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MO PAU

Paclitaxel (PTX), hoat chét chiét tir vo cay thong do (Taxus brevifolia) véi
nhitng nghién ctru ban dau nhirmg nim 60 cho thiy kha ning gay doc té bao, tao su
quan tam tir cac nha khoa hoc trong linh vuc dwoc pham. Nam 1967, Monroe E. Wall
va Mansukh C. Wani phan 1ap tir théng do (Taxus brevifolia) chit PTX. Vién Ung thu
Qudc gia My phat hién hoat chat nay c6 tinh ning can tré viéc phan hiy binh thudng
cua vi ong, 6n dinh vi 6ng, tir d6 (¢ ché phan bao [53]. Cong ty Bristol Myers Squibb
(BMS) di dung hoat chat trén bao ché ra thusc TAXOL® [53]. Nam 1992, FDA chinh
thizc phé duyét ding Taxol diéu tri ung thu budng trang, v, phéi (dang té bao khong
nho) va ung thu ¢6 tir cung. PTX trong cac nghién ctiru khac nhau cho thay 1a tac nhan
chéng ung thu c¢6 hiéu qua trong diéu tri ung thu phéi, vi, budng tring, giam bach cau
va ung thu gan. PTX ¢ vai tro trong viéc diéu tri cac loai ung thu khac nhau bang cach
nham vao dng tubulin hoic gay tc ché té bao. Theo b4o cdo cua To chic Y té Thé gidi,
Vv6i nhu cau ngay cang tang cling nhu viéc st dung pho bién trong phéac d6 diéu tri cua
loai thudc chong ung thu nay [53], cac ché pham chira PTX van dugc tiép tuc nghién
ctru cai tién dang bao ché. Riéng ¢ Viét Nam, budc dau ¢ nhitng nghién ctu thanh
cdng vé bao ché dang ché pham tiém chira PTX tuy nhién chua c6 cong bb nghién ciu
dang bot dong kho. Uu diém cua dang bot dong kho o thé chira ham lwong nhé trong
mdi don vi bao ché nén cé thé ding 1 lan/ 1 don vi theo chi dinh ma khong can phai
chia nho liéu nhu dang dung dich ¢am dic pha tiém truyén thong thuong. Bén canh do,
trong qua trinh nghién citu bao ché, nghién ctiu tién 1am sang trén dong vat thi nghiém
1a hét strc can thiét. Viéc nghién ciru dy du co ché duoc dong hoc cua thude trén dong
vat thi nghiém s& tién doan mot sé dinh huéng vé hiéu qua tac dong dich va doc tinh
cua thudc. Ca Co quan Quan Iy Thuc pham va Duoc pham My (FDA) va Cuc Strc khoe
Canada (Health Canada) déu yéu cau céc thir nghiém dong vat duoc tién hanh trude
khi con ngudi duoc thir nghiém mét thuéc méi [43]. Hon nita, théng tin thir nghiém
tién 1am sang sé& tranh céc thir nghiém khong can thiét trén 1am sang, do d6 cho phép
dua ra nhanh nhat c6 thé cac san pham thudc chéng ung thu vao thir nghiém 1am sang

ma khéng anh hudéng dén tinh an toan cua thudc [14]. Cac md hinh nghién ctu trén



dong vat thi nghiém buéc dau dang duoc tién hanh tai Viét Nam va thuong di theo xