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Linh vwre ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phap san xuét hat nano cta san phim thudc
hodc ché phdm chira hat nano cta san pham thubc trong d6 san phim thubc nay
khong tan trong nudc hodc it tan trong nudc; hat nano; va ché phim chua hat
nano ndy. Cu thé 13, sang ché d& xudt phuong phép bao gébm hoa tan hop chit
khong tan trong nudc hodc it tan trong nudc hodc hop chét tuong ty ¢ nhiét do
cao va trong diéu kién ap suét cao, lam mét dung dich thu dugc dé tao ra huyén
phu chtra tinh thé ddng nhit cia hop chét nay, hodc sau do, phén tach dé tao ra
tinh thé duoc phan tach, va nghién huyén phi hosc tinh thé duge phan tach nay;

hat nano thu duoc bang phuong phap niy; va ché pham chira hat nano nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Dugc chit tan trong nuéce hodc dung méi kha dung dé dung co6 thé duoc
bao ché thanh dung dich véi nuéc hodc dung mdi thich hop dé san xuét san
phdm thubc nhu thude tiém, c6 thé dugc st dung. Trong khi dé, trong truong
hop duoc chét it tan trong nudc hodc dung méi kha dung dé dung, duoc chit c6
thé hoa tan bang cach bd sung chit hoa tan dé san xuat dung dich thudc, néu c6
(vi du tai liéu sang ché 1), hoic dugc chat duoc nghién thanh vi hat va duoc bao
ché thanh huyén pht dé st dung (vi du tai liéu sang ché 2). Tuy nhién, trong mét
s6 truong hop, mot s6 duoc chat khong dugc hoa tan hodc dugc hoa tan khong
@t ngay ca khi bd sung luong théng thuong chét hoa tan, hodic trong cac trudng
hop khéac, mot s6 chat 1am tan ¢ thé 1am cho tri sé pH cta dung dich cta né
vuot ra ngoai do trung tinh kha dung sinh hoc.

Tuy nhién, Ngoai ra, phuong phap st dung huyén pht khéng can quy
trinh chung béi vi trong mdt sé trudng hop kich thude hat khong da nho, hoic
trong céac trudng hop khac hat c6 thé dugc két tu nhanh chéng sau khi diéu ché

hodc trong qua trinh bado quan. Cu thé 13, néu huyén phu duoc st dung dé tiém,
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budc khtr tring nhu loc v6 tring 13 cén thiét, va do d6 can thiét dé san xuit
huyén pht chtta duge chit & dang hat nano 6n dinh ma kich thuéc hat ctia chiing
13 0,2um (200nm) hodic nhé hon kha dung dé khir tring bing cach loc. Tuy
nhién, trong thuc t& khong d& dang san xuit huyén phu chra duoc chit ¢ dang
hat nano 6n dinh nhu vay, cu thé 1a khé san xuét huyén phu tiém duoc chira
dugc chét it tan.

Lién quan dén nhiing thay dbi vé 16i séng gan déy, cac bénh xo cling dong
mach nhu nhdi mau tim, dau thit nguc, dot quy, va bénh mach ngoai vi dang gia
tang. T4i tao hinh mach tim bing 6ng soi sang ludn qua da (sau day duoc goi 1a
"PTA-Percutaneous transluminal angioplasty") da dugc st dung rong rdi lam
phuong phap déng tin cdy trong didu tri bénh xo cing dong mach bang cach
nong cac phan mach mau bi chit hep hoic bi bit kin bang phau thuit, phuong
phép nay duoc dai dién béi, vi du, tai tao hinh mach déng mach vanh bang ong
soi sang ludn qua da & dong mach vanh trong tim. PTA 1a k¥ thuat khoéi phuc
dong mau, trong d6 6ng thong trén dau cé gén bong (dng c6 béng & diu dng)
hoac stent dugc ludn tir dong mach tay hodc dui, 6ng nay dugc dit vao chd hit
hep cua dong mach vanh, sau d6 béng duoc gén vao dau dng dugc thdi 1én dé
lam rong mach mau chit hep. Tuy nhién, mach mau dugc xr ly béng PTA bi ton
thuong nhu 1am bong té bao mang trong va lam tén thuong 16p mang mong dan
hdi, va 16p mang ndi mach phat trién do phan Gng lam lanh ton thuong trong
thanh mach, do d6 ngudi bénh ma vi tri ton thuong chit hep dugc nong bing
~ PTA c6 thé bi tai chit hep véi ty 18 30 dén 40%.

Do d6, da c6 d& xudt 1a ¢b ging lam giam ty 18 tai chit hep bang céch giai
phong dugce chit khu tra trong thoi gian dai tai vi tri dat lumen, béng cach su
dung loai dung cu y té hoa tan duoc chét dé dat vao lumen trong d6 thube khang
viém hodc chét e ché su tang sinh té bao co tron duoc dit trén bé mit cla stent
hosic éng thong trén diu c6 gén béng dugc lam bing vat lidu kim loai hogc
polyme (tai liéu sang ché 3, 4). Vi du, tai liéu sang ché 3 dé xuit stent giai hép
thudc (sau day, duoc goi tit 1a "DES") trong d6 than stent dugc pht béi hat nano
twong thich sinh hoc chira hop chét c6 hoat tinh sinh hoc dé diéu tri, va quy trinh
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diéu ché chung, tai lidu nay bdc 16 k§ thuat két tinh hinh ciu 1a quy trinh san
xuit hat nano twong thich sinh hoc. Tuy nhién, khé cé dugc lugng c6 hiéu qua
hat nano ctia dugc chét it tan trong nudc nhu xilostazol vin gilt dugc hoat tinh
chdng huyét khdi 1am hat nano trén bé mit cla stent hodc béng. Nhiéu phuong
phéap pht khic nhau di dugc thir nghiém, nhung van chua tim ra quy trinh hiru
dung bat ky nao.

Tai liéu sang ché 1 WO 2009/017259

Tai liéu sang ché 2 WO 2006/052018

Tai lidu sang ché 3 JP-A-2007-215620

Tai liéu sang ché 4 WO 2011/024831

Ban chit ky thuit ciia sang ché
Vén dé duoc giai quyét boi sang ché

Nhu dugc md ta trén ddy, van con khé dé san xuét san phdm thudc dang
16ng 6n dinh nhu thudc tiém chira dugc chit it tan, va cu thé 13 ¢6 thé mong
mudn tao ra phuong phép san xuét huyén pht én dinh (dung dich phén tan duoc)
chira dugc chét & dang hat nano 6n dinh kha dung dé khur trung bf?lng cach loc,

va phuong phap phti stent va phuong phap tuong ty bang hat nano.

Phuong phap giai quyét van dé

Bing cac nghién ciru khac nhau, cic tic gia sang ché di phat hién ra
phuong phap san xuét hat nano 6n dinh ctia hop chit khong tan trong nuéce hodc
it tan trong nu6c hodic ché phdm chira hat nano dé hoan thanh sang ché. Cuy thé
13, cAc tac gia sang ché da phat hién phuong phap méi bao gdm bit céc hop chét
khong tan trong nudc hodc it tan trong nude hoa tan trong nudc hoac nudc chira
etanol hodc dung dich tuong ty ¢ nhiét do cao trong diéu kién ap suét cao, 1am
mét dung dich thu duoc dé tao ra huyén phu chira tinh thé ddng nhét cta hop
chét nay, hodc sau do, phan tach dé tao ra tinh thé duogc phan tach, va nghién san
phém thu duge tinh thé dugc phan tachdé tao ra dung dich phan tan hoac bot rén
chira hop chit duédi dang hat nano.
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Sang ché dé cap dén giai phap sau.

[1] Phuong phap san xuét hat nano hodc ché phdm chira hat nano, bao
gdm:

Budc (1): hoa tan hop chat khong tan trong nude hoc it tan trong nudc,
dung mdi chip nhan duoc dé san xuit san phim thubc hogc hdn hop clia n6 &
nhiét d6 cao trong didu kién 4p suét cao;

Budc (2): lam mat dung dich thu dugc dé tao ra huyén phu chira tinh thé
ddng nhat ctia hop chét nay, hodc sau d6, phan tach dé tao ra tinh thé duoc phan
tach; va

Bude (3): nghién huyén phu thu dugc hoic tinh thé dwoc phén tach nay.

[2] Phuong phap néu trong muc [1], trong do, huyén phu thu duogc
trong budc (2) va huyén phu thu duoc nay duoc nghién trong buéde (3) bang quy
trinh nghién trong nuéc. Cu thé 13, d6 1a phuong phép san xuat hat nano hoic
ché phim chira hat nano (cé nghia 13, dung dich phan tan chira hat nano), bao
gbm:

Budce (1): hoa tan hop chit khéng tan trong nudc hodc it tan trong nudc,
dung mdi chip nhan dugc dé san xuét san phdm thubc hodc hdn hop ctia né &
nhiét d6 cao trong diéu kién 4p suét cao;

Buée (2): lam mat dung dich thu duoc d& tao ra huyén phi chta tinh thé
ddng nhét ctia hop chat nay; va

Budc (3): nghién huyén phu thu dugc bing quy trinh nghién trong nuée.

