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(54) QUY TRINH SAN XUAT HAT NANO LIPOSOM TU LECITHIN DPAU NANH MANG
PACLITAXEL

(57) Séang ché dé cap dén quy trinh san xuét hat nano liposom tir lecithin ¢au nanh mang
paclitaxel. Quy trinh theo sang ché tao hat nano liposom tir lecithin ddu nanh mang
paclitaxel bang phuong phap hydrat hda mang mong lipit va giam kich thudc san pham tao
thanh bang phuong phap siéu am két hop dong hoa ap luc cao. Hat nano liposom tir
lecithin dau nanh mang paclitaxel thu dugc 6n dinh, kich thude nho, d@)ng déu va c6 kha
ning mang paclitaxel cao 1én dén 94,48%.
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Linh viee ki thuét dwoe dé cap

Séang ché thudc linh vuc hoa hoc diéu ché cac hop chit c6 hoat tinh tri liéu dic
hiéu, cu thé 14 d& cdp dén quy trinh san xuét hat nano liposom tir lecithin d4u nanh
1am chit mang thudc, cu thé 13 hat mang paclitaxel.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Ung thu, mét trong nhiing can bénh nan y nguy hiém va gdy ty 1¢ tit vong cao
nhét, 14 mot trong nhitmg chu dé duoc y hoc quan tdm nhiéu nhét. Cac phuong phép
diéu tri ung thu truyén théng tuy mang dén két qua trong viée tidu diét va han ché su
phat trién cua té bao ung thu nhung ching déu giét chét khong it m6 lanh, gdy nguy
hai dn stc khoe ciia ngudi bénh sau khi didu tri. Cho nén cin tim ra mét phuong
phéap tri lidu hidu qua gitp tang lidu lugng ctia héa chat tai mo, giam céc tac dung
ngoai ¥, tir d6 nang cao hiéu qua diéu trj va cai thién chat lugng cude séng. Mot trong
nhiing phuong phép tri liéu do la tao ra hat nano ing dung mang thubc chdng ung thu.
Liposom dugc cdu thanh tir phospholipit va cholesterol. Cau tao clia liposom bao gdm
mot nhan nude & gitta va mot hay nhiéu 16p vo phospholipit kép bao quanh. Vi vay,
n6 pht hop lam chat mang cho ca duge chét than nuéc va than dau. Liposom hién
dugc coi nhu “don bay” tdi wu cia cong nghé nano trong viéc Gmg dung vao cac ché
phim y dugc. Paclitaxel 1a hoat chat héa dugc than dau c6 tac dung chita ung thu (ung
thu phdi, ung thu budng trimg, v.v.) hitu hiéu hién nay. Do paclitaxel kém tan trong
nuée nén tinh sinh kha dung cua dang thude quy ude khong cao. Nhiéu huéng nghién
ctru duge dit ra dé tang sinh kha dung cta thude, trong d6 s dung liposom lam chat
mang thudc dé tang hap thu qua da hodc niém mac 1 mot huéng di trién vong, c6 tinh
khoa hoc va thuc tién.

Hién nay cac ché pham thude liposom dang duoc dau tu nghién ctru & Viét Nam.
DA c6 mot sb hoat chit duoc nang héa thanh cong vao tiéu phan liposom & quy mo

phong thi nghiém va dugc tht nghi€m in vivo trén dong vat. Tai truong Dai hoc Duoc
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Ha Ni, Khoa Dugc - Pai hoc Y Dugc thanh phd H6 Chi Minh va Vién Khoa Hoc
Vat Liéu Ung Dung tai Vién Han Lam Khoa Hoc va Cong Nghé Viét Nam cling da c6
nhitng nghién ctru tiép can ban dau ddi véi liposom.

