50/50.

Pha tinh: Phenomenex Luna Sp C8(2) IOOA, 150mm x 2mm
Pha dong: Axetonitril véi 0,1% TFA, nude véi 0,1% TFA
Xac dinh gradien lipit;

Thoi gian (phit)|  ACN (%)
0 50
4,12 50
7,06 75
14,13 100
21,20 100
23,56 50
30,00 50
Luu tdc: 0,4 ml/phut
Nhiét do cot: 45°C

Chiéu dai budc séng cia bd do:  205nm

Thé tich dugc bom vao: Sul
Thot gian chay: 30 phut
Két qua

Ché phdm DOTAP/DOPC

Trén hinh 1, lugng paclitaxel dugc hoa tan bang cach G véi ché phdm liposom
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DOTAP/DOPC khac nhau dugc thé hién. TAt ca cac ché phém déu chua cung mot
luong lipit (liposom) va trehaloza. Cac ché phdm nay thu dugc tir céc ché phdm dic
hon khac bang cach pha lodng bing nudc. Ngoai trir ndng do tuyét ddi, tit ca cac ché
phim ban dau déu trong duong va duge xir ly nhu nhau. Toa do thé hién ndng do
trehaloza ban dau, truéc khi pha lodng. Do trong tit ci céc trudng hop, ndng do
trehaloza chung cudi cing 13 10%, gradien trehaloza ting khi tri s toa do ting. Nhu 6
thé thdy, lvong paclitaxel duge hoa tan béi liposom sé& ting déu din cing véi gradien

trehaloza (khi pha lodng). Kha nang nap liposom tang khi gradien trehaloza ting.
Ché phim DOTAP va DOPC

Béng sau chi ra lugng paclitaxel dugc hoa tan bdi ché pham liposom DOTAP va
DOPC (thanh phan don) phu thudc vao ndng do trehaloza ban diu duoc dung dé diéu

14
A

ché:

Bang 1: Ché phdm DOTAP va DOPC

Nbng d6 paclitaxel (LM)
co trehaloza (%)

DOTAP DOPC
9,8 163 159
12,3 192 167
14,7 225 192
17,2 297 224
19,6 289 217
24,5 297 289
294 339 221

Déi vai liposom tir lipit tinh khiét, cling nhén thdy su phu thudc ro rét cua
gradien trehaloza vao kha ning hoa tan. D8i véi ché phidm DOTAP, quan sét thay khi
su khéc biét vé ndng do trehaloza bén trong va bén ngoai liposom ngay cang ting thi
kha nang nap paclitaxel 1 ting nhu & ché pham DOPTAP/DOPC. Hiéu qua nay kém rd
rét hon & liposom chira 100% DOPC.

2. Nap paclitaxel vao liposom v6i gradien trehaloza khac nhau sau khi sy phun
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2.1. Téng quan

Muc dich cta vi du nay 12 dé thir nghiém xem lidu gradien thdm thdu c6 tac
dung tich cuc ddi vé6i kha nang nap paclitaxel vao liposom hay khong néu liposom nay
dugc sdy phun gita budéc tao ra va didu chinh trehaloza gradien. Liposom
DOTAP/DOPC dyoc diéu ché & hai ndng do khic nhau, cu thé 1a 10mM lipit trong
dung djch trehaloza 10% (khdi lwong) va 20mM lipit trong dung dich trehaloza 20%
(khdi Iuwgng). Cé hai ché phim nay déu duoc sdy phun & ndng do tuong ung. Bot sau
khi siy phun déu duoc hoan nguyén bing nude dén ndng do lipit 10mM va ndng do
trehaloza tuong Ung 10% (khdi lugng). Ché phim 1ong duge cho tiép xtc véi
paclitaxel nhu néu trén, va xac dinh lugng paclitaxel hoa tan. D4 phét hién ra ring, ché
phidm ma dugc sdy phun tir trang théi cd dic gip doi (20mM lipit/20% (khdi lwong)
trehaloza) hoa tan nhidu paclitaxel hon ché phim ma duoc sy phun tir trang thai cd

dic duy nhat (10mM lipit, 10% khéi luong trehaloza).

Két qua cho thdy ring sy phan bd trehaloza bén trong/bén ngoai liposom khong
bi anh hudng béi viée sdy phun trong céc diéu kién chon loc. Sau khi hoan nguyén san
pham c6 dic, thu duge liposom véi gradien nng d¢ trehaloza, tuong ung vdi tac dung

cta viéc pha lodng tryc tiép ché phim long.
2.2. Céc phuong phéap
Tao liposom

Ché phdm dugc didu ché bing cach phun etanol. Luong thich hop cua dung
dich lipit trong etanol (200mM DOTAP-CI, 188mM DOPC) dugc phun khi khudy vao
dung dich chira trehaloza trong nuéc. Nong do trehaloza 1a 20% (khdi luong) cho
20mM liposom va 10% (khéi lwong) cho 10mM liposom. Luong dung dich lipit trong
etanol cin thiét 1a khoang 2,5ml/l d6i véi ché phdm 10mM va 5ml dbi v6i ché phim

20mM.

Ché phim liposom da phén tan dugc ép dun 5 1an doc qua mang polycacbonat

¢6 ¢& 16 200nm & 4p suit khoang 5 bar.

Sdy phun
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Budc sdy phun duge thue hién bang thiét bj sdy phun ¢& micro Niro SD bing
cach st dyng hai voi phun chét 16ng. Cac didu kién sdy 1a nhu sau: nhiét do diu ra =
100°C, nhiét do ddu vao = 145°C, téc do nap lidu = 340g/gid, tbc do khi phun la
2,3kg/gid, téc d6 khi 1am khé 1a 30kg/gio.

Hoan nguyén

Bot kho, tir ché phdm 10mM trude ddy va tir ché phdm 20mM trude day, déu

duoc hoan nguyén biang nude dén ndng do lipit 10mM.
Thtr nghiém nap paclitaxel

Vi€c nap paclitaxel vao liposom dugc thuc hién nhu duge mo ta trong .
2.3 Két qua

Két qua thu duge tir viéc nap paclitaxel vao bt d& dugc hoan nguyén duoc thé
hién trong bang 2. Nhu ¢ thé thdy, ché phdm ma duoc sdy phun & ndng do lipit 20mM
hoa tan nhidu paclitaxel hon so véi ché phdm c6 ndng do lipit ban dau 1a 10mM. Két
luan ring mirc nap paclitaxel tang ddi v6i ché phidm 20mM tru6c day la do gradien
thim th4u giita pha nuée da dugc bao nang va pha nudc tu do, gradien nay khong c6 &
ché phim 10mM trude day. Viéc sy phun va hoan nguyén bot kho khong dan dén su
cin bang trehaloza giita pha nuéce bén trong va pha nue bén ngoai, va vi vay nong do
thim théu cua pha nuéc da duge bao nang cao hon trong trudng hop ché phim 20 mM

truge day.

Bang 2: Hoa tan paclitaxel bing ché phdm thu dugc bang céch hoan nguyén bot da
duogc siy phun. Nong do lipit va trehaloza 1a bang nhau trong ca hai truong hop
(10mM lipit, 10% khdi luong trehaloza), nhung truéc khi siy phun mot ché phdm 1a 10
mM lipit, 10% trehaloza va ché phim con lai 12 20mM lipit, 20% trehaloza.