[3] Phuong phap néu trong muc [1], trong do6 tinh thé duoc phan tach
thu dugc trong budc (2) va tinh thé duge phan tach nay dugc nghién trong budc
(3) bang quy trinh nghién khé hoic nghién uét. Cu thé 13, d6 1a phuong phép san
xuAt hat nano hogc ché pham chira hat nano (c6 nghia 13, tinh thé), bao gdm:

Budc (1): hoa tan hop chit khong tan trong nude hodc it tan trong nudc,
dung méi chép nhan dugc d8 san xuét san phdm thubc hodc hon hop ctia nd &
nhiét d6 cao trong diéu kién ap sut cao;

Buée (2): lam mat dung dich thu dugc d& tao ra huyén phit chira tinh thé
ddng nhét ctia hop chat nay, sau d6 phén tach tinh thé tir huyén phu nay; va
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Budc (3): nghién tinh thé duoc phan tach nay bing quy trinh nghién khd
ho#ic nghién uét.

[4] Phuong phép néu trong muc bt ky trong s cac muc tir [1] dén [3],
trong do kich thudc hat trung binh ctia hat nano 1a 200nm ho#c nho hon.

[S] Phuong phap néu trong muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [4],
trong d6 xyclodextrin, chit phén tan, va/hoic chét trung hoa dién tich c6 trong
dung moi hoa tan trong budce (1).

[6] Phuong phap néu trong muc [5], trong do6 xyclodextrin la 2-
hydroxypropyl-p-xyclodextrin (HP-B-CD), va/hoic

chit phén tan 12 metylxenluloza dugc thé thip dugc thé thap, va/hoic

chat trung hoa dién tich 14 Na docusat.

[71 Phuong phap néu trong muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [6],
trong d6 xyclodextrin, cht phan tan, va/hodc chét trung hoa dién tich dugc bd
sung trong budc nghién cta budc (3).

[8] Phuong phdp néu trong muc [7], trong d6 xyclodextrin la 2-
hydroxypropyl-p-xyclodextrin (HP-B-CD), va/hodc

chit phan tan 12 metylxenluloza dugc thé thap, va/hoic

chat trung hoa dién tich 1a Na docusat.

[9] Phuong phap néu trong muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [8],
trong d6 nhiét do cao trong bude (1) 1a 120°C dén 140°C.

[10] Phuong phap néu trong muc bat ky trong sb cac muc tir [1] dén [9],
trong d6 diéu kién ap suét cao trong budc (1) 14 4p suét thu duoc béng cach bit
kin dung moi hoa tan chira hop chét trong binh va dun néng binh dén nhiét do
cao.

[11] Phuong phap néu trong muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [10],
trong d6 hop chét khong tan trong nudc hodc it tan trong nude la xilostazol,
tranilast, indometaxin, axemetaxin hodc mubi duoc dung ctia no.

[12] Phuong phédp néu trong muc [11], trong d6 hop chét khong tan
trong nudc hodc it tan trong nudce 1a xilostazol hodc mudi dugc dung cua no.

[13] Hat nano hodc ché pham chira hat nano dugc san xuét bang phuong
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phap néu trong muc bt ky trong s6 cac muc tir [1] dén [12].

[14] Hat nano cua xilostazol hodc ché phdm chira hat nano cia
xilostazol dugc san xuAt bang phuong phap bao gdm:

Budce (1): hoa tan xilostazol trong nude, dung moi chép nhan duoc dé san
xuét san phim thudc hodc dung dich hdn hop ctia né & nhiét d cao trong diéu
kién ap suét cao;

Buéc (2): lam mat dung dich thu dugc dé tao ra huyén phu chira tinh thé
ddng nhét cta xilostazol, hodic sau d6, phéan tach dé tao ra tinh thé duoc phan
tach; va

Budc (3): nghién huyén phu thu dugc hoc tinh thé duoc phén tach nay.

[15] Xilostazol & dang hat nano c6 kich thuéc hat trung binh la 200nm
hodc nho hon.

[16] Tac nhan tiém duoc d& didu tri ching nhdi mau ndo, bao gdm
xilostazol & dang hat nano c¢6 kich thudc hat trung binh la 200nm hoéc nho hon.

[17] Stent hodc dng thong trén d4u c6 gén bong duge phi bang hat nano
hodc ché phém chtta hat nano dugc san xuét bang phuong phap néu trong muc
bat ky trong s cac muc tir [1] dén [12].

[18] Stent hodc éng thong trén ddu c6 gn béng néu trong muc [17],
trong d6 hop chét khong tan trong nuéc hogc it tan trong nude 1a xilostazol hodc

muoi dugc dung cta no.

Hiéu qua cla sang ché

Sang ché cho phép san xuét thubc tiém chira nudc 6n dinh chira hop chat,
tham chi 1a hop chét khong tan trong nuéc hoic it tan trong nudc, trong d6 hat
hop chét ndy & dang hat nano kha dung d8 khir tring bang cach loc. Thubc tiém
chita nuéc duge d@ xuét theo sang ché co thé dugc dong kho dé tao ra ché phim
tiém dugc duge chudn bi vao thoi diém sir dung.

Ché phim chira bot hat nano thu dugc bang cach phan tach tinh thé trong
budc (2) va nghién tinh thé nay trong budc (3) c6 thé duge san xuat thanh ché

pham tiém dugc dugc chuln bi vao thoi dieém sir dung va cé thé cling duoc dung

-7-



25050

lam dung dich ruéi vét thuong,

Xilostazol & dang hat nano c6 kich thudc hat trung binh 14 200nm hoac
nhé hon duge mong mudn 13 duoc ding lam tac nhan méi dé diéu tri chimg nhdi
mau nfo nhu duge thé hién trong vi du thir nghiém 2 duoc mo ta dudi day.

Luong c6 hiéu qua ctia ché phdm chira hat nano niy theo séng ché c6 thé
duoc tai va gift trén bé mit cia stent hodc bong. Ché pham theo sang ché c6 thé
lam giam lugng polyme thudong dugc st dung dé& pha dung cu y té dén sb luong

rat nho.

MO t4 vin tit cac hinh vé

[Hinh 1]

Hinh 1 thé hién anh hién vi trudc va sau khi nghién khi bot xilostazol, 13
két qua cua vi du 3.

[Hinh 2]

Hinh 2 thé hién anh hién vi truéce va sau khi nghién tinh thé xilostazol thu
duoc bing cach két tinh tir dung méi nude, 12 két qua ctia vi dy 3.

[Hinh 3]

Hinh 3 thé hién anh hién vi trude va sau khi nghién tinh thé xilostazol thu
duge bing cach két tinh tir dung méi etanol 50%, 12 két qua cta vi du 3.

[Hinh 4]

Hinh 4 thé hién anh hién vi truée va sau khi nghién khéi bét tranilast, 13
két qua ctia vi du 3.

[Hinh 5]

Hinh 5 thé hién anh hién vi truée va sau khi nghién tinh thé tranilast thu
dugc bang cach két tinh tir dung moi nuée, 13 két qua ctia vi du 3.

[Hinh 6]

Hinh 6 thé hién anh hién vi truéce va sau khi nghién tinh thé tranilast thu
duogc bang cach két tinh tir dung moi etanol 50%, 1a két qua cta vi du 3.

[Hinh 7]

Hinh 7 thé hién dong hoc va céc thong s6 trong mau cua xilostazol, 13 két

-8



25050

qua cua vi du thtr nghiém 1. CLZ trong hinh la xilostazol; ky hiéu tuong tu c6
thé duoc st dung sau day.

[Hinh §]

Hinh 8 thé hién hiéu qua cla viéc dung trong mach dung dich phan tan
chira hat nano xilostazol 1én dong mau trong ndo, 1a két qua cta vi du thur
nghiém 2.

[Hinh 9]

Hinh 9 thé hién ché phdm chta thudc m& xilostazol trong vi du thtr
nghiém 3.

[Hinh 10]

Hinh 10 thé hién khé.néng thAm cta thubc m& xilostazol dbi vé6i da chudt
va da gia in vitro, 1a két qua cia vi du thir nghiém 3.

[Hinh 11]

Hinh 11 thé hién két qua phén tich dong hoc vé kha nang thdm thudc m&
xilostazol ctia da chudt in vitro, 13 két qua cua vi du thir nghiém 3.

[Hinh 12]

Hinh 12 thé hién dung cu boi thubc m& 1én bung chudt.

[Hinh 13]

Hinh 13 thé hién dugc dong hoc trong mau vé tinh thdm ctia thuc m&
xilostazol dbi véi da chuét in vivo, 1a két qua cua vi du thir nghiém 3.

[Hinh 14]

Hinh 14 thé hién duoc dong hoc trong mau vé tinh thdm cua thudc m&
xilostazol dbi v&i da chudt in vivo, 1a két quéa ctia vi du thir nghiém 3.

[Hinh 15]

Hinh 15 thé hién su thay ddi theo thoi gian clia hién twong phu chan chudt
sau khi ding thuéc m& gel tranilast, 13 két qua ctia vi du thir nghiém 4. D6 thi A
thé hién su thay ddi cta chan phai va dd thi B thé hién su thay ddi ctia chan tréi.
Trong hinh, TRA 12 tranilast, chiing phu chan chi hién twgng phu chén, va ngay
sau khi tiém t4 duoc 1 sb ngay sau khi tao ra chimg viém khép do t4 dugc; thuét

ngit twong tu ¢ thé duge st dung sau dé.
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[Hinh 16]

Hinh 16 thé hién tinh thdm thudec m& gel tranilast cua da chudt in vitro, 1a
két qué cua vi du thir nghi€ém 4.