Tai trudng Pai hoc Duge Ha Noi nhom nghién ctru ctia PGS.TS. Pham Thi Minh
Hué d3 thuc hién dé tai “Nghién ciru béo ché liposom dung lam chat mang thuéc diéu
tri ung thu” (Dé tai cp B6 2009-2011) phat trién trén hoat chat doxorubicin va chu tri
dé tai cAp nha nudc K.C10 “Nghién ciru bao ché thudc tiém liposom doxorubicin va
amphotericin B”. Ngoai ra, nhém nghién ciu cia Dai hoc Duoc Ha Noi con nghién
ctu liposom acylovir, liposom nifedipin, liposom diclofenac. Liposom doxorubicin
dugc bao ché bang phuong phap hydrat héa 16p mang mong lipit véi cac ta duge 1a
phosphatidylcholin két hop véi cholesterol va st dung phuong phép chénh léch pH aé
dua doxorubicin vao liposom. Hiéu suat liposom hda cia cac mau bao ché trén 70%,
anh hudng boi ty 18 lipit/duoc chét va ty 1é phosphatidylcholin/cholesterol. Liposom
c¢6 cAu triic nhiu 16p véi kich thude tir 200-800 nm. Dugc chét giai phong cham tir
liposom & pH=5,5 cao hon ¢ pH=7.4. Danh gid tac dung cua thuéc tiém liposom
doxorubicin trén chudt mang khéi u tién liét tuyén, két qua thuc nghiém cho thay
liposom doxorubicin c¢6 kha ning tic ché sy phat trién khéi tién 1iét tuyén trén chudt
thiéu hut mién dich. Chat mang liposom co kich thuéc 100-300 nm ¢6 kha nang di
qua cac mach mau cua khdi ung thu, do vay nang cao hiéu qua diéu tri. Khong cé su
khac biét dang k& vé kha nang tic ché téc do phat trién khéi u gitra san phim liposom

doxorubicin nghién cltu va san pham thuong mai LIPO-DOX cung dang bao ché.

Nghién ctru vé liposom quéc té, trong cong b6 Don sang ché s CN 102258470
A (2011), Gong Liansheng da boc 16 nghién ciu tong hop hat nano liposom mang
thudc doxorubicin. Liposom duoe chuin bi tir doxorubicin, lecithin tir 16ng d6 tring,
cholesterol, chit chéng oxy hoa, hé dém va duong. Phuong phap dugc sir dé tao
liposom 14 hydrat mang moéng. Két qua da cho ra hat nano liposom kich thuéc 232-
310 nm ¢6 tinh 6n dinh cao.
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Niam 2012, Zawada da nghién cu sy hinh thanh liposom tir qué trinh hydrat hoa
lecithin diu d4u nanh bang phuong phép bay hoi pha déo. Trong diéu kién t6i uu ctia
viée tong hop liposom, hiéu qua mang thudc 1én t6i 50%. Nong do cua thubc mang
bai liposom cao hon trong dung dich dém. Két qua duoc mo ta chi tiét trong tai lidu:
Zawada, Zygmunt H. Liposomes from hydrogenated soya lecithin formed in sintered

glass pores. Acta Pol. Pharm 69.1 (2012): 107-111.

Nam 2012, Moghimipour va dong nghiép da st dung lecithin tir d4u nanh va
cholesterol tao mang mong diéu ché liposom mang thudc celecoxib, mot thude chdng
viém duge ding dé diéu tri viém khdp, muc dich ctia nghién ctu 1a tim cong thic va
dic diém cua céc tai liposom duge tam thude celecoxib. Lecithin va cholesterol duge
hoa tan trong dung mdi clorofom-metanol (1:1) va thém vao dung dich 5 mg
celecoxib, sau d6 dem di ¢d quay. L6p mang mong hinh thanh dudi day binh cau s&
duoc hydrat hoa v6i dém phosphat. Danh xody trong vong 30 phut va danh si€u am
trong mdt gio. Tac gia da st dung phuong phap mang thdm tach dé xac dinh luong
thubc duge phéng thich. Phuong phap phan tich nhiét vi sai va kinh hién vi dién tu
truyén qua duoc ding dé xac dinh tinh chat va kich thudc hat. Két qua cho thay hiéu
qua mang thude 12 67,34% va lugng thuée duge phong thich sau 24 giv 1a 67,17%.
Két qua xac dinh kich thudéc hat cho thay kich thudc trung binh 1a 677 nm va anh
TEM cho thdy céc hat nano hinh cau. Nghién ctru cho thdy nhiing dac tinh vé& kha
nang Ung dung cta cac liposom 16t celecoxib trong hé théng dan truyén thube. Két
qua dugc md ta chi tiét trong tai liéu: Moghimipour, Eskandar, et al. Preparation and
characterization of liposoms containing essential oil of Eucalyptus camaldulensis

leaf: Jundishapur joumal of natural pharmaceutical Products 7.3 (2012): 117-122.