Nong do lipit ban ddu ciia ché pham Nbng do cua paclitaxel dd hoa tan
10mM (PD_L_07030) 164 (LM)
20mM (PD_L _07031) 340 (mM)

3. D6 6n dinh cua liposom da nap
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3.1. Téng quan

Dé danh gia xem liéu céc ché phidm liposom c¢6 gradien trehaloza bén trong /
bén ngoai khong chi c6 kha nang nap ting ma con c6 dd 6n dinh cao hon déi véi vide
gidi phong paclitaxel, mic do giai phong paclitaxel ra khoi liposom dugc theo doi
theo thoi gian. Ché phidm véi phan doan paclitaxel twong ddi cao, nghia 1a 5%mol, va
v6i gradien trehaloza khac nhau ndm trong khoang tir 0% dén 20% (khdi lwong) duge
diéu ché. Liposom chua gradien trehaloza gidi phong paclitaxel & mtc d6 hiu nhu
khong dang ké trong khoang thoi gian thr nghiém 21 ngay, trong khi & liposom khong

c6 gradien trehaloza, phin doan paclitaxel con lai giam dén dué6i 1%.
3.2. Phuong phép
Ché pham DOTAP/DOPC

Liposom DOTAP/DOPC chtra khoang 5%mol paclitaxel (xem bang dé biét tri
s6 chinh xdc), 10mM dén 30mM lipit, va 9,8% dén 29,4% (khdi luong/thé tich)
trehaloza dugc diéu ché theo phuong phép mang néu trén bing cach bd sung luong
lipit va paclitaxel tuong ng vao dung dich clorofom. Sau d6, c4c mé 30mM dugc pha
loding dén ndng d lipit 10mM (ndng do trehaloza chung 1a 9,8% khéi lugng/thé tich)

bang nudc.

Céc mau dugc bao quan & 4°C va ham lugng paclitaxel cua liposom dugc xac
dinh sau 0, 1, 5, 14, va 21 ngay theo phuong phép néu trén c6 ap dung budc loc va
phéan tich HPLC.

3.3. Két qua

Két qua duogc tom tét trong bang 3. Nong do cia paclitaxel (um) con lai trong
liposom dugc thé hién. Nong do lipit 1a 10mM, vi vdy, ndng do paclitaxel la 100uM

tuong (mg véi ndng do phan tir gam dbi véi lipit 1 1%.

Trong ché phim khong ¢6 gradien trehaloza, phan doan trehaloza con lai phén
rd déu dan dén tri s§ nho hon 100uM (nhé hon 1%mol ddi véi lipit) sau 21 ngay.

Nguogc lai, & ché phdm v6i gradien trehaloza, phdn paclitaxel con lai khong gidm
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xubng dudi 400pM. Khong quan sat thay su phan rd déu din trong truong hop nay, noi
cach khac, dudng nhu tri s6 khoang 400uM la trang thai 6n dinh v& mat vat ly cia

paclitaxel trong liposom.

Bang 3: Giir lai paclitaxel trong liposom DOTAP/DOPC

gradien ndng do trehaloza

0 10 % 20 %
luong paclitaxel dugc gitt lai bai liposom (uM)
trude khi loc 470 444 425
thoi gian (ngay) sau khi loc
0 453 446 411
1 438 428 407
5 391 429 420
14 90 427 412
21 79 409 400

Céc phan doan paclitaxel con lai cudi cung tuong tu véi cac dit liéu thu duge tir
thtr nghiém nap déi véi liposom da duge xit ly mot cach twong duong. Do do, dit liéu
t tht nghiém nap c6 thé duoc xem nhu du doan vé gi6i han on dinh cua liposom da
dugc nap. Néu khong c6 cac tac dung khéc xay ra, cac con sd tir thir nghiém nap sé& dua
ra thong tin vé& luong paclitaxel dugc giit lai boi liposom trong cac didu kién da néu.
Mot két luan khéc tir phan vi du ndy la duong nhu gradien trehaloza, va do 6n dinh gia
tang, dugc duy tri trong vai ngay. Trong truong hop nay, tac dung nay duge duy tri

trong 21 ngay.
4. Céc phuong phap xac dinh tai chd gradien trehaloza & céc ché phim liposom

4.1. Tém tét

Ch€ pham liposom ddm dic trehaloza & nong do ¢, dugc diéu ché va dugc pha
lodng béng nuéce hodc bang dung dich trehaloza véi céc ty 18 khac nhau dé thu duogc
moi truong v6i nong do trehaloza c,, trong d6 ¢, < ¢;. Tat ca cic ché phdm nay c6 cung

ndng db lipit cudi 1a 10mM. Céc ché phim nay dugc phén tich trén co sé thay ddi cuc
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bd céac dic tinh quang hoc (chiét suét). Téc do dém cta phép do tan xa 4nh sdng dong
hoc duoc sir dung dé thé hién thay ddi vé cudng dd phéan bd. Khi gradien trehaloza
ting, ¢i-Cy, thi te d6 dém cua phép do tan xa dnh sdng dong hoc (theo phuong phap
PCS) ting déu dan.

4.2 Phuong phap

Do tan xa anh sang dong hoc duoc do béng dung cu do goéc BI-200SM do
Brookhaven Instruments (Holtsville USA) cung cip. Céc phép do dugc thuc hién voi
ngudn laze 30mW c6 budc séng 641nm & géc 90°. D& phan tich di lidu, thuc hién

phép bién nap Laplace dao véi cac k¥ thuat hé thdng hoa tdi vu.
4.3 Cac mau

Liposom DOTAP/DOPC (ty 1¢ phan tir gam 1:1) v6i tdng ndng do lipit 30mM
duoc didu ché trong dung dich trehaloza 30%. Ché phidm liposom chira 30mM lipit va
30% trehaloza dugc ép dun doc qua mang ép dun ¢& 200. Tiép theo, liposom nay dugc
pha lodng bang nudc, dung dich trehaloza 30% hodc hdn hgp cia ching theo ty 18 nhu

néu trong bang.

A: 30mM liposom trong dung dich trehaloza 30%
B: dung dich nuéc trehaloza 30%
C: Nudée

Bang 4: Quy trinh pha lodng d6i véi ché phdm chira 10mM lipit trong pha nudc bing

trehaloza & ndng d6 nim trong khoang tir 10% dén 30% (khéi lugng)

# | ThétichA | Thétich B | Thétich C Ché phdm cudi cung

1 1 2 - 10mM liposom trong trehaloza 30%
2 1 1,5 0,5 10mM liposom trong trehaloza 25%
3 1 1 1 10mM liposom trong trehaloza 20%
4 1 0,5 1,5 10mM liposom trong trehaloza 15%
5 1 - 2 10mM liposom trong trehaloza 10%

Nong do lipit trong ché phdm cubi cing thuong la 10mM, nhung ndng do
trehaloza chung thay di trong khoang 10% (pha lodng bing nudc) dén 30% (pha
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lodng biang dung dich trehaloza 30%). Néu ndng dd trehaloza ban dau 1a 30% thi tao ra
con s6 gradien ndng dd trehaloza nim trong khoang tlr 0% (tng ndng dd = 30%) dén
20% (téng ndng dd =10%). Mot gio sau khi pha loadng, phép do tan xa dnh sang dugc

thuc hién.
4.4 Két qua

Hinh 2 thé hién két qua cua phép do tdn xa 4nh sédng dong hoc. Téc do dém
duoc thé hién dudi dang ham cua gradien trehaloza. Tc dd dém ting déu khi gradien
trehaloza tang. Tdc dd nay c6 thé dugc hidu chinh theo mirc tang gradien chiét sudt va
tac dung lam truong n& d6i véi gradien trehaloza tang. D3 biét 15 ring, liposom c6 thé
déng vai tro 1am chat thdm thiu ly tudng, va gradien thdm thiu c6 thé duge xé4c dinh tr
céc ddc tinh tAn xa 4nh sdng va hép thy anh sang trong cac didu kién thich hop (de Gier
1993; Cabral, Hennies et al. 2003). Bén canh cuong d§ cia phan tich tan xa 4nh sang
hau nhu co gifin, céc ky thuat tdn xa 4nh sang khéc cling nhu cac phuong phéap do do
hép thu hodc do do duc c6 thd duogc ap dung. Céc quan sét nay cho thdy rang viéc phan
tich tbc d6 dém cua céc phép do tén xa anh sang c6 thé duoc sir dung lam cdng cu
kiém soat sy thanh cOng cua vi€e tao ra gradien trehaloza d6i voi ché phém. Ngoai ra,
dit liéu nay xac nhan ring thay ddi vé nong d6 thdm thdu cia maéi trudng nudc cia

huyén phu liposom hoan lai cac dic tinh vat ly cua liposom.