[Hinh 17]

Hinh 17 thé hién muc tranilast trong mau sau khi dung thuéc m& gel
tranilast, 12 két qua cua vi du thir nghiém 4.

[Hinh 18]

Hinh 18 thé hién mic ton lwu cua tranilast trong da sau khi dung thudc
md gel tranilast, 1a két qua cta vi du thir nghiém 4.

MO ta chi tiét sang ché

"Hop chét khong tan trong nuéc hogc it tan trong nudc" theo sang ché
khong bi giéi han mién 13 hop chét nay khong tan hodc it tan trong nudc, cu thé
14 mong mudn 13 hop chit thuéc ma khéng tan hoic it tan trong nuéc, bao gdm,
vi du, xilostazol, tranilast, indometaxin, axemetaxin va mubi duoc dung cua no.
Nho cdng nghé cia sang ché, dic biét mong mudn 12 ché phdm ding qua duong
miéng chira xilostazol c6 hoat tinh chéng huyét khdi duge dung lam thude tiém
va ché phdm ding qua dudng miéng chua tranilast c6 hoat tinh chbng di ung
duoc dung dé ruéi vét thuong.

"Hat nano" theo sang ché chi hat c6 kich thudc hat trung binh 13 loai nano
(nho hon 1pm) thuong la 200nm hodc nhoé hon kha dung dé khir tring bang cach
loc, tot hon 12 100nm hozc nhé hon.

"Ché phim chtra hat nano" theo sdng ché chi ché phim chira hat nano, va
bao gém, vi duy, huyén phu chira hat nano, cling nhu hat nano bao gém thanh
phan duogc dung bd sung khac va huyén pht chita né. Chinh hat nano dugc chira
trong ché pham chira hat nano.

Trong sb cac huyén phu chira hat, huyén phtt ma trong d6 hat 13 hat nano
thuong dugc dinh nghia la "dung dich phan tan duoc" ¢ trang thai gifra huyén
phu va dung dich.

Cu thé 13, "xilostazol ¢ dang hat nano c6 kich thugc hat trung binh 1a

200nm hodc nho hon" theo sang ché thé hién hiéu qua chita bénh cao hon khi
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dung trong tinh mach trén mé hinh thiéu méu nfo cuc bd so véi ding dung dich
xilostazol trong d6 xilostazol dugc hoa tan hoan toan, nhu dugce thé hién trong vi
du thtt nghiém 2 dugc moé ta dudi day, va dugc mong doi la tac nhan méi dé
diéu tri ching nhdi mau nio thay cho tPA. Viéc dung trong mach duoc sir dung
& day bao gbém viéc ding qua duong truyén.

"Dung méi chip nhén dugc dé san xuit san phdm thudc" dugc st dung
trong bude (1) theo sang ché khong bi giéi han mién la dung méi nay la dung
moi théng thuong dugc st dung trong san xuét san phdm thudc, va thuong bao
gém dung méi chira nuéc, vi dy, rugu nhu etanol, keton nhu axeton, nitril nhu
axetonitril, va ete nhu dietyl ete va THF, t5t hon 12 etanol.

"Nuéde, dung mdi chip nhan duge d8 san xuét san phim thudc hodc hdn
hop ctia nd" trong bude (1) theo sang ché bao gbm tt hon 14 nude hoic hdn hop
gébm dung mdi chép nhan duoc d8 san xuét san phim thudc va nudc, cu thé 1a
nude hodc hdn hop gdm etanol va nude.

Néu huyén phu thu duoc trong budc (2), huyén phu nay dugc nghién
trong budc (3), va dung dich phén tan dugc thu dugce dugce khir trung béng cach
loc dé san xuét thudc tiém, sau d6 "nudc, dung moi chép nhén dugc dé san xudt
san phim thubc hoic dung dich hdn hop" t6t hon 1a nudc.

"Nuédc" duge st dung & day la loai dugc sir dung trong san xuét san phém
thubc va bao gdbm nude tinh sach.

"Nhiét d6 cao va &p suit cao" theo sang ché khong bi giéi han mién 1a hop
chét khéng tan hodc it tan trong nudc duge hoa tan trong nuée, dung moi chip
nhén dugc dé san xuét san pham thudc hodc hdn hop ciia né & nhiét do cao nay
trong diéu kién ap suét cao nay, va hop chit nay khong bi phan hiy, bao gbm, vi
du, 40 dén 150°C, tbt hon 14 60 dén 140°C, 80 dén 140°C hogc 100 dén 140°C,
t6t hon nita 13 120 dén 140°C, con tdt hon nita 13 120 d&én 130°C, va didu kién ap
suét cao t6t hon 13 4p suat ma thu duge bang cach bit kin dung moi hoa tan chira
hop chét trong binh va dun néng binh dén nhiét db cao.

Thoi gian cin dé hoa tan trong bude (1) theo séng ché 13 thoi gian cho dén

khi hop chét dugc hoa tan, thudng 1 khoang 10 phut dén 2 gio.
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"Lam lanh" trong budc (2) theo sang ché bao gébm viéc 1am lanh bing
nuée, nude da, va khong khi, tét hon 14 1am lanh bang nuéc.

"Tinh thé dwgc phan tach" trong budc (2) theo séng ché d& cap dén tinh
th8 ma thu duoc trén mang loc sau khi loc huyén phu thu duge trong budc (2).
Tinh thé nay ciing c6 thé thu duoc bing cach 1am léng bang ly tam, sau d6 gan.

Pbi véi "viée nghién" trong budc (3) theo sang ché, huyén phu duoc
nghién bing, vi du, quy trinh nghién trong nudc, va tinh thé dugc phan tach nay
duoc nghién bang, vi dy, quy trinh nghién khd hodc quy trinh nghién uét.

Quy trinh nghién trong nuéc duge sir dung & day dugc thuc hién béng
dung cu nghién nhu méy nghién hat va thiét bi hoa vi léng. Quy trinh nghién
khd duoc thuc hién bang dung cu nghién nhu may nghién bi va may nghién con
lan. Quy trinh nghién w6t duoc thuc hién bang dung cu nghién nhu may nghién
bi va may nghién con lan.

Ché pham chira hat nano theo sang ché c6 thé chira cac thanh phan khac
nhau ¢6 thé duoc bd sung vao ché pham ngoai hop chat thubc. Cac thanh phan
ndy bao gém tét hon 13 tac nhan hoa tan, chét phén tan, va chit trung hoa dién
tich, va cu thé 1a xyclodextrin (vi du 2-hydroxypropyl-B-xyclodextrin) lam chét
hoa tan, metylxenluloza dugc thé thdp 1am chit phan tan, va Na docusat lam
chét trung hoa dién tich.

Luong cac thanh phan cho ché phdm dé b6 sung & day khong bi gidi han
mién 13 cac luong ndy khong 1am anh hudng dén hoat tinh cta san phim thudc
va su tao hat nano, vi duy, téng luong cac thanh phﬁn cho ché phém 1a 5000%
(khdi luong/khéi luong) hodc nhé hon, tét hon 13 10% (khéi lugng/khdi lwong)
dén 2000% (khéi luong/khdi lugng), mdi lugng hop chét thude.

Phuong phap bd sung cic thanh phin khong bi giéi han, nhung vide bd
sung trong budc (1) ¢6 thé duge uu tién dé thu duoc huyén phu trong bude (2)
hodc viéc bd sung trong budc (3) cb thé duge wu tién dé thu duoc tinh thé duoc
phén tach nay trong budc (2).

Nong dd ctia hop chét trong buée (1) theo sang ché khong bi giéi han

mién 1a hop chat nay dugc hoa tan & nhi¢t do cao trong di€u kién ap suét cao,
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sau d6 13 sy két ta tinh thé cua hop chét nay bang cach 1am lanh trong budc (2),
bao gdm 5% (khdi luwong/thé tich) hodc nhd hon, tét hon nita 1a 2% (khi
lwong/thé tich) hodc nhé hon, con t6t hon nita 1a 2 dén 0,2% (khdi luong/thé
tich).

Theo séng ché, dung cu y té nhu stent va dng thong trén diu c6 gin bong
c6 thé duoc phu bang céng nghé phu thong thudng, vi dy, bién dbi bang dién
nhu phuong phdp dién di hodc phuong phédp phun nhu phun suong si€u am,
phun va quét khi.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché dugc minh hoa béng cac vi du, cac vi du tham chiéu, va céc vi
du thtr nghiém chi tiét du6i day, cac vi du nay khong nhdm lam gi6i han pham
vi bao hd cia sang ché.

Vidu 1.  Kéttinh san pham thudc it tan tir nude

Cac san phém thubc it tan trong nudc, xilostazol, tranilast, indometaxin,
va axemetaxin, duoc st dung dé san xuat mdi huyén phi chira mdi tinh thé déng
nhét trong cac diéu kién néu trong bang 1 (tuong tmg véi bude (1) dén budc (2)
trong phuong phap san xuit theo sang ché).