Téc gia sang ché cling bat diu nghién ctru phét hién hé mang thudc liposom tir
lecithin chiét xudt tir dau nanh mang thudc paclitaxel. Lecithin 1a chat béo ¢6 mau nau
vang c6 vai tro quan trong trong nganh thuc phdm va dugc phim. Lecithin thuong

mai dugc chiét xuét va tinh ché thanh chat béo dudi dang phospholipit. Thanh phan
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phospholipit cha trong lecithin gém: Phosphatidylcholin (PC, 14-16%);
Phosphatidylethanolamin (PE,10-15%); Phosphatidylinositol (PI, 10-15%); axit
phosphatidic (Phosphatidic acid - PA, 5-12%). Tinh chét quan trong trong str dung t4
duge thube: Lecithin ¢6 tinh chat nhii héa manh. Vi déc tinh dé phan tan trong nudc,
lecithin 13 chét tao kiéu nhil tuong D/N (dau/nude) duge coi 1a thich hop dé tmg dung
trong san xuit hdn dich thudc. Loai lipit c6 ngudn gbc tir dau nanh nay c6 gi thanh ré
s0 v6i cac loai lipit c6 ngudn goce tir dong vat. Ngoai ra, st dung ngudn lipit thuc vat
ndy s& giam thidu nhitng nguy co nhiém nhitng mam bénh tiém an tir lipit dong vat
cho nguoi bénh. Két qua bude dau di tao ra duoc hat c6 kich thude 100-200 nm, c¢6
kha nang tai thubc cao, ¢6 kha ning kéo dai thoi gian nha thude trong khi d6 lai giam
doc tinh té bao cta thude. Viée nghién ciru ndy sé tao tién dé thuong mai héa cac loai
thude, trong do co6 hoat chét lecithin thu dugc tir ddu nanh véi gia thanh ré va chét

luong dap ting duoce nhu cau clia ngudi bénh.
Ban chét ky thuit cia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1 dua ra quy trinh san xuat hat nano liposom tir lecithin

dau nanh lam chit mang thudc, cu thé 1a hat mang paclitaxel.

Pé dat duoc muc dich néu trén, sang ché dé xuat quy trinh san xuat hat nano
liposom tir lecithin ddu nanh mang paclitaxel bang phuong phap hydrat héa mang
moéng lipit va giam kich thuge san phim tao thanh bang phuong phép siéu am két hop

ddng héa ap luc cao.
M0 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 biéu dién duong chuan cia paclitaxel.
M0 ta chi tiét sang ché

Quy trinh san xuét hat nano liposom tir lecithin d4u nanh lam chat mang thuéc,

cu thé 13 hat mang paclitaxel theo sang ché duge m6 ta mot cach chi tiét dudi day.
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Hoa tan lecithin d4u nanh, cholesterol va CTAB (cetyltrimethylammonium
bromide) trong clorofom. Trong do, ty 1€ lecithin ddu nanh:cholesterol 1a 9:1 (khéi
lwong/khdi luong), ndng d6 CTAB 1a 1% tong khdi luong lipit va lugng clorofom 1a
khoang 1:50 so véi tong luong lecithin va cholesterol (thé tich/khéi luong). Hoa tan
paclitaxel trong clorofom, trong do paclitaxel c6 ndng d6 5% khéi luong va luong
dung méi hiru co clorofom dugce st dung dé hoa tan paclitaxel bang khoang 50%

lwong dung méi st dung dé hoa tan lecithin dau nanh, cholesterol va CTAB.

Nho céc nghién ctru v6i y dinh phat trién quy trinh san xuét hat nano liposom tir
lecithin ddu nanh lam chit mang thude ¢6 kich thudc hat liposom nho va do 6n dinh
cao, tac gia sang ché da nhén thiy rang khi stt dung lecithin déu nanh:cholesterol theo
ty 18 9:1 (khdi luong/khdi lugng) dé tao pha lipit, tién hanh ¢6 quay thi cholesterol dan
xen vao lecithin d4u nanh tao 16p mang lipit mong va qua do, hat liposom tao thanh c6
kich thudc nhd. Bén canh do, viée két hop CTAB trong qué trinh tong hop liposom va
hydrat hoa bing nudc cit c6 chira chat hoat dong bé mit thi liposom c6 d6 6n dinh
cao. Vi paclitaxel rat khé tan trong nudc, nén hoat chét nay duoc hoa tan vao pha lipit

trong qua trinh diéu ché.