5. Anh huong cua gradien trehaloza 1én d¢ 6n dinh v& mat vat ly ctia ché phidm liposom

léng DOTAP/DOPC chira paclitaxel
5.1 Tong quan

Trong vi du nay, tic dung lam 6n dinh cta gradien trehaloza ddi v&i ché phdm
liposom DOTAP/DOPC chira paclitaxel nhu dugc thé hién béi vi du 3 duoc khéo sat
tiép. Liposom dugc bao ché & ndng d6 30mM (trong dung dich trehaloza 32% khéi
luong), duge pha lodng bing dung dich trehaloza/nuéc khéac nhau, va x4c dinh mirc

paclitaxel gidi phong sau khi (g suét co hoc.

Da phat hién ra ring, do én dinh vat ly tang khi gradien trehaloza tang. Phat

hién nay xac nhén rang tic dung lam oOn dinh cua gradien trehaloza dbi véi liposom
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chira paclitaxel ciing dat dugc & xtr 1y trén quy mo thi nghiém.
5.2. Phuong phép va nguyén liéu
Piéu ché liposom

Liposom dugc san xuét theo k§ thuét phun etanol. Mot cach vén tit, dung dich
chira 200mM DOTAP va 188mM DOPC (tong ndng d¢ lipit 388mM) dwgc phun ddng
thoi khudy & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C vao pha nuéce (8,11ml dung
dich lipit trong etanol cho 100ml pha nuéc) ¢ thu dwgc liposom da phan tin v&i ndng
do lipit khoang 30mM. Péi véi pha nudc, dung dich chira 32,1% khéi lwong trehaloza
dihydrat véi 184,5uM axit xitric dugc chon.

Thuc hién budc ép dun nhu da néu & 4p suét 3 bar v6i mang polycacbonat ¢c6 c&
16 220nm. Thyc hién bude loc v trung nhu da néu béng céch st dung thiét bj loc tiét

trang milipak 20 hodc mang durapore (do Millipore, Molsheim, France cung cip).
Gradien ndng do

Ché phdm liposom 30mM ban du trong dung dich trehaloza 30% (khdi lwong)
(PD-L-09111) dugc pha lodng bang nudc dén ndng do lipit va trehaloza cudi clng
khéc nhau.

Bang 5: pha lodng c4c miu thir nghiém

Tén PD-L-09111 Nudc Clipit Ctrehaloza Ac trehaloza
(ml) (ml) (mM)  |(% khéi lugng) (% khdi lugng)

PD-L-09111 100 0 30 30 0
PD-L-09112 70 70 15 15 15
PD-L-09113 90 54 18,8 18,8 11,2
PD-L-09114 100 0 30 30 0
PD-L-09115 80 64 16,7 16,7 13,3
PD-L-09116 100 40 21,4 21,4 8,6
PD-L-09119 100 24 25 25 5

Kiém tra d§ On dinh
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Céc mau dugc dua vao may lic va lic véi tbe do 150 vong/phit 1an luot & 25°C
hodic & nhiét do ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C. Sau 24 va 48 gid, cac miu dugc

phén tich va luong paclitaxel con lai trong liposom duoc x4c dinh.
Xac dinh su duy tri/giai phong paclitaxel trong cdc ché pham liposom

Murc duy tri paclitaxel trong liposom dugc khio sat bang cach loc cac ché pham
liposom dé loai bo tinh thé paclitaxel ra khoi san phidm liposom (nhu mb ta trong vi du
3). Paclitaxel con st lai dugc dinh lugng theo phén tich HPLC. Ngoai ra, kinh hién vi

quang hoc dugc sir dung dé khao sat cac mau vé tinh thé paclitaxel.
5.3 Két qua

Két qua duoc thé hién trong céc bang 6 dén 12. Pé don gian, ndng do trehaloza
ban dau 1a khoang 30% (khéi lugng). Gradien ndng do nhu thé hién dugc tinh tir ndng
do trehaloza ban dau va hé sb pha lodng. Gradien néng do thuc té gifta pha da duoc
bao nang va pha nuéc ty do s& c6 cing xu huéng, nhung cic tri sd tuyét dbi co thé

khac mot chut so v6i céc tri s6 dugc néu trong béang.

Nhu ¢6 thé nhan thiy, do én dinh tang khi gradien trehaloza ting. Quan sét thiy
luong paclitaxel con lai trong liposom ting va tinh thé paclitaxel giam. Do én dinh &

5°C cao hon so vai 25°C.

Béng 6: Do 6n dinh & gradien trehaloza 0%

S hat Nhiét thoi Hao hut ,
Tinh thé trén
> luM >1uM | >25uM do gian PXL khi )
kinh hién vi
(°C) (gi0) loc (%)
PD-L-09111 30 0 5 24 <5 Khong
PD-L-09111 30 0 5 24 8 Co
PD-L-09111 30 0 5 48 8 Co
PD-L-09111 30 0 5 48 19 Co
PD-L-09111 30 0 25 24 86 Céo
PD-L-09111 30 0 25 24 86 Co
PD-L-09111 30 0 25 48 85 Céo
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S6 hat Nhiét thoi Hao hut ,
Tinh thé trén
> 1uM >1uM | >25uM do gian PXL khi Kinh hidn vi
°C) (gi0) loc (%)
PD-L-09111 | 30 0 25 48 85 Co
Bang 7: D9 6n dinh & gradien trehaloza 5%
Mau Cipit | ACy | Nhiét | thdi | Haohut PXL | Tinh thé trén
(mM) | (%khdi | do gian | khiloc (%) | kinh hién vi
lugng) | (°C) | (giv)
PD-L-09119 | 25 5 5 24 <5 Khong
PD-L-09119 | 25 5 5 24 <5 Khong
PD-L-09119 | 25 5 5 48 <5 Khong
PD-L-09119 | 25 5 5 48 <5 Khong
PD-L-09119 | 25 5 25 24 29 Co
PD-L-09119 | 25 5 25 24 44 Co
PD-L-09119 | 25 5 25 48 70 Co
PD-L-09119 | 25 5 25 48 69 Co
Bang 8: Do dn dinh & gradien trehaloza 8,6%
Mau Cipit | ACye (% | Nhiét | thoi | Hao hut PXL | Tinh thé trén
(mM) | khbi do gian | khiloc (%) | kinh hién vi
lugng) | (°C) | (gio)
PD-L-09116 | 21,4 8,6 5 24 <5 Khong
PD-L-09116 | 21,4 8,6 5 24 <5 Khong
PD-L-09116 | 21,4 8,6 5 48 <5 Khong
PD-L-09116 | 21,4 8,6 5 48 <5 Khong
PD-L-09116 | 21,4 8,6 40 24 <5 Khong
PD-L-09116 | 21,4 8,6 40 24 <5 Khong
PD-L-09116 | 21,4 8,6 40 48 <5 Céo
PD-L-09116 | 21,4 8,6 40 48 <5 Co
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Mau Cipit | ACy | Nhiét | thdi | Hao hut PXL | Tinh thé trén
(mM) | (% khéi do gian khi loc (%) kinh hién vi
lugng) | (°C) | (gid)
PD-L-09113 | 18,8 11,2 5 24 <5 Khong
PD-L-09113 | 18,8 11,2 5 24 <5 Khong
PD-L-09113 | 18,8 11,2 5 48 <5 Khong
PD-L-09113 | 18,8 11,2 5 48 <5 Khong
PD-L-09113 | 18,8 11,2 40 24 <5 Khong
PD-L-09113 | 18,38 11,2 40 24 <5 Khéng
PD-L-09113 | 18,8 11,2 40 48 <5 Khong
PD-L-09113 | 18,8 11,2 40 48 <5 Khong
Béang 10: Do én dinh & gradien trehaloza 13,3%
Miu Cipt | ACy | Nhiét | thoi | Hao hut PXL | Tinh thé trén
(mM) | (%khbi | dd gian | khiloc (%) | kinh hién vi
luong) | (°C) | (gio)
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 48 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 48 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 48 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 48 <5 Khong
Béang 11: P9 6n dinh & gradien trehaloza 13,3%
Mau Clipit AC Nhiét | thoi | Hao hut PXL | Tinh thé trén
(mM) | (%khdi | do gian | khiloc (%) | kinh hién vi
lugng) | (°C) | (gio)
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Hao hut PXL