Trong qué trinh két tinh mbi san phim thudc tir nuéc, mdi thanh phan
trong bang 1 dugc tron trong didu kién néu trong bang 1 trong chai thiy tinh 100
ml kin 4p c6 mii dinh vit. Hon hop ndy dugc hoa tan hoan toan trong didu kién
gia nhiét va 4p suét, va sau d6, hdn hop nay duoc 1am lanh nhanh chéng bing
nude lanh dé thuc ddy su két tha cua tinh thé san pham thubc. Dang tinh thé
duoc két tia duoc quan sat, va trong tht ca cac vi du trir céc vi du 1-1, 1-4, 1-7,
va 1-10, tinh thé duoc loc trén giéy loc nho sy hat, va sau d6 duoc lam kho
trong didu kién 4p suét giam & 60°C dé thu hdi tinh thé. Ty 18 thu hdi dugc tinh
bang cach can khdi lugng tinh thé; ty 18 thu hdi duoc xem 1a 100% trong cac vi
du 1-1, 1-4, 1-7, va 1-10 trong d6 tinh thé khong duoc phan tach.

Tinh thé khé phan tach duoc ngoai cac vi du 1-1, 1-4, 1-7, va 1-10 duge

str dung dé san xuét san phdm thudc dang hat nano bing quy trinh nghién khé
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trong vi du 2 sau day. Huyén phu chira tinh thé trong cac vi du 1-1, 1-4, 1-7 hozc

1-10 duoc st dung dé san xuit san phim thudc dang hat nano bang quy trinh

nghién trong nudc trong vi du 2 sau day.

Bang 1-1
Bang 1
Vi [Sanpham [Ham [MO6i truong phan tan Diéu kién|[Dang [Ty 18
du fthudc luong hoa tan  [tinh thé [thu hoi
1-1 [Xilostazol 1[0,5% [5% HP-B-CD, 0,5% metyl [121°C, [Hinh [100%
xenluloza dugc thé thap, [30 phit  [kim
0,1% Na docusat
1-2 [Xilostazol [0,5% [Nudc tinh sach 130°C, [Hinh [98,5%
| D i [kim
1-3 [Xilostazol [2,0% [Etanol 50% 100°C, [Hinh [93,7%
0 phut |kim
Bang 1-2
1-4 Tranilast [0,5%  |5% HP-B-CD, [140°C, Hinh lap [100%
0,5% metyl 2 gio phuong
xenluloza dugc
thé thap, 0,1%
[Na docusat
1-5 Tranilast  [0,2%  [Nudc tinh sach [150°C, Hinh 1ap [97,3%
2 gio phuong
1-6 Tranilast [2,0% |[Etanol 50% 120°C, Hinh lap [98,7%
20 phut  [phuong
1-7 [Indometaxin/0,5%  [5% HP-B-CD, [121°C,  |[Hinh kim {100%
0,5% metyl 30 phut
xenluloza dugc
thé thap, 0,1%
[Na docusat
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1-8 Indometaxin(0,5%  [Nudc tinh sach [120°C, Hinh kim [96,8%
2 gio

1-9 Indometaxin2,0%  [Etanol 50% 00°C, Hinh kim [98,8%
20 phut

1-10 Axemetaxin(0,5%  [5% HP-B-CD, (121°C, Hinh kim [100%
0,5% metyl 30 phut
xenluloza duogc
thé thip, 0,1%
Na docusat

1-11 Axemetaxin(0,5%  [Nudc tinh sach ({120°C, Hinh kim [98,9%

2 gio
1-12 Axemetaxin[2,0%  [Etanol 50% 00°C, Hinh kim [96,4%
20 phut

Vidu 2. Sy tao hat nano bang cach nghién san phdm thudc dang tinh
thé thu duoc bang cach két tinh tir nuée

Céc tinh thé san phérn thubc theo cac vi du 1-1 dén 1-12 thu duoc trong vi
du 1 néu trén dugc nghién trong cac diéu kién twong Umg véi cac vi du 2-1 dén
2-12 trong bang 2 (twong tng v6i budc (3) trong phwong phép san xuét theo
sang ché).

Trong céc vi du 2-1, 2-4, 2-7, va 2-10, huyén phu thu dugc trong vi du 1
duoc nghién bang quy trinh nghién trong nudc, trong khi d6 trong céc vi du 2-2,
2-3,2-5, 2-6, 2-8, 2-9, 2-11, va 2-12, tinh thé duoc lam khé thu duoc trong vi du
1 duoc nghién bang quy trinh nghién kho. Quy trinh nghién khé duogc thuc hién
sau khi bd sung cac chit bd tro trong bang 2; cac chét b tro duge mb ta trong
bang 2 ddi véi quy trinh nghién trong nudc tuong Gmg véi mdi trudng phan tan
dugc st dung trong vidu 1.

Kich thudc hat trung binh va sy phan bd kich thudc hat cta tinh thé hat
nano thu duoc dugc tinh toan, tri sb cua ching duogc thé hién trong bang 2. Ty 1€
thu hdi dugc tinh toan dua trén cic hat duge loc qua mang loc (kich thuée 16

200nm).
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Tét ca kich thuée hat trung binh ctia san phém thude duoc tao hat nano
trong bang 2 1a hat nano 150nm hoac nho hon, va hat nano thu dugc dugc phén
tan trong nudc, va sau dé dugc loc qua mang loc (kich thude 16 200nm) dé thu
duoc dich loc. Moi ty 1€ thu hdi duge chét trong dich loc déu cao, va ty 1€ thu
héi hat nano dugc diéu ché bang quy trinh nghién trong nuéc 13 dic biét cao
(90% hodc 16n hon).

Bang 2-1
Bang 2
Vidu [Sanphdm [Ham [Chatbdtrg |[Quytrinh  [Kich thudc[Ty 1é thu
thudc lugng nghién hat hoi

(kich thude
hat 12
200nm hoac|
nho hon)

2-1 Xilostazol [0,5% [5% HP-B-  |Quy trinh 02,2 07,6%

CD, 0,5% nghién trong H41,5nm
metyl nuGc
xenluloza (nghién hat,
duoc thé hat ziriconi
thip, 0,1% [dioxit 0,1mm,
Na docusat  {5.500
vong/phut, 10
phut, 2°C)
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2-2 Cilostazol [80% [19,9% metyl [Quy trinh 87,3%
xenluloza  nghién khé  H87,6nm
duogc thé (méy nghién
thép, 0,1% |ziriconi dioxit
Na docusat [ty dong hoa,
300
vong/phut, 14
210, 22°C)
2-3 Cilostazol [80% |19,9% metyl |Quy trinh 92,0%
xenluloza  |nghién khé  F55,7nm
duoc thé (méy nghién
thip, 0,1% |ziriconi dioxit
Na docusat [ty dOong hoa,
300
vong/phut, 14
210, 22°C)
2-4 Tranilast [0,5% [5% HP-B-  [Quy trinh 09,2%
CD, 0,5% |nghién trong F31,2nm
metyl nuoe
xenluloza  |(nghién hat,
duoc thé hat ziriconi
thip, 0,1% |dioxit 0,1mm,
Na docusat |5.500
vong/phut, 10
phut, 2°C)
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Tranilast |[80% |19,9% metyl |Quy trinh 103 94,6%
xenluloza  [nghién kho  H47,8nm
duoc thé (méy nghién
thip, 0,1% |ziriconi dioxit
Na docusat  [tu dong hoa,
300
vong/phut, 14
gi0, 22°C)

Tranilast [80%  [19,9% metyl [Quy trinh 06,9+40,8 97,7%
xenluloza  [nghién khd |nm
duoc thé (may nghién

thép, 0,1% [|ziriconi dioxit

Na docusat [tw dong hoa,

300
vong/phut, 14
g0, 22°C)
Bang 2-2
Indometaxin [0,5% |5% HP-B-  |Quy trinh 111 96,4%

CD, 0,5% nghién trong 44, 7Tnm
metyl nuGc

xenluloza  |(nghién hat, hat
duoc thé ziriconi dioxit
thip, 0,1% [0,1mm, 5.500
Na docusat [vong/phut, 10
phut, 2°C)
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2-8 Indometaxin [80% [19,9% metyl |Quy trinh 127 86,5%
xenluloza  |nghién kho H68,7nm
duoc thé (may nghién
thép, 0,1% [ziriconi dioxit tu
Na docusat [dong hoa, 300
vong/phut, 14
gi0, 22°C)
2-9 Indometaxin [80% [19,9% metyl |Quy trinh 102 00,6%
xenluloza  [nghién kho +44,2nm
duoc thé (may nghién
thép, 0,1% [ziriconi dioxit tu
Na docusat  [ddng hoa, 300
vong/phut, 14
oi0, 22°C)
2-10  |Axemetaxin [0,5% [5% HP-B-  |Quy trinh 90,2 96,5%
CD, 0,5% nghién trong +55,4nm
metyl nudc
xenluloza (nghién hat, hat
duoc thé  |ziriconi dioxit
thip, 0,1%  [0,1mm, 5.500
Na docusat [vong/phut, 10
phut, 2°C)
2-11 |Axemetaxin [80% [19,9% metyl |Quy trinh 147 78,5%
xenluloza  nghién kho 05, 7nm
dugc th®  (méy nghién
thip, 0,1% |ziriconi dioxit tu
Na docusat [ddng hoa, 300
vong/phut, 14
oidy, 22°C)
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2-12

Axemetaxin

80%

19,9% metyl
xenluloza
duoc thé
thip, 0,1%

Na docusat

Quy trinh
nghién kho

(may nghién

dong hoa, 300

ziriconi dioxit tu

127
+74,2nm

01,7%

vong/phut, 14
gi0, 22°C)

Vidusosanh 1. Hat duoc nghién khong két tinh tir nuéce

Pé kiém tra hidu qua cua viée két tinh tir nudce theo séng ché, san phdm
thudc bot khéi (khong duge dua vio két tinh) duoc nghién biang quy trinh
nghién trong nuée hodc quy trinh nghién kho khong két tinh tir nuéc dé diéu ché
hat, va kich thuéc hat ctia hat va ty 18 thu hdi dugc xéc dinh. Cac diéu kién
nghién, va kich thudc hat va ty 18 thu hdi cla hat thu duge duoc thé hién trong
bang 3.