Tién hanh c6 quay & nhiét do 45°C trong vong 4 gid. Diéu chinh 4p suit chan
khong dé& dung moi bay hoi tir tir, khong qué nhanh, dé tao 16p mang lipit mong va
trong sudt bam xung quanh thanh binh. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc

héa hoc sé& biét cach diéu chinh ap suét chan khong dé dat dugc hidu qua nhu vay.

Tiép tuc dé yén trong chan khong qua dém dé loai hoan toan luong dung méi con
du. Khi d3 tao duoc 1ép mang lipit kho hoan toan, thuc hi¢n hydrat hoa 16p mang lipit
bing nudc cit chita Tween 80 ndng do 5% & nhiét do 60°C dén khi 16p mang lipit
mong bong ra hét khoi thanh binh, lam lanh nhanh hon dich thu duge. Luong nudce cét
duoc st dung tuong duong véi tong lugng dung moi dé hoa tan cac hop chit trong

budc tao 16p mang lipit.
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Phuong phéap nay thuong tao ra céac hat liposom da 16p va c6 kich thudce 16n, do
@6 cAn 1am nho kich thude hat thu duoc. Thye hién giam kich thudc hat liposom bang
cach thuc hién siéu am trong 15 phut két hop dong hoa 4p luc cao & 80 MPa (800 bar)
trong 10 chu ky. Quan sat két qua thdy duge liposom dugc ddng nhit héa & 60 MPa
(600 bar) kich thugc van chua déu, con mau liposom déng nhat héa & 100 MPa (1000
bar) hat bi v& do 4p suat cao qué, ¢ 4p suat 80 MPa (800 bar) cho hat hinh cau, kich

thude <200 nm va dong déu.

Ly tam téc d6 5500 vong/phit trong 30 phut thu hat nano liposom mang
paclitaxel. Hat nano liposom mang paclitaxel dugc bao quan ¢ 2-8°C theo phuong

phap thong thudng.

Vi du thue hién sang ché
Can chinh xac khdi luong céc thanh phan gdm 500 mg lecithin d4u nanh, 56 mg

cholesterol, 5 mg CTAB hoa tan trong 10 ml dung moi clorofom.

Trong lac d6, hoa tan paclitaxel véi ham luong 1a 5% khdi luong ctia chat mang

vao 5 ml clorofom.

Tién hanh ¢6 quay ¢ nhiét d6 45°C trong vong 4 gio. Diéu chinh 4p suat chan
khong dé dung mdi bay hoi tir tir, khong qud nhanh tao 16p mang lipit mong va trong
subt bam xung quanh thanh binh.

Khi d3 tao dugc 16p mang lipit khé hoan toan, hdn hop can dugc hydrat héa véi
15 ml nuéc chira 80 mg Tween 80 ¢ nhiét do 60°C, khudy nhe dén khi 16p mang lipit
moéng bong ra hét khéi thanh binh, 1am lanh nhanh hdn dich thu duge.

Thuec hién siéu 4m trong 15 phut va dong hoa & 80 MPa (800 bar) trong 10 chu
ky. Thyc hién ly tam voi tbc do 5500 vong/phut trong 30 phit dé thu hat nano
liposom mang paclitaxel. Bao quan hat liposom mang paclitaxel thu dugc & nhiét do

2-8°C.
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Hat liposom mang paclitaxel thu duoc c6 hinh cdu, ddng déu va c6 kich thudc

167,6+0,65 nm.

Két qua mang thudc paclitaxel dugc tinh tir lugng thube tur do bén ngoai liposom
bang phuong phap do HPLC. Duong chuan paclitaxel duoc xay dung tr cac dung
dich paclitaxel c6 nong do lan luot 12 0 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40
ppm, 50 ppm (hinh 1). D thi biéu dién ti 1¢ gitta ndng d6 paclitaxel va d6 héap thu s&
cho két qua 1a moét phuong trinh duong thang dang y = ax+b, trong d6 y 1a dién tich
dinh (peak), x 12 néng do.