Mau Cipit | ACye | Nhiét | thoi Tinh thé trén
(mM) | (%khéi | do gian | khiloc (%) | kinh hién vi
lugng) | (°C) | (giv)
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 48 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 5 48 <5 Khéng
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 24 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 48 <5 Khong
PD-L-09115 | 16,7 13,3 40 48 <5 Khong
Bang 12: B0 6n dinh & gradien trehaloza 15%
Mau Cipt | ACy | Nhist | thoi | Haohut PXL | Tinh thé trén
(mM) | (%khéi | dd gian | khiloc (%) | kinh hién vi
lugng) | (°C) | (giv)
PD-L-09112 | 15 15 5 24 <5 Khong
PD-L-09112 | 15 15 5 24 <5 Khong
PD-L-09112 | 15 15 5 48 <5 Khong
PD-L-09112 | 15 15 5 48 <5 Khong
PD-L-09112 | 15 15 40 24 <5 Khéng
PD-L-09112| 15 15 40 24 <5 Khong
PD-L-09112 | 15 15 40 48 <5 Khong
PD-L-09112 | 15 15 40 48 <5 Khong

6. D9 6n dinh cua liposom da nap paclitaxel va da duoc sdy phun
6.1 Phuong phap va nguyén liéu
Nguyén liéu duoc str dung nhu da md ta trong céc vi du trudc.

Liposom chira DOTAP, DOPC va paclitaxel (ty 1 phan tir gam 50/47/3) duoc

tao ra theo k¥ thudt phun etanol da néu. Paclitaxel dugc hoa tan véi lipit trong dung
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dich etanol. Liposom & ndng d6 20mM lipit trong 20% khéi lwong trehaloza (mé PD-
L-09031) va 10mM lipit trong 10% trehaloza (c4c mé MDG09,108-08-001 va PD-L-
09032) dugc diéu ché. Liposom dugc ép dun 5 1an qua mang polycacbonat véi ¢ 15

200nm va dugc lgc ti€t tring nhu néu trén.

Sau khi diéu ché huyén phu liposom, liposom nay dugc loai nude. Cadc mé PD-
L-09031 va PD-L-09031 dugc sdy phun trong thiét bi sdy phun Niro SD-Micro véi cac

théng s6 sdy phun nhu da duge mo ta trong vi du 2.

Mé MDG09.108-08-001 dugc loai nuéce biang cach sdy dong, bang cach st dung
thiét bi sdy dong Epsilon 2-12D (Christ). Huyén phu liposom duogc gitr ¢ 4°C trong 1
gio va dugc lam dong lanh & -40°C trong khoang 5 gio. Sau khi lam déng lanh, nhiét
do dugc nang 1én dén -16°C va buée séy s0 bd dugc thuc hién & ap suét 0,1 bar trong
90 gid. O budce sdy thi hai, nhiét do tang dén 20°C, trong khi 4p sudt giam dén 0,01

bar.

Bot khd duge hoan nguyén bang nudc dén ndng do lipit 10mM trong 10,5%
(khéi lugng) trehaloza. San phém liposom 16ng thu duge dugc kidm tra mot gio sau khi
hoan nguyén va 24 gi¢ sau khi hoan nguyén theo phuong phép tan xa anh séng dong
luc hoc béng cach sir dung thiét bi Malvern Zetasizer 1000HSA, Series DTS5101 (Cai
dat: Phén tich = phuong thirc mono, Gifn né = 1,2; Trinh tu phu hop = 3; Diém lua
chon déu tién = 18; Diém lua chon cudi cung = Pén s6 22; Piém trong sb = bac hai; hé
) suy gidm = x16; do nhét 1.200c¢p; Chiét suét = 1348; S4 14n do = 3; PO tré gifta céac
lan do = 0; Khoéng thoi gian do = Ty dong) dé xc dinh Zyyng pias vA PL Trude khi do,
cac mau duoc pha lodng mudi lan bang dung dich trehaloza da loai nuéce 10,5% (khdi

lugng).
6.2 Két qua
Két qua dugc thé hién trong bang 13.

Cac phat hién ddi v6i ché phidm da duoc sdy phun & cling ndng do lipit va
trehaloza nhu & san phim da dugc hydrat hoa khac dang ké so véi két quéi & san pham

da duge sdy phun tir nguyén liéu 1ong dugc cd dic gip doi va gradien trehaloza dugc
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tao ra nho hydrat héa lai. Ché phém khong c6 gradien néng d6 thé hién cac tri sb Zirung
binh V& PI cao hon déng ké va ting 1én trong vong 24 git sau khi hoan nguyén, trong khi
ché phém c6 gradien néng do khong thé hién su gia ting nay. Sy gia ting Zirung binh Va
PI dugc xem 1a c6 lién quan dén viéc giai phong paclitaxel ra khéi ché phim khong cé
gradien ndng d6, kém én dinh hon. Dit liéu nay phu hop véi két qua & vi du 2, trong do
paclitaxel c¢6 thé dwoc nap nhidu hon vao liposom thu dugc sau khi siy phun & ndng do
gip d6i va sau do tao ra gradien trehaloza. Viéc sy phun ché phdm liposom chira
paclitaxel & ndng do trehaloza cao hon va tiép theo tao ra gradien trehaloza giup cai

thién do On dinh cda ché pham sau khi hoan nguyén.

So sanh vé&i cdc mau da sdy phun, ché phim da dugc sdy & nhiét dg thap co PI

cao hon nhiéu ngay ca sau khi hoan nguyén.

Bang 13: So sdnh cdc phuong phép loai nude va hydrat héa lai

Mé ACehaloza 1 gio 24 gio
Zrung binh (M) PI Zirung binh (NM) PI
MDG09.108-08-001 0% 170,3 0,480 175,4 0,493
PD-L-09032 0% 167 0,331 260 0,65
PD-L-09031 10 % 160,8 0,203 160,5 0,199

7. San xuit & quy md 16n va sdy phun
7.1 Nguyén liéu

7.1.1 Nguyén li¢u co ban

» USP Paclitaxel ban tng hgp APL, Phyton Biotech, 16 CP209N0014

* DOTAP-CI, Merck Eprova AG, 16 MBA-020

* DOPC, Avanti Polar Lipids Inc., 16 GN181PC-12

* a,0-Trehaloza dihydrat c¢6 d tinh khiét cao (Low Endotoxine), Ferro
Pfanstiehl, 160 33205A

» Etanol tuyét d6i EP, Nova Laboratories Art.-Nr. A4478B

* AXit xitric monohydrat EP/USP, Nova Laboratories Art.-Nr. V290

» Nuéce dung dé phun, Nova Laboratories Art.-Nr. A15210C
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7.1.2 Thiét bi

* Mao quan phun ID: 2 mm

* Hop loc Memtrex PC 0,2pm do GE cung cdp, san phidm sé6 MPC9205FHV, 16
60240937

« Thiét bj loc vo tring Opticap XL4 véi mang loc Durapore 0,22pm do
Millipore cung cép, san phim s6 KVGLAOA4TT3 16: COCA1 0972

« Binh diéu ché (Nova Laboratories Ltd.)

* Binh €p dun (Nova Laboratories Ltd.)

* Binh khtr Bioburden (Nova Laboratories Ltd.)

* Binh trun gian (Nova Laboratories Ltd.)

* Bom nhu dong (Nova Laboratories Ltd.)

* Binh chiu &p dung tich 20 lit véi éng do 4p (Nova Laboratories Ltd.)

* L thong hoi dang buém (Nova Laboratories Ltd.)