Kich thudc hat 16n, su thay ddi kich thudc hat rong, va ty 1& thu hdi hat
nano c6 kich thuéc 200nm hodc nhé hon 14 thip (2 dén 30%) trong céac vi du so
sénh 3-1 dén 3-8 duoc nghién ma khéng két tinh tir nuée, so véi kich thude hat
trong moi vi du trong vi du 2 duge tao hat nano theo hai buédc két tinh tr nuée
va nghién.

Bang 3
Bang 3
Vi du so

San phém Ham  [Chatbd tro |Quy trinh Kich [Ty I€ thu

hoi

(kich
thudc hat
1a 200nm

sanh thudc luong nghién thudc

hat

hodc nho

on)
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3-1 Bot khéi  [0,5% [5% HP-B-  |Quy 193 30,7%
xilostazol CD, 0,5% trinhnghién H105nm
metyl trong nudc
xenluloza (nghién hat, hat
dugc thé ziriconi dioxit
thap, 0,1% [0,1mm, 5.500
Na docusat [vong/phut, 10
phut, 2°C)
3-2 Botkhdi  [80%  [19,9% metyl|Quy trinh P72 18,7%
xilostazol xenluloza  [nghién kho +185nm
duocthé  |[mAy nghién
thép, 0,1% [ziriconi dioxit
Na docusat [ty dong hoa,
300 vong/phut,
14 gio, 22°C)
3-3 Botkhdéi  [0,5% [5% HP-B-  |Quy trinh 257 20,8%
tranilast CD, 0,5% [nghiéntrong H117nm
metyl nude
xenluloza  |(nghién hat, hat
dugc thé  iriconi dioxit
thap, 0,1% [0,1mm, 5.500
Na docusat [vong/phtt, 10
phut, 2°C)
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3-4 Botkhdi  [80%  [19,9% metyl|Quy trinh 214 13,3%
tranilast xenluloza  [nghién kho +181nm
duocthé  |{(may nghién
thip, 0,1% [ziriconi dioxit
Na docusat [ty dong hoa,
300 vong/phut,
14 gio, 22°C)
3-5 Botkhoi  0,5% [5% HP-B- |Quy trinh 317 [2,1%
indometaxin CD, 0,5% |nghién trong  p185nm
metyl nudc
xenluloza  |(nghién hat, hat
duoc thé ziriconi dioxit
thip, 0,1% [0,1mm, 5.500
Na docusat [vong/phut, 10
phut, 2°C)
3-6 Botkhdi  [80%  [19,9% metyl|Quy trinh 288 5,5%
indometaxin xenluloza [nghién kho +147nm
duocthé  |(may nghién
thip, 0,1% |ziriconi dioxit
Na docusat [t dong hoa,
300 vong/phtt,
14 gio, 22°C)
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3-7 Botkhéi  0,5% [5% HP-B- | Quy trinh 267  [10,9%
axemetaxin CD, 0,5% |nghién trong F147nm
metyl nuGe
xenluloza (nghién hat, hat
dugc thé  [ziriconi dioxit
thip, 0,1% (0,1mm, 5.500
Na docusat [vong/phut, 10
phut, 2°C)
3-8 Botkhéi  [80%  [|19,9% metylQuy trinh 227  (17,2%
axemetaxin xenluloza  [nghién kho +113nm
duogc thé  |(méay nghién
thip, 0,1% [ziriconi dioxit
Na docusat [tu dong hoa,
300 vong/phut,
14 giod, 22°C)
Vi du 3. Su thay d6i dac tinh nghién cla xilostazol va tranilast do su
tai két tinh

M>3i 1g bdt khéi xilostazol (CLZ), CLZ tai két tinh tir nuéc (cac tinh thé
thu duge trong vi du 1-2), CLZ téi két tinh tir etanol 50% (céc tinh thé thu dugc
trong vi du 1-3), bot khéi tranilast (TRA), TRA téi két tinh tir nude (cac tinh thé
thu dugc trong vi du 1-5), va TRA tai két tinh tir etanol 50% (cac tinh thé thu
dugce trong vi du 1-6) duge can dé bd sung vao vira agat, sau d6 nghién bang tay
trong 30 phut & nhiét d§ trong phong, dugc quan sat bang kinh hién vi dién tir
quét (trong d6, d6 phong dai 1a 100 1an, va kich thude thue duge thé hién theo ty
18). Céc két qua duoc thé hién trén hinh 1 dén hinh 6. Trong trudng hop bat ky,
c4c tinh thé dugc tai két tinh 14 céc tinh thé duoc nghién min hon.

Vi du thtr nghiém 1. Dugc dong hoc trong méu sau khi dung trong
tinh mach dung dich phén tan chira hat nano xilostazol

Céc thir nghiém sau duge thuc hién dé nghién ctru sy khac nhau vé dong
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hoc trong méu gitta khi dung dich phén tan chira hat nano xilostazol dugc dung
qua duong trong tinh mach va khi dung dich xilostazol trong d6 xilostazol dugc
hoa tan hoan toan véi HP-B-CD duogc dung qua duong trong tinh mach.

Dung dich phéan tan chira hat nano xilostazol (0,5%) thu dugc nhu vi du 2-
1 trong bang 2 va dung dich xilostazol (0,05% trong dung dich HP-B-CD 10%)
duoc khir tring bang cach loc (mang loc kich thuéce 16 0,2pum) dé tiém vao tinh
mach dui ctia cdc con chudt duc Wistar (trong lugng: khoang 200g) voi lugng
0,6 mg/kg (1a xilostazol). Méau duoc l4y theo thoi gian tir tinh mach c¢b va dugc
dong hoc trong méau dugc phan tich.

Murc xilostazol thu dugc trong mau dugc thé hién trén hinh 7. Ca hat nano
xilostazol va dung dich xilostazol thé hién dic tinh phéan tin hai pha. Khong c6
su khic biét dang k& duoc ghi nhén gitta ching vé céc théng s6 dong hoc dugc
phén tich bang mé hinh 2 ngén (hinh 7), va dung dich phan tdn chia hat nano c6
thd so sanh duge mdt cach xip xi v6i dung dich chia xilostazol vé mit duge
dong hoc trong mau.

Vi du thir nghiém 2. Hiéu qua diéu tri bénh trén ching nhdi mau néo
sau khi dung trong tinh mach dung dich phén tan chira hat nano xilostazol

Pé thir nghiém hoat tinh chéng huyét khéi cta xilostazol theo sang ché,
dung dich phan tén chira hat nano xilostazol (0,5%) theo vi du thir nghiém 1 va
dung dich xilostazol (0,05% trong dung dich HP-B-CD 10%) dugc dung trong
tinh mach cho mo hinh thiéu mdu nfo cuc bd & chudt sau day dé nghién clru
hiéu qua chitra bénh cua chiing so véi nhau.

(Chuén bi mé hinh thiéu mau cuc bd nio trude & chudt)

Céc con chudt duoc gdy té bing somnopentyl (29,8 mg/kg, i.p.), dong
mach canh thudng hai bén cua ching dugc boc 16 va dong mau cua n6 duge
chin biang kep dong mach. Sau 15 phut tai tudi mau dugc thuc hién, va sau 20
phut, dung dich phéan tin chira hat nano xilostazol va dung dich xilostazol dugc
dung trong tinh mach (trong khi d6 tinh mach dui dugc boc 19). Bung dugc khau,
va dong mau néo dugc do sau 24 gio.

(Po dong méu ndo)
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Céc con chudt thir nghiém dugc giy té bang uretan (1,2mg/kg, i.p.), va
d4u dugc rach va tao mot 10 trong xuong so. Dong méau ndo dugc do bé‘mg luu
luong ké mau mé laze OMEGAFLO FLO-NI (dugc sén xuét boi Omegawave,
Inc.), va dong mau, thé tich méu, va van tdc mau duge tinh toan tir cac phuong
trinh sau.