Tir dudng chudn xay dung duoc ta co thé tinh duoc luong thube paclitaxel con
du bén ngoai liposom théng qua dién tich peak do dugc tu sic ky dd. Hiéu sb giita
lwong paclitaxel ban du va lugng con du chinh Ia lugng thudc paclitaxel d& duoc

mang vao bén trong liposom.

Bang 1. Két qua mang thudc paclitaxel

Mau Luong thude thura (mg) Luong thudc duoc mang (mg)
liposom-paclitaxel 1,764 30,236

Theo d6, hiéu suit mang thude va kha ning tai ctia liposom dugc tinh theo cong

thie:

Hiéu suit mang thudc:
DLE(%) = [(khdi luong thude duoc mang vao liposom)/(khéi lugng thudc ban
dau)]x100%

Kha nang mang thuoc cua hat:
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DLC(%) = [(khbi lwong thudc duoc mang vao liposom)/(tong luong liposom va lugng
thudc ban dau)]x100%

Tu dit liéu va Bang 1, ta xac dinh duoc hiéu suat mang thudc va kha néng tai cua

liposom (Bang 2)

Bang 2. Hiéu suit mang thudc paclitaxel va kha nang tai cia liposom

Mau Kha nang tai cta liposom (%) Hiéu suét mang thube (%)
liposom - paclitaxel 4,48+0,47 94,48+3,2

K&t qua cho thdy kha nang tai thubc va hiéu suit mang thudc paclitaxel dat
94,48%, 1a két qua cao so v&i cac nghién ctru khac trén liposom. Day la co s& cho cac

nghién ctu tiép theo trong tmg dung hoa tri liéu.
Hiéu qua dat dwoc clia sing ché

Quy trinh theo sang ché da tong hop hat nano liposom tir lecithin ddu nanh lam
chét mang thudc, cu thé 1a hat mang paclitaxel dn dinh, kich thude nho va ddng déu.
Hat nano liposom mang paclitaxel thu duoc tir quy trinh theo sang ché c6 thé san xuét
rong rai voi s6 luong 16n, dé dang vi dau nanh la ngudn nguyén liéu tuong d6i dé&
kiém, gia thanh ré. Viéc nghién ctu s& tao tién dé thuong mai hod céc loai thude

chdng ung thu v6i gia thanh ré, chat luong, tang do tan va giam doc tinh cia thude.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh san xuét hat nano liposom tir lecithin d4u nanh mang paclitaxel bao gdm
cac budc:
hoa tan lecithin ddu nanh, cholesterol va CTAB (cetyltrimethylammonium
bromide) trong clorofom theo ty 1& lecithin déu nanh:cholesterol 1a 9:1 (khi
lwong/khdi luong), néng do CTAB la 1% tong khéi luong lipit va luong clorofom 13

khoéng 1:50 so véi téng luong lecithin va cholesterol (thé tich/khdi lugng);

hoa tan paclitaxel trong clorofom, trong d6 paclitaxel c6 ndng dd 5% khéi lugng
va luong dung méi hitu co clorofom duoc s dung dé hoa tan paclitaxel bang khoang

50% luong dung moéi st dung dé hoa tan lecithin dau nanh, cholesterol va CTAB;

tién hanh ¢6 quay & nhiét d6 45°C trong vong 4 gio, diéu chinh 4p suét chan
khong dé dung méi bay hoi tir tir, khong qua nhanh, dé tao 16p mang lipit méng va
trong subt bam xung quanh thanh binh;

tiép tuc dé yén trong chan khong qua dém dén khi tao dugc 16p mang lipit kho

hoan toan;

thuc hién hydrat hoa 16p mang lipit bang nude cit chira Tween 80 ndéng dd 5% &
nhiét d6 60°C dén khi 16p mang lipit mong bong ra hét khoi thanh binh, 1am lanh
nhanh hdn dich thu duoc, trong do luong nude cat duge st dung twong dwong véi

téng luong dung méi dé hoa tan cac hop chit trong bude tao 16p mang lipit;

thuc hién siéu 4m trong 15 phut két hop déng hoa 4p luc cao & 80 MPa (800 bar)
trong 10 chu ky;

ly tam tbc dd 5500 vong/phit trong 30 phut, thu hat nano liposom tir lecithin ddu

nanh mang paclitaxel.
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