» Thiét bi sdy phun v6 khuén ASD-1 (GEA Niro S/A, Copemhagen Denmark)

7.2 Phuong phép
7.2.1 San xuét ché phim long
7.2.1.1 Piéu ché dung dich hitu co

Ddi véi meé 001, 349,3g DOTAP-CL dugc hoa tan trong 700g etanol tuyét déi
va duge khudy trong khoang 4 gio. 369,5g DOPC dugc hoa tan trong 700g etanol tuyét
d6i va duge khudy trong khoang 3 gi¢. Sau do, hai dung dich lipit nay dugc két hop va
dugc b sung vao 25,617g paclitaxel. Dung dich hitu co thu duge dugc khudy trong
khoang 2 git va cudi ciing duge diéu chinh dén tdng khéi lugng 1a 2122,5¢ bing cich

b sung etanol tuyét dbi vao. Cac mé 002 dén 004 cling dugc diéu ché nhu vay.
7.2.1.2 Biéu ché dung dich nuéc

P6i voi meé 001, 10819g trehaloza da loai nude duge bd sung vao khoang 20k
nuée ding dé phun trong binh didu ché va dugc khudy véi tbe d 700 vong/phut trong
90 phut. Tiép theo, 1,25 8g axit xitric monohydrat dugc bd sung vao va duoc khudy cho

dén khi hoa tan hoan toan. Thé tich cudi cua dung dich nudc dugc didu chinh dén
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34,53kg va khudy thém 10 phut nira. Cac mé 002 dén 004 cling duge diéu ché nhu vay.

7.2.1.3 Phun etanol

Déi véi meé 001, dung dich hitu co dugc phun vao dung dich nudc nhd bom nhu
dong voi tbe d6 phun khoang 250g/phut. Trong qué trinh phun, dung dich nay duoc
khudy véi tbe do khoang 500 vong/phut. Sau khi phun xong, dung dich nay duoc
khudy trong 2 phut véi téc dd 600 vong/phiit va tiép theo khudy trong 1 phut véi toc do
700 vong/phut. Trong subt qué trinh phun, nhiét d§ duoc gitt dudi 8°C. Cac mé 002
dén 004 duoc khudy véi tbe do 550 vong/phit trong sudt qua trinh phun ma khong cin

khudy thém sau do.
7.2.1.4 Ep dun

Thuc hién 8 14n ¢p dun trong hop loc loai 5 (12,70cm) v6i mang polycacbonat
¢6 ¢& 16 0,2pm. Hop loc duge thong hoi véi 4p sudt ndm trong khodng tir 0,4bar dén

0,5bar mi 1an, va thye hién ép dim véi p sudt 3,0 bar. Nhiét do duge gitr dudi 8°C.
7.2.1.5 Pha loang

Sau lan ép dun tht 8, khdi lugng ctia ché phdm duoc x4c dinh. Dua trén ty trong
ctia ché phdm la 1,106g/ml, tinh dugc lwong nudce cin thiét dé thu duoc 20mM ché
phdm (trén co sé tong ndng do lipit), twong mg véi viée pha lodng theo ty 1¢ 1:1,5. i
v6i mé 001, lugng nudce can thiét dé phun dugc b sung vao véi tde do 1,661/phiit bang
bom nhu ddng qua mao quan c6 dudng kinh trong 2mm, dong thoi dung dich duoc
khudy véi tbc do khodng 500 vong/phut. Lugng nuéc dung dé phun bd sung vao duogc
lam lanh dén dudi 8°C true khi b sung vao ché phdm. Dbi véi cac mé 002 dén 004,
budc pha lodng dugc thuc hién & tdc do nim trong khoang tir 0,621/phut dén 0,831/phit
v6i the dd khudy khoang 600 vong/pht.

7.2.1.6 Giam nhiém vi sinh

Truée khi gidm nhiém vi sinh (loc tiét trung lan thir nhét), thiét bi loc
OpticapXL4 dugc rira bang 201 nude dung dé phun & ap suét khoang 0,5 bar. Viéc nap

liéu va thong hoi thiét bi loc dugc thuc hién nho trong lyc. Qud trinh loc dugce thuc
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hién & 4p suét 2,5 bar, nhd d6 ap suit dugce nén vao kip thoi. Nhiét d6 cta ché phém

dugc gitt dudi 8°C.
7.2.1.7 Loc tiét trung

Truge khi loc tiét tring, thiét bi loc OpticapXL4 dugc rira bang 201 nuée dung
dé phun & &p suét khoang 0,5 bar. Thuc hién viéc thong khi cho thiét bi loc & 0,5 bar.
Buéc loc dugc thuc hién & 4p suit 2,5 bar, nhd d6 ap suét dugc nén vao kip thoi. Nhiét

do cta ché pham dugc giit dudi 8°C.
7.2.2 Sy phun

Ché pham liposom dugc sdy phun trong thit bi sdy phun v6 khudn ASD-1
(GEA Niro S/A, Copenhagen Denmark). Mé 001 duoc siy kho & dang mé don (Hanh
trinh 1), trong khi cdc mé 002 dén 004 duoc sdy lién tiép theo phuong thirc lién tuc
(Hanh trinh 2). D& sdy phun, st dung hai voi cho chét 16ng, nito lam Kkhi sy, va cac

thong so sau:

Béng 14: cai dit ché do siy phun

Thong so Diém cai dat

Téc d6 khi sdy 80kg/gidy

Ap suét khi phun | 3 bar

Tdc dd khi phun | 3kg/gioy
Nhiét d6 ddura | 95°C

Toc dd nap lisu | 2U/gid
Nhiét d6 nap lidu | 0°C —30°C

7.3 D6 6n dinh cua liposom
7.3.1 Phuong phép

Ché phdm liposom da loai nuée tir Hanh trinh 1 dugc hydrat hoa lai trong nude
dé phun dén tong ndng do lipit 10mM, do véy céc didu kién hoan nguyén lam tédng hon
nita gradien tham thau ctia ché phim, gradien nay 12 20mM trudce khi loai nuée. Dé so

sanh, ché phim liposom twong ing (M@ so sanh) duoc diéu ché ma khong pha lodng va
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dugc loai nuéc bing cach siy dong (nhu néu trong WO 2004/002468 ching han).
Lugng paclitaxel (ké ca san phim phén giai cua paclitaxel) con sét lai trong liposom
dugce xéac dinh theo phuong phdp dwge md ta trong vi du 1.3 sau khi hoan nguyén
liposom va sau 24 gi& & 25°C. Ty 18 phan trim cia paclitaxel con lai va c6 thé loc dugc

(dang tinh thé) dwoc tinh dya trén téng lugng paclitaxel c6 mit trong cc ché phém.

7.3.2 Két qua

Bang 15: Giai phong paclitaxel ra khdi san pham

Piéu ché TO Sau 24 gid & 25°C
Thoi gian | Paclitaxel con lai | Paclitaxel c6 thé | Paclitaxel con lai | Paclitaxel c¢6 thé
trong liposom [%] dugc loc [%] trong liposom [%] | loc dugc [%]

Hanh 99,56 0,44 99,89 0,11

trinh 1 99,93 0,07 100,09 -0,09

99,67 0,33 99,87 0,13

Mé so 99,63 0,37 98,88 1,12

sanh 99,48 0,52 98,68 1,32

99,72 0,28 99,16 0,84

Dit liéu cho thdy ring cc ché phdm liposom diéu ché duoc khi ving mit
gradien thdm théu sé& giai phong paclitaxel nhanh hon. Piéu nay c¢6 thé dugc quan sat

dé dang sau mot khoang thoi gian tuong dbi ngin 1a 24 gio.
7.4. Phan tich ¢& hat va chi s6 da phén tan