Dong méau = k1JoP(o)dw/I2

Thé tich mau = In[1-k[P(0)dw]/12

Van tdc méau = ks[dong mau/thé tich mau]

ki-ks: Hing sb ty 18
®: Tan sb géc (2nf)
P(w): Phé ning lugng tin hidu
I: Luong anh sang nhéan duoc

(Két qua)

Céc két qua duogc thé hién trén hinh 8. Viéc dung dung dich phén tan chira
hat nano thé hién hiéu qua chita bénh cao hon trong cac con chugt mo hinh thiéu
mau nfo cuc bd so v6i hiéu qua chita bénh ctia dung dich xilostazol ma mong
doi ¢6 hiéu qua chita bénh cao hon, va theo két qua trén hinh 8, viéc cai thién
dong mau ndo va thé tich mau nfo dugc ghi nhan chi & viéc dung trong tinh
mach dung dich phén tan chira hat nano xilostazol v6i lidu 0,6 mg/kg.

Vi du thr nghiém 3. Dugc ddng hoc trong mau sau khi dung qua
dudng duéi da thubc m& gel chira hat nano xilostazol

Céc thtr nghiém sau dugc thuc hién dé so sanh dong hoc trong mau cua
viéc dung duéi da thubc m& gel chita nuéce chira hat nano xilostazol v6i dong
hoc trong mau cua viéc dung thudc m& gel chira bdt khdi xilostazol.

Thudc md gel chira nudc chira hat nano xilostazol, thudc m& PEG, va
thuéc m& gel chira bot khdi xilostazol dwgc san xut theo ché phim duoc thé
hién trén hinh 9.

Thir nghiém tinh tham trén da chudt va da gia in vitro

(Phuong phap thtr nghiém)

Céc con chudt duc Wistar 7 tudn tudi di dugc xir Iy trude cho thir nghiém
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ndy bing cach loai bo 16ng bung cua ching. Ngay tiép theo, da bung (dudng
kinh 3,5cm) cta phin khéng cé 16ng dugc khoét nhan dé duge dit trong 0
khuéch tan. Riéng r&, cac tm cao su (d6 day 75 pm) duoc sir dung 1am da gia dé
thir nghiém thay vi da chudt. Phan day ctia 6 dwoc nap dung dich dém phosphat
(pH 7,2), va thubc m& (0,3 g) duoc bdi 1én phan 16p sirng & phin trén cung cua 0,
sau d6 bit kin bang tAm nhém. Phan diy cua 6 duwoc khudy bang thanh khudy
trong khi duy tri nhiét ¢ & 37°C bang bé 6n nhiét, va cac mau (100 pl) duoc 1iy
tur phén day cua 0 vdi thoi gian sau 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 28, 32, va 50 gio d@)ng
thdi véi viée bd sung lugng dung dich dém twong tw. Ham luong xilostazol
trong cac mau dugc do bang HPLC.

Dit liéu thu duge duoc 4p dung cho cac cong thire khuéch tan (1) va (2)

sau dé tinh 5 théng sd déng hoc.

@) D-K -C S
J, = - mze — K .C
© Alr-17) 5 roe (1)
{52
D=— (2)

J. chi toc d6 thAm cua duge chét, K, chi hé sb chia phén cta da/ché phém,
D chi hé sé khuéch tan trong da, 7 chi thoi gian quiy phé, J chi d6 day (trung
binh 0,071 cm) cua da, 4 chi ving c6 hiéu qua (2,01 cm?) cta da dugc sir dung,
O chi luong dugc chét tich tu thim qua phan déy cia 6 trong ¢ gid, va C. chi
mirc xilostazol trong ché phdm thuéc m& xilostazol. Hé sb thdm cua da K, duoc
tinh tir J./C..

(Do murc xilostazol bing HPLC)

Mau (10 pl) va dung dich metylphenytoin (15 pg/ml, 90 pl) lam ndi chuan
duogc tron, khudy, va sau dé ly tdm (4°C, 20 phut, 15000 vong/phut). Phép do
duoc thue hién véi dich ndi thu duge. HPLC gdm séc ky long hi€u nang cao
LC-10AD (Shimadzu Corporation), khoang sic ky CTO-6A duoc duy tri & 35°C,
va Inertsil ODS-3 (2,1 x 50 mm, GL Sciences Inc.) dugc chay trudc véi pha
dong 13 CH3CN/MeOH/H,0=35/15/50 (thé tich/thé tich/thé tich). Téc d6 dong
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ctia pha dong 14 0,25 ml/phit, lugng mau bom 12 4 pl, va mau dugc bom ty dong
1én cot bing voi phun ty dong SIL-9A. Xilostazol dugc phat hién bang bd do té
bao qua dong chay SPD-10A & budc song hép thy 12 254nm va duogc ghi bing
sdc ky EPC-500.

(Céc két qua)

Céc két qua duoc thé hién trén hinh 10 va hinh 11. Thudc m& gel chia
nuéc va thudc m& PEG chtra hat nano xilostazol thé hién tinh thdm cta
xilostazol trén da chudt cao hon thudc m& gel twong tu chira bot khéi xilostazol.
Thubc m& bit ky khong thdm trén da gia c6 cao su silicon c6 do day 1a 75 pm.
Diéu nay thé hién rang tinh thAm trén da cta hat nano xilostazol khong dua trén
su khuéch tan don gian cta duoc chAt ma con dira vao su chuyén giita cac té bao
ctia t& bao cAu tao nén mang sinh hoc.

Thir nghiém hip thu qua da in vivo

Duoc dong hoc cua xilostazol trong mau sau khi ding dudi da duge déanh
gia in vivo.

(Phuong phap thir nghiém)

Céc con chudt duc Wistar 7 tudn tudi da dugc xir 1y trude cho thir nghiém
nay biang cach loai b 16ng bung ctia ching va thong tinh mach cd cua chung
(quy trinh théng tinh mach cb dugc mb ta dudi ddy). Ngdy tiép theo, thudc md
(0,22 g) dugc bdi 1én cac phan khéng c6 long béng dung cu dugc thé hién trén
hinh 12. Dung cu nay dugc tao ra bang tAm gdm silicon va gidy nhém (dugc sén
xuét boi Nippon Foil Mfg. Co., Ltd.), tdm gdm silicon ndy dugc cit thanh hinh
tron ¢6 dudng kinh ngoai 1a 24 mm va duong kinh trong 1a 18 mm. Mau duogc
ldy tir tinh mach ¢ 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 28, 32, va 50 gid sau khi bdi thude
m&. Mau thu dugce duoc ly tAm (4°C, 15000 vong/phut, 20 phut) d& thu dich ndi,
va dich ndi nay duogc do trong diéu kién HPLC cua thir nghiém in vitro dugc dé
cap trén day.

(Quy trinh théng tinh mach cd)

Mau thu duge tir chudt bang quy trinh théng tinh mach c¢d. Céc con chudt

duoc gy té bang somnopentyl (30 mg/kg, i.p.) dé gift chung & vi tri nAm ngra,
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tao mdt duong rach trén da & phﬁn cd khoang 1,5 cm & bén phai, va tach riéng
céc co bang nhip dé boc 16 tinh mach c¢b ngoai. Ong Phycon (SH No.00) duoc
nap heparin (10 IU/ml thudc tiém natri heparin) sau d6 dugc ddm xuyén duéi da
tir sau ¢6 qua ngoai co thé dé nbi v6i dng xi lanh. Tinh mach ¢ ngoai sau d6
duoc ndi lai bing hai miii khau, mét trong hai mili khéu & phia tim duoc kéo dé
¢b dinh va chin dong mau va miii khiu con lai & phia phan c¢d dugc gan chat.
Mach mau duoc bde 10 duge tao duong cht béng kéo va 6ng Phycon dugc ludn
vao trong khoang 3cm. Sau khi dong mau trong bng dugc quan sat bang 6ng xi
lanh, mfii khau & phia tim dwoc gén chat. Vi tri rach dugc khau lai. Sy thay doi
mtc d6 mau sau khi bdi thubc m& dugc danh gia ma khong gy mé. Mau dugc
ldy theo thoi gian. Khoang 0,2ml mau thu dugc duge dit trong dng nho 0,5ml,
va ly tam bang méy ly tim (MX-200 TOMY) trong diéu kién 4°C, 20 phut, va
15000 vong/phat. Dich ndi thu duge duge phan tich vé luong thudc biang HPLC.

Céc két qua dugc thé hién trén hinh 13 va 14. Nhan thdy rang muc
xilostazo trong mau va tbc d6 hip thu dudi da cao hon & thubc m& gel chua
nude va thudc m& PEG chtra hat nano xilostazol. Cu thé 13, thudc mé& gel chira
nude thé hién téc d6 hap thu (ka) va ty 18 hép thu cao hon. Tuy nhién, xilostazol
khong thé quan sét dugc trong méu dbi véi thudec md gel chira bot khéi
xilostazol.

Vi du thit nghiém 4. San xuét thudc m& gel chira hat nano tranilast va
hiéu qua chita bénh ctuia ching trén chudt viém khop do ta duoc trong viée dung
duoi da

Hiéu qué chita bénh cia tranilast d6i véi hoat tinh chéng di ing duoc
nghién clru dé so sanh viéc dung dudi da thuc m& gel chira nuéc chira hat nano
tranilast véi thuéec m& gel chtra nudc chira bot khdi tranilast trén mé hinh chuét
viém khép dang thap sau.