7.4.1. Phuong phép

C0 hat (Zyung binn) VA chi sb da phan tan (PI) duoc xdc dinh theo phuong phap
PCS (nhiéu xa 173°) béng cach st dung Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments).
Mot cach véan tit, mau tr Hanh trinh 1 (twong ung véi mé 1) va Hanh trinh 2 (twong
ng v6i cdc mé 2 dén 4) va mau tr mé so sanh (xem & trén) dugc tai tao huyén phu
trong nudc dén tdng ndng do lipit 1a 10mM. DPé xé4c dinh, cac mau duogc pha lodng
mudi 1an bing dung dich trehaloza 10,5% d4 loai nudc (khdi luong). Cac mau duogc

bdo quan trong 24 gid va 25°C va dugc do lai.
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Ché do cai ddt sau dugc ap dung dé do va phén tich dir li¢u: Kiéu do = Kich c&;
Mau: Nguyén liéu = Polystyren latex, RI: 1,590; D0 hép thu: 0,01; chét phén tan =
10,5% Trehaloza, Nhiét do: 25°C, d nhét 1.200 cP RI: 1,342; Tuy chon chung = céc
thong sb Mark-Houwink; Nhiét do = 25°C, Thoi gian cin béng: 5 phut; Té bao = cuvet
dinh c& loai dung mdt 1dn DTS0012; Po: S6 14n hanh trinh = 15; Khoang thoi gian cta
hanh trinh (gidy) = 100; S lan do = 3; Khoang thoi gian tré gifta cac 1an do; Tién trién
= Vi tri ¢d dinh & vi tri 4,65, Hé sé suy giam 6; C4c thong sd phén tich: Phuong thuc
phén tich = Chung; Phén tich nira bit bién: Trinh tu phtt hop = 3; So d trong lugng =
bac hai; Lva chon diém nira bat bién: diém tu dong thu nhét = Co; Phuong phap lva
chon diém cudi = cét; Phan doan tin hiéu = 0,1; Gian né = 1,2; Khoang biéu hién: Gidi
han duéi = 0,6; Giéi han trén = 10000; Loc: hé sb loc = 75; Phan tich da phuong thire:
Két qua bién nap = Mie; St dung két qua bién nap = Cé; So dd trong luong = bac hai;
Do phan giai = binh thudng; Lua chon diém da phuong thic; diém tu dong tht nhit =
C6; Phuong phap lya chon diém cubi = cit, Phan doan tin hiéu = 0,01; Giin né = 1,2;
Phan loai ¢&: S loai ¢& = 70; Gidi han duéi = 0,4; Gidi han trén = 10000; Ngudng:

ngudng thép hon = 0,05; Ngudng cao hon =0,01; hé sb loc = méc dinh.
7.4.2 Két qua

Két qua duoc thé hién trong bang 16:

Miu Zirung binh (nm) | PI

M¢é so sénh 133 0,337

Hanh trinh 1 |M¢é 1 143 0,16
Mé 2 138 0,15

Hanh trinh 2 | M¢ 3 143 0,17
Mé 4 144 0,19

Ché phém dugc tao ra vdi gradien thAm thiu va dugc loai nude béng cach séy
phun (hanh trinh 1 & hanh trinh 2) ¢6 Zirung binh trong tu nhau nhung tri s6 PI thép hon
dang ké so v6i mau so sanh dugc tao ra ma khong c6 gradien thim thiu va dugc loai
nuée bang cach sdy dong. Vi vay, san phdm duoc tao ra theo quy trinh néu trén déng

nhét hon san phdm dugc tao ra theo quy trinh thong thuong.

-61-



22325
7.5 X4c dinh dic tinh bing cach siéu ly tim
7.5.1 Phuong phép
Phan tich siéu ly tim dugc thuc hién trén thiét bi Nanolytics (Potsdam, Dirc).

Mobi méu dugce hoan nguyén trong H,O va hdn hop H,0: D,0 theo ty 1¢ 1:1 dén
ndng d6 lipit 10mM va duge lam can bang trong mot gid & nhiét do trong phong. Sau
d6, cdc mau nay dugc pha lodng theo ty 16 1:1 bing dung mdi tuwong ing. Sau mot gio
cin bing nita, cic miu dugce dua vao bude sidu ly tim. 400p] thé phan tan liposom
tuong Ung duge dua vao cuvet siéu ly tim bang titan vé6i duong quang la 12mm. Cac
mau nay dugc ly tAm trong thiét bi phén tich siéu ly tdm Optima XL-I (do Beckmann-
Coulter, Palo Alto cung cép) st dung réto 8 vi tri An50Ti (do Beckmann-Coulter, Palo
Alto cung cip) c6 lp bd phan gdy nhiéu quang Rayleigh v6i van tbc 20000 vong/phit
va & 25°C. Trong qué trinh ly tdm, profin ndéng do theo phwong hudng kinh 1a do

gradien khic xa trong dung dich. C4c miu dugc xac dinh l3p lai hai lan.
7.5.2 Phan tich dir liéu
7.5.2.1 Pinh nghia hé s6 ling

Déu hiéu ban diu trong siéu ly tim phan tich 1a hé sb lang dugc dinh nghia nhu

Sau:

m(l—7v90) u
f w2r )

Trong do6 u la vén tbe léng clia hat, m 1a khéi lugng cta hat, U 13 thé tich cu thé,

f1a gi6i han ma sat va @ 1a ty trong ciia dung moi.
Xac dinh hé sb ling

Hé sb léng duogc tinh truc tiép tir dit 1iéu do dugc ma khong can phai gia dinh

tiép theo cong thirc:
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lnL =3 /w2 dt
Tm 2)

Trong d6 7" 1a khoéng cach dén tryc quay, va "m 1a mit khum ciia chét 1ong.

Tich phéan thoi gian thugc hién / w? dt dugc x4c dinh bang thiét bi do luong.
7.5.2.3 Phan b6 hé sb ling

Thay cho h¢ sb 1§mg duy nhét & mdt ban kinh cy thé, toan bd truc r ¢6 thé duoc
chuyén hoéa thanh truc s. Sy thay dbi van & vi tri twong Ung ty 1& v6i ndng do khdi
luong cua céc loai hat ¢6 mit, sao cho bién dd do c6 thé coi nhur 1a toa do y. Tuy nhién,
can phai hiéu chinh toa do y theo mirc pha loang theo phuong huéng kinh. Bing cach
tinh dén gidi han hiéu chinh, thu dugc ham sé g(s) sau day, cho ndng do khdi cua cac

loai hat lang v&i van toc s:

_ldc r 2 2

Nbng d6 ¢, trong ng c0 dugc dua ra khi roi chuyén van don vi, trong d6 van la
mot pha ddy du, do vay 1 mét vach sang va tdi ctia phd nhidu xa. Kich ¢ ty 1¢ thuan
v6i ndng do duge tinh theo g/l trong trudng hop gia ting chiét suit co thd dugc gia
thiét 1a bang nhau ddi v6i tét ca cac loai hat, ddy 1a truong hop dbi véi cdc miu 13 cc

nguyén liéu hoa hoc ddng nhét don gién c6 mit trong phan b da phén tan:

—

de=d¢ - A -

!

&5

(4)

Trong d6 ¢ 14 ndng d¢ trong don vi rdi chuyén van, A 1a chiéu dai budc song cua

A Sl—’-! . Y X Y I4
tia laze, 1 1a chiéu rong cla cuvet, va de [a mirc gia ting chiét xuit ctia chit hoa tan

trong mot dung méi nhét dinh. Do tinh ty 1é thuan nay, ndng do trong phuong trinh (3)

c6 thé duoc thé hién truc tiép & dang néng d6 khéi luong.

9(8) (hoic dang da 14y tich phan ctia n6 G(s) v& nguyén tc ¢6 thé tinh duoc theo

phép bién doi toa dd timg 1dn quét va tinh toa do y theo phuong trinh (3); thu dugc két
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qué chung bang cach 13y trung binh cac 14n quét chinh, ma chu yéu 1a thira. Vi vay, s&
12 hop 1y néu thyc hién viéc diéu chinh toan bd dit lidu & tét ca cde 1an quét. Nhy do,
cac am tap khong phu thudc vao thoi gian va khong gian duge tich va cac am tap
thng ké khic dugc phan bd dé thu duoc 9(8) t5t nhit tir toan bd dit liéu do. Phin mém

SedFit v12.4. do Peter Schuck cung cip duoc sir dung dé diéu chinh dir liéu.
7.5.2.4 Gidi thich phan b4 hé s6 ling

Phén bd hé sb ling & dang ham 9(8) da mang lai thong tin vé su phan bd nay;
thong thuong mong mudn bién ddi thong sb do ludong chinh s thanh dudng kinh hodc
khdi lwong ctia hat. Hé sé ling c6 lién quan dén phén tr lugng theo phuong trinh

SVEDBERG

sRT

Y basp ©

thong qua hé s sy khuéch tan. Déi véi cac dbi twong hinh ciu, ching han nhu liposom
theo sang ché, hé sé khuéch tan c6 thé duoc thay bing duong kinh ctia hinh ciu, do dé
can phai xem xét xem liéu liposom ¢6 dugc nap nuGe - khong gép phan vao sy ling

nhung lai gép phéan vao sy ma sat.

Néu hé sé khuéch tan trong phuong trinh 5 dugc thay bing phuong trinh
STOKES-EINSTEIN

D=6nrnRy (6)

va coi nhu duong kinh d=2Rh ddi véi hinh ciu va phin thé tich nuéc 1a ‘I’; thi phuong

trinh SVEDBERG tré thanh

d=\/ 1879 s
(1-2)(0s — 0) (7)

trong do n la do nhdt cuia dung méi va s 1a ty trong cia chét hoa tan.

Pé chuyén héa mirc phan bé h¢ s6 ling thanh phan bé kich ¢, doi héi ring su
truong no va ty trong cla liposom khong thay déi hodc duoc dwa ra nhu 1a mot phan
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b phu thudc vao hé sb léng. Do véy, ty trong nay dugc xac dinh theo thyc nghiém.
7.5.2.5 Phan tich su thay ddi ty trong

Ty trong cta cic hat ling c6 thé duge xac dinh theo phuong phép siéu ly tdm
phén tich trong hai dung moi c6 ty trong khac nhau. Trong céc dung mdi c6 ty trong
thdp hon, hat thudng c6 tri 6 s nhd hon — hat ling cham hon, néu khac biét vé ty trong
v6i dung mdi xung quanh giam. Ca hai trj s6 s, lién quan dén cung mot hat, dua vao
phuong trinh (7) véi cac thong s cho dung moi tuong tng. Di v6i hai dung mdi (chi

s& 1 va chisé 2), phuong trinh sau day dugc ap dung:

m Ss1 12 S2

—

2o+ (1-®) o]-01 [Po2+(1-9) 0] — 02 (5

Ty trong kho cta hat s va thong sb do truong n& P & ca hai vé cta phuong
trinh 14 gidng nhau, do ching dé cap dén cing mot dbi twong. Cac hat gidng hét nhau

dugc dinh nghia 1a yéu t cta phan bd hé sé ling véi toa do y gidng hét G(s),

Vi vay, phuong trinh (8) c6 thé duoc sip xép lai va don gian hoa dé thu dugc ty

trong kho:

— M S102 — 128201
S1M1 — 8272 9)

§

Dudng kinh ¢6 thé thu duoc theo phuong trinh sau:

dz\/18-(77181-77282)
(1—‘1’)'(Q1—Q2) (10)

Dé giai phuong trinh (10), cAn phai c6 thong tin doc 14p nhu duong kinh cia
hat, ma c6 thé dugc xac dinh theo thi nghi€ém nh¢ thir nghiém tan xa anh sdng dong

luc hoc nhu néu trén.
7.5.3 Két qua

Bang 17: Ty trong kho ctia ché phim liposom
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Hanh trinh san xuét Mau Ty trong kho (g/ml)
Hanh trinh 1 Mau 1 1,183
Hanh trinh 2 Mau 1 1,174

Mau 2 1,154

Mau 3 1,223
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YEU CAUBAO HQ
1. Quy trinh diéu ché ché phim liposom bao gdm cac bude:

a) tao ra ché phim liposom thir nhét chta huyén pht liposom trong pha nudéec,
trong d6 liposom nay chira it nhat mot mang, trong d6 mang nay bao ngoai thé tich pha
nude duge bao nang trong liposom va pha nuéc nay bao gdm it nhit mot chét c6 hoat
tinh thdm thiu va co ndng do thdm thiu toan phan ban dau 1a Oy, trong d6 ché phdm

liposom thir nhat bao gdm it nhit mot taxan trong mang liposom,

b) sau do tao ra gradien ndng do thim thiu trong pha nuée clia ché pham néu
trén, trong d6 ndng d6 thdm thiu cta pha nude bén ngoai thé tich dugc bao nang trong
liposom, Oygoais thép hon néng d6 thdm thiu cua pha nudc bén trong thé tich duogc bao
nang trong liposom, Ojopg, aé tao ra ché phém liposom th{r hai, va trong do6 it nhét mot

taxan dugc két hop vao mang liposom ctia ché pham liposom thi hai,
trong do6, ché pham liposom nay 1a ché pham liposom cation.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh ndy con bao gdm budc loai nudec ché phim

liposom thir hai dé thu duoc ché phém duoc loai nude.

3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 quy trinh ndy con bao gdm budc hydrat hoa lai ché

pham da duoc loai nudec.

4. Quy trinh theo diém bat ky trong sé cac didm tir 1 dén 3, trong do6 budc b) dugc thuc
hién bang cach lam gidm ndng d6 thdm thiu toan phan ban diu O, cia pha nuéc cta
ché pham liposom & budc a) dé tao ra ché phim liposom da dugc tao {ng sut c6 ndng

do thim thau toan phin Oy, thép hon ndng do thdm théu O,.

5. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tur 1 dén 4, trong do bude b) dugc thuc
hién bang cach pha lodng ché phidm liposom & budc a) bang moi truong nude co ndng

do6 tham thau thap hon 0.

6. Quy trinh theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 4, trong do budce b) dugce thuc

hién bang cach tham tach ché pham & budc a) vao lai méi trudng nude cé néng do
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thim thiu thdp hon O;.

7. Quy trinh theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 budc b) dugce thuc

hién bang céach:

bl) loai nuée ché pham liposom & budce a) dé thu duge ché pham liposom da

duogc loai nudce, va

b2) hydrat héa lai ché phim liposom d& dugc loai nuéc trong cac didu kién dé

thu dugc ché phdm liposom dugc tao ing suét.

8. Quy trinh theo diém 7, trong d6 budc hydrat hoa lai dugc thyc hién trong moi

truong nudc.

9. Quy trinh theo diém 7 hodc 8, trong do6 thé tich ctia méi trudng nude duoc ding dé
hydrat héa lai 16n hon thé tich ciia ché phdm liposom da dugc loai nuéc dé thu duge

lugng twong Gmg ché pham liposom da dugc loai nuée.

10. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 4 dén 9, trong d6 O, nhé hon Oy it

nhét 1a 10mOsm.

11. Quy trinh theo diém bit ky trong s cac diém tir 4 dén 9, trong d6 O, nhé hon Oy it

nhét 1a 50mOsm.

12. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 4 dén 9, trong d6 O, nhd hon Oy it
nhit 1 100 mOsm.

13. Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12, trong d6 gradien thim
thdu gitta pha nuéc bén ngoai thé tich dugc bao nang trong liposom va pha nugc bén
trong thé tich duogc bao nang trong liposom duge bién déi mot hodc vai 1an & céc giai

doan khéc nhau trong sudt quy trinh san xuét ché phim liposom.

14. Quy trinh theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13, trong do6 budc loai nude

dugc thuc hién & nhiét d§ cao hon nhiét d6 trong phong.

15. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 14, trong d6 budc loai nudc
duoc thuc hién béng cach séy phun.
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16. Quy trinh san xuét ché phim liposom chira it nhat mot taxan, quy trinh nay gdm

cac budc:
i) tao ra ché pham liposom dugc tao tng suit, va

ii) & ché phdm liposom dugc tao ting sudt nay véi it nhat mot taxan, bing cach
do6 thu duge ché phdm liposom dugc tao ng suét véi it nhit mot taxan dugc két hop

vao mang liposom nay,

trong d6, ndng d9 thim thiu cua pha nudc bén ngoai thé tich dwoc bao nang
trong liposom Opgoai thép hon néng d6 tham thiu cua pha nuéc bén trong thé tich duge

bao nang trong liposom Oy,
trong d6, ché phdm liposom nay 1a ché phdm liposom cation.