(Chudn bi mé hinh chudt viém khép dang thap)

Cac con chudt Dark Agouti (DA) 7 tudn tudi duoc st dung trong thir
nghiém nay. Céc con chudt DA dugc gdy mé béng cach xong hit, va sau d6 mdi

t4 dugc 50 pl dugce tiém vao chan phai phia sau va duéi cua ching dé tao ra
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chudt viem khép dang thip (AA) do t4 dugc. T4 duge duge diéu ché nhu sau. Vi
khuin bét hoat Mycobacterium butyricum (100 mg; DIFCO LABORATORIES)
duoc dit trong may nghién agat dé nghién, va sau d6 Bayol F (dugc san xuét boi
Wako; 10 ml) duge bd sung vio may nghién véi luong nhé. Hon hop dugc
nghién thém c6 kém khudy. Huyén phu thu dugce duge chia mdi 500 ul vao lo
Prastic Cryogenic (duoc san xudt boi IWAKI & Co., Ltd.). Lo nay dugc boc
bing gidy nhom va khtr tring bing ndi hap (120°C, 15 phit), va sau d6 dugc gift
trong tu lanh dén khi st dung.

(San xuit thudc m& gel chira nuéc chira hat nano tranilast va thudc mé& gel
chtra nudce chira bt khdi tranilast)

Carbopol 934 (Nhéan hiéu dang ky, carboxyvinyl polyme) duoc hoa tan
trong nudce tinh sach dé tinh trong 1 gio, va sau d6 dugc trung hoa béng cach bd
sung nudc amoniac 5% c6 kem khudy. Dung dich phén tin chira hat nano
tranilast dugce bd sung vao d6 bang cach bd sung tly ¥ nude tinh sach dé san
xuét thubc m& gel chira nudc chira hat nano tranilast.

Thubc m& gel chira nuwéc chira bot khéi tranilast dugc san xuét theo quy
trinh néu trén v6i huyén phu chira bdt khdi tranilast thay vi dung dich phan tan
chtra hat nano tranilast.

Péanh gia ching phu & chudt

(Phuong phap thir nghiém)

Thudc m& (0,3g) chi dugc bdi 1én chan phai vao luc 9:00 mdi sang mot
14n mot ngay tir ngay 14 sau khi dung ta duge. Kich thude chan duge dénh gia
@8 thé hién mac d6 viém & khép chudt. Kich thude chan duge danh gia bang
dung dich dugc san xudt bing cach hoa tan mot thia ca phé natri
carboxymetylxenluloza trong nudc tinh sach (400 ml) va nhuém bang 3 hoic 4
bot Evans Blue. Ngam chan trong dung dich ndy dé dénh gia su thay déi cta
chung phu.

Thir nghiém su thdm duéi da in vitro

(Phuong phap thtr nghiém)

Céc con chudt duc Wistar 7 tudn tudi di duge xir Iy trude cho thir nghiém
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ndy bang cach loai bé long bung cua ching. Ngay tiép theo, da bung (dudng
kinh 13 3,5cm) cta phan khéng c6 16ng dwoc khoét nhan d& dwoc dit trong 6
khuéch tan. Phan day ctia 6 duoc nap dung dich dém phosphat (pH 7,2), va
thudc m& (0,3g) duoc bdi 1én phan 16p stmg & phan trén cung cia 6, sau dé bit
kin bing tAim nhom. Phan d4y cta 6 dugc khudy bang thanh khudy trong khi duy
tri nhiét d6 & 37°C bing bé dn nhiét, va cac mau (100pul) duoc 13y tir phan déy
ctia 6 dong thoi véi viée bd sung luong dung dich dém tuwong tu theo thoi gian.
Ham luong tranilast trong cac mau duoc do bang HPLC.

(Po mic TRA bing HPLC)

Mau (10ul) va etyl p-oxybenzoat (3 pg/ml; 90 ul) lam ndi chuan dugc
trén, khudy, va sau d6 duogc ly tAm (4°C, 20 phit, 15000 vong/phit). Phép do
duge thyuc hién v6i dich ndi thu duge. HPLC gdm séc ky 1ong hiéu ning cao
LC-10AD (Shimadzu Corporation), khoang sic ky CTO-6A dugc duy tri ¢ 35°C,
va Inertsil ODS-3 (2,1 x 50 mm, GL Sciences Inc.) dugc chay truéc véi pha
dong la (CH3CN/50 mM amoni axetat = 20/80). Téc d6 dong cia pha dong la
0,25 ml/phut, lugng mau bom 1 4 pl, va mau dugc bom tu dong 1én cot béng
voi phun tu dong SIL-9A. TRA duogc phat hién bang bd do té bao qua dong chay
SPD-10A & buéc séng hép thu 14 230nm va duoc ghi béng séc ky EPC-500.

Thir nghiém hép thu qua da in vivo

(Phuong phép thr nghiém)

Céc con chudt duc Wistar 7 tuan tudi d dugc xir Iy trudc cho thir nghiém
nay bing cach loai bé 16ng bung ctia ching va thong tinh mach c¢b (quy trinh
thong tinh mach cb duoc mb ta dudi day). Ngay tiép theo, thubc m& (0,3g) dugc
boi 1én cac phan khéng c6 16ng bang dung cu duoc thé hién trén hinh 12. Dung
cu nay duoc tao ra bang tAm gbm silicon va gidy nhém (dwoc san xuét boi
Nippon Foil Mfg. Co., Ltd.), tim gém silicon ndy dugc cét thanh hinh trén c6
duong kinh ngoai 1a- 24 mm va dudng kinh trong 1a 18 mm. Méu dugc thu tu
tinh mach cd theo thdi gian 0 dén 12 gid sau khi bdi thubc m&. Mau thu dugc
duoc ly tam (4°C, 15000 vong/phit, 20 phat) dé thu dich ndi, va dich ndi nay

dugc do trong diéu kién HPLC cua tht nghiém in vitro dugc dé cap trén day.
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(Quy trinh théng tinh mach cd)

Méu duge thu tir chudt bing quy trinh thong tinh mach ¢b. Céc con chudt
dugc giy té bing somnopentyl (30 mg/kg, i.p.) dé gitt ching & vi tri ndm ngua,
tao mot dudng rach trén da & phén cb khoang 1,5cm & bén phai, va cac co riéng
biét bang nhip dé bdc 16 tinh mach cb ngoai. Ong Phycon (SH No.00) dugc nap
heparin (10 IU/ml thubc tiém natri heparin) sau d6 duoc dam xuyén dudi da tir
sau ¢b qua ngoai co thé dé néi véi 6ng xi lanh. Tinh mach ¢ ngoai sau do6 dugc
ndi lai bang hai miii khau, mot trong hai miii khau & phia tim duoc kéo dé cb
dinh va chin dong méu va mili khau con lai & phia phan c¢b duge gén chit. Mach
mau dugc bdc 1§ duge tao dudng cit bang kéo va dng Phycon duoc ludn vao
trong khoang 3cm. Sau khi dong mau trong dng duge quan sét bang dng xi lanh,
mfii khau & phia tim dugc gan chat. Vi tri rach dugc khau lai. Su thay ddi mtc
d6 mau sau khi bdi thuéc m& duoc danh gid ma khong gdy mé. Mau duoc lay
theo thoi gian. Khoang 0,2ml m4u thu duge duge dit trong dng nhé 0,5ml, va ly
tAm bang may ly tim (MX-200 TOMY) trong didu kién 4°C, 20 phut, va 15000
vong/phit. Dich néi thu duge dugc phan tich vé luong thude bang HPLC.

Thir nghiém vé sy ton luu trén da in vivo

(Phuong phép thtr nghiém)

Cac con chudt duc Wistar 7 tuln tudi da dugc xur ly trude cho thir nghiém
nay bang cach loai b6 16ng bung cua ching. Ngay tiép theo, thubc mé (0,32)
dugc bbdi 1én cac phan khong c6 16ng bang dung cu thé hién duéi day. Dung cu
nay duoc tao ra bing tAm gdm silicon va gidy nhém (duoc san xut boi Nippon
Foil Mfg. Co., Ltd.), tdm gém silicon ndy duoc cét thanh hinh tron co duong
kinh ngoai 1a 24 mm va duong kinh trong 1a 18 mm. Mudi hai gi¢ sau khi boi
thuéc m&, ving da ma dugc bdi thubc m& gel tranilast hogc thudc m& gel nano
tranilast dwoc lau 5 14n bang béng thdm chita nuée mubi dé 1am tréc 16p biéu bi
cua da. Sau do, da khong chira m& dugc lam tréc. Da thu duge duge dit trong
6ng nhé 0,5ml va 1am ddng nhit bing nude tinh sach (500 pl). Dung dich duoc
lam ddng nhéit sau d6 duge ly tam bang may ly tdm trong diéu kién 4°C, 15000

vong/phit, va 20 phit tao ra dich ndi, va dich ndi nay duoc do trong diéu kién

-31-



25050

HPLC cua thir nghiém in vitro dugc dé cap trén day.

(Céc két qua)

Hinh 15 thé hién sy thay déi theo thoi gian ctia ching phd chan chudt sau
khi ding thubc, hinh 16 thé hién tinh thdm cta da chudt in vitro véi thubc me
gel tranilast sau khi ding, hinh 17 thé hién mc tranilast trong méu sau khi dung,
va hinh 18 thé hién murc tranilast ton luu trén da sau khi ding.

Két qua trén hinh 15 thé hién ring viéc bdi duéi da thude mé& gel chira hat
nano tranilast ¢ ché manh chting pht trong bénh viém khép & chudt do ta dugce
trong md hinh chudt viém khép dang thap. Hiéu qua nay khong duoc ghi nhan &
thudc m& chtra bot khdi tranilast tuong tu lam so sénh.

Két qua trén hinh 16 thé hién ring trong thudc m& gel chira 0,35 dén
0,75% tranilast, thuéc m& chira hat nano phén tan co6 tinh thAm t6t hon & mdi
ham luong so v6i huyén phu chira bot khéi.

Két qua trén hinh 17 thé hién ring thudc mé& gel chira nude chira hat nano
tranilast c6 hé sb truyén cao hon dang ké trong méu so véi thudc mé& gel chta
b6t khéi tranilast twong tu.

Két qua trén hinh 18 thé hién ring thubc m& gel chira nude chira bot khéi
tranilast ¢4 murc tranilast & da cao hon thuéc m& gel chtra nuéc chira hat nano
tranilast.

M&i tuong quan dap ung liéu duoc ghi nhin & su hip thu thudc tir da

chuét sau khi bdi hudec m& gel chira hat nano tranilast.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phwong phép san xuét hat nano hodc ché phim chira hat nano, trong do
phurong phap nay bao gdm:

Budce (1): hoa tan hop chét duoc chon tir xilostazol, tranilast, indometaxin,
axemetaxin hoic mudi duoc dung cua chung trong nuéc, dung moi chdp nhén
dugc dé san xudt san phim thudc hodc hdn hop ctia n6é & nhiét d6 ndm trong
khoang tir 40°C dén 150°C trong binh kin;

Buéc (2): 1am mat dung dich thu duoc bang nudc dé thu duge huyén phu
chira tinh thé ddng nhét ctia hop chit nay, hoic sau do, phan tach dé thu duoc tinh
thé duoc phan tach; va

Budc (3): nghién huyén phu thu duge hodc tinh thé dwoc phan tach nay.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6, huyén phu thu duoc trong budc (2)
va huyén phu thu dugce ndy dugce nghién trong bude (3) bing quy trinh nghién
trong nudc.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 tinh thé duoc phan tach thu duoc
trong budc (2) va tinh thé dwoc phén tach nay duoc nghién trong bude (3) béng
quy trinh nghién khé hodc nghién uét.

4. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong do
kich thudc hat trung binh ctia hat nano 1a 200nm hodc nho hon.

5. Phuong phap theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6
xyclodextrin, chat phan tan, va/hodc chét trung hoa dién tich ¢ trong dung moi
hoa tan trong budc (1).

6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 xyclodextrin 13 2-hydroxypropyl-B-
xyclodextrin (HP-B-CD), va/hoac

chat phén tan 13 metylxenluloza dugc thé thip, va/hodc

chit trung hoa dién tich 14 Na docusat.

7. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, trong do

xyclodextrin, chét phén tan, va/hodc chét trung hoa dién tich duoc bd sung trong
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bude nghién cta bude (3).

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 xyclodextrin 14 2-hydroxypropyl--
xyclodextrin (HP-B-CD), va/hodc

chit phén tan 13 metylxenluloza dugc thé thap, va/hoic

chét trung hoa dién tich 13 Na docusat.

9. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 8, trong d6
nhiét do trong bude (1) 1a 120°C dén 140°C.

10. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, trong d6

hop chat nay 1a xilostazol hodc muoi dugc dung cia né.
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CAC HINH VE

[Hinh 1]

Bt khéi CLZ Bot khéi CLZ sau khi nghi&n

[Hinh 2]

CLZ téi két tinh tir dung moi nuéc CLZ tai két tinh tr dung mdi nwéc sau khi nghidn

[Hinh 3]

SU1510 1,00kV 15,0mm x100 SE

CLZ téi két tinh tir dung mdi etanol 50% CLZ tai két tinh tir dung mdi etanol 50% sau khi
nghién
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[Hinh 4]

o

0 SE
'Bét khéi TRA *Bot khéi TRA sau khi ngh

&
)

[Hinh 5]

TRA tai két tinh tir dung méi nuéc 'TRA téi két tinh tir dung méi nwédc sau khi nghién

[Hinh 6]

SU1530 1,00KY 15,0mm X100 SE

TRA téi két tinh tir dung méi etanol 50%

"TRA téi két tinh t&» dung méi etanol 50% sau khi nghién
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[Hinh 7]
100

Z 0
W

ST I
~ 0,6mg/kg dung dich phan tan hat
N
o 01 r nano CLZ
% 1 e 0,6mg/kg dung dich CLZ
S
= 001

0,001 1 1 1 I 1 1

0 20 40 60 80 100 120 140
Thoi gian (phut)
Dung dich Hat nano

Ay g/md 3,866 == 0,271 3845 £ 0,813

a (phat") 0163 0007 0171 x0004 O = A.e 9"+ B.e P

Bua/m) 1,274 £ 0,115 1314 % 0,102 ’

g (phat?) 0,034 =+ 0,005 0,030 =+ 0,002

[Hinh 8]
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[Hinh 9]
Ham lvgng (%)
Rp. PEG PEG
- Carbopol 934

CLZ HPC Docu-Na HPRCD p 400 4000

Thubc m& gel CLZ 05 - - 50 15 . )

Thubc mo gel CLZwre 0,5 0,01 0,005 5,0 15 ; )
Thuoc m& PEG CLZ, 400 05 0,01 0,005 5,0 - 47,2 47,2

HPC: Hydroxypropyl xenluloza
Docu-Na: Natri di(2-etylhexyl)sulfosucxinat

HPBRCD: Hydroxypropy!-B- xyclodextrin

[Hinh 10]
30 r
2,5
E 2,0 ¢ Thudc mé gel CLZ
s Thubc m& gel CLZnano
N 1,5 Thuéc m& PEG CLZnano
-
% Thubc m& gel CLZ,ano (da gid)
2 1,0 Thudc m& PEG CLZpano (da gid) )
0,5
0,0 !
0 10 20 30 40 50
Thoi gian do (gio)
[Hinh 11]
Rp Je . Kp Km v D
' {ng/cm#ih) (x 10-°cm/h) (x10%) (h) ( x 10-4ecm2/h)
Thudc m& gel CLZ 104 + 29,1 298 0,83 137541 552195 1,831,110

Thubc m& gel CLZwano 306 =+ 67,4"% 876 +193 275+134 375+ 178 3,04 £ 2,33

Thuoemd PEG ClZmane 160 + 11,6 458 £034 222092 575%064 1,47 % 0,16

*! p < 0,005, vs. Thubc m& gel CLZ * p < 0,05, vs. CLZyo PEG
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[Hinh 12]

Tam goém silicon

¢ 26mm — La nhom
<—18mm —¥

'
1 '
i '
| '
' '
' ‘
' ¢

‘
.
‘
'
|
'
'
i
‘
)
'

'

p

<«— Daimat kép

b

Tém gbm silicon
(D6 day 1mm)

(Ph&n bong biéu thi khoang)

[Hinh 13]
0,5 r
0,4 b
g, 03
2
N
8 .
£ 0,2 F
2
O/‘} o
i
0,0 $—g— &.
0 10 20 30 40 50

Thai gian do (gid)

B Thubc m& gel CLZyano A Thubc m& PEG CLZyam @ 4 Thubc m& gel CLZ
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[Hinh 14]

A- /C{‘,

2l
! kn -

D - SV A
e"ll’(f‘f)] B'l\a G‘"ﬁ‘t"fj_ Ii'/\a + B‘/\’a

25050

1 ie—lfa(r—-r)
k,=p \k—a k= f)

a

a: 0,163 (tir két qua dung qua dwdng i.v. dung dich CLZ)
f3: 0,034 (tir két qua dung qua dwong i.v. dung dich CLZ)

k, A B r
(x10%h) (ngfmL) (ug/mlL) {h
Thubc m& gel CLZnano N7 = 4,10 806 +114 4,99 = 1,30 2,86 % 1,09
Thube m& PEG CLZqano 74+ 0223 4,58+028 3,81+ 0,47 2,67 £ 0,55
Thuoe m& gel CL.2 ND. N.D. N.D. N.D
[Hinh 15]
B béiching

Phu chan (ml.)

@ Thudc m& gel TRALano 0,35%

O Thubc m& gel TRA 0,75% O Thubc m& gel TRAano 0,75%

Phii chan (ml.)

Sb ngay sau khi tiém ta dwoc

14 21 28 35

Sbé ngay sau khi tiém ta dwoc
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[Hinh 16]

18

Mirc (pg/ml)

[Hinh 17]

Mdre (pg/ml)

0,2

0,0

25050

o > O m » e

0,75% TRAwno |,
0,5% TRAnano

0,35% TRAwno
0,75% Sw phan tan TRA
0,5% Sy phan tan TRA

0,35% Sw phan tan TRA

Thoi gian (gi®)

- - L - 1

A

10 1N
Thoi gian (gio)
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[Hinh 18]

Mere (Lg/ml)

fa

(18]

Q

25050

Thubc m& gel TRA  Thudc m& gel TRAmano
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