17. Quy trinh theo diém 16, trong d6 quy trinh ndy con bao gdm budc tach hop chit

khong hoa tan ra khéi ché phim liposom.

18. Quy trinh theo diém 16, trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc tach hop chét

khong hoa tan ra khéi ché phdm liposom béng cach loc hogic ly tAm.

19. Quy trinh theo diém bt ky trong sé cac diém 16 dén 18, trong d6 budc ii) dugce

thuc hién véi taxan & dang khong dugc hoa tan

20. Quy trinh theo diém bét ky trong sb céc diém tir 16 dén 19, trong do6 budc i) dugc
thuc hién bing cach tao ra ché phdm liposom, trong d6 it nhdt mot chét co hoat tinh
thim thdu chtra trong pha nudce cla ché phidm va trong d6 pha nuéc ¢ ndng do thim
thiu ¢ bén trong thé tich dugc bao nang trong liposom cao hon so véi nong d6 thim

thdu & bén ngoai thé tich dugc bao nang trong liposom.

21. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 20, trong d6 it nhat mot chat

¢0 hoat tinh tham thau c6 méat & bén trong va bén ngoai liposom.

22. Quy trinh theo diém bt ky trong sb cc diém tir 1 dén 21, trong d6 chit ¢ hoat
tinh thdm thiu duoc chon tir nhém bao gé)rn sacarit, rugu dudng, axit amin, peptit,

protein, polyme tan trong nude, mudi hitu co hodc vd co, ion va hdn hop clia chiing.
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23. Quy trinh theo diém 22, trong d6 sacarit dugc chon tr monosacarit, disacarit,

oligosacarit hodc polysacari.
24. Quy trinh theo diém 23, trong d6 sacarit 12 trehaloza.

25. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cic didm tir 1 dén 24, trong d6 taxan la

paclitaxel.

26. Quy trinh theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 25, trong do taxan chi c6 mat

trong ngdn mang cua liposom.

27. Ché phim liposom chua huyén pha liposom trong pha nudc, trong dé liposom nay
gbm it nhit mot mang, trong d6 it nhat mot taxan c6 mat trong mang liposom nay va it
nhét mdt chét co hoat tinh thidm thiu ¢6 mdt trong pha nudc, trong do néng d6 thdm
thau cua pha nudc bén trong liposom, Oygng, 16n hon nf‘mg d6 thdm thiu cua pha nudc

bén ngoai liposom, Oygsi.

28. Ché phim liposom theo diém 27, trong d6 chénh léch giita Oyong VA Opgoy; it nhit 12
10mOsm.

29. Ché phim liposom theo diém 27, trong d6 chénh I&ch gitta Oyong VA Opgey it nhit 1

50mOsm va 1én téi 2000mOsm.

30. Ché phém liposom chua huyén phu liposom trong pha nuéc, trong d6 liposom gém
it nhit mot mang, trong d6 it nhat mot taxan c6 mat trong mang liposom va it nhat mot
chit ¢6 hoat tinh thim thdu c6 mit trong pha nudc, trong d6 pha nuéc bén trong thé
tich dugc bao nang trong liposom c6 ty trong cao hon pha nuéc bén ngoai thé tich

dugc bao nang trong liposom,
trong d6 ché pham liposom nay 1a ché phim liposom cation.

31. Ché pham liposom chira huyén phu liposom trong pha nudc, trong d6 liposom nay
gdm it nhat mot mang, trong d6 it nhit mot taxan c6 mat trong mang liposom va it nht
mot chét c¢6 hoat tinh thim thu c6 mit trong pha nud¢c, trong dé6 mang liposom nay

chiu trng suat kéo,
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trong d6, ché phdm liposom nay 1a ché pham liposom cation.

32. Ché phim liposom theo diém bt ky trong s cac diém tir 27 dén 31, trong d6 chét

c6 hoat tinh thdm thiu dugc xé4c dinh theo diém bat ky trong sb cac diém 22 dén 24.

33. Ché phdm liposom theo diém bAt ky trong s6 céc diém tir 27 dén 32, trong do taxan

la paclitaxel.

34. Ché pham liposom chira taxan va huyén phu liposom trong dung dich nudc, thu
duoc bang cach hydrat hoa lai ché phdm liposom da duoc loai nude, dic trung & chd
su thay ddi duong kinh trung binh (Zgung pinn ) VOi hé sb khong 16n hon 1,5, va sy thay
dbi chi sb da phan tan (PI) v6i hé sb khong 16n hon 2 so vé6i ché phém liposom duogc

dua vao quy trinh loai nuéc dé thu dugc ché pham liposom duoc loai nuéec,

trong do6, ndng do thdm thiu cua pha nudc bén ngoai thé tich dwoc bao nang
trong liposom, Opgoai thip hon ndng d6 thdm thiu cua pha nudc bén trong thé tich dugc

bao nang trong liposomm Oypg,
trong d6, ché phim liposom nay 14 ché phim liposom cation.

35. Ché phim liposom theo diém 34, trong d6 PI tai thoi diém 1 gio sau khi hoan
nguyén nhé hon 0,4, nho hon 0,3 hodc nho hon 0,25.

36. Ché pham liposom chtra taxan va huyén phu liposom trong pha nudc, thu duoc
béng cach hydrat hoa lai ché phém liposom da dugc loai nudce, ddc trung & chd su thay
dbi duodng kinh trung binh (Ziyyng biny ) V6i hé sb khong 16n hon 1,5, hodc khong 16n hon
1,25 va su thay ddi chi s§ da phén tan (PI) véi hé sé khong 16n hon 2, khong 16n hon
1,5 hodc khong 16n hon 1,25 trong 24 gid & nhiét do 25°C,

trong d6, ndng do thdm théu cua pha nuéc bén ngoai thé tich duge bao nang
trong liposom, Opgyi thip hon ndng d6 thim théu cua pha nuéc bén trong thé tich dugc

bao nang trong liposomm Oygpg,
trong do, ché pham liposom nay la ché phim liposom cation.
37. Ché phim liposom theo diém bAt ky trong sb cac diém tir 34 dén 36, trong dé
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liposom chira paclitaxel véi luong 1én téi khoang 5%mol, hodc 1én téi 3%mol trong

mang liposom.

38. Ché pham liposom theo diém bt ky trong s§ céc diém tir 34 dén 37, trong do
liposom chira DOTAP, DOPC va paclitaxel.

39. Ché pham liposom theo diém 38, trong d6 liposom chita DOTAP, DOPC va
paclitaxel véi ty I¢ mol 1a 50:47:3

40. Huyén phu liposom chira liposom bao gbm DOTAP, DOPC, va paclitaxel & ndng
do lipit tbng bing 10mM, va trehaloza, dugc tao huyén phu trong pha nud¢c chira
10mg/ml, hodc 9,79mg/ml trehaloza, trong d6 liposom nay dwoc dic trung béi ty trong

kho it nhét bang 1,1g/ml,

trong d6, ndng dd thim thu cta pha nuéc bén ngoai thé tich dwoc bao nang
trong liposom, Opgoai thép hon néng d6 thdm thau cua pha nuéc bén trong thé tich duoc

bao nang trong liposomm Oyepg,
trong d6, ché pham liposom nay 14 ché phim liposom cation.

41. Huyén phu liposom theo diém 40, trong d6 DOTAP, DOPC, va paclitaxel dugc
chira véi ty 1€ mol 1a 50:47:3.

42. Huyén phu liposom theo diém 40 hodc 41, trong d6 huyén phu liposom nay bao

gOm axit xitric.

43. Huyén phu liposom theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 40 dén 42, trong dé

liposom nay ¢6 Zyng pinn bang 140nm.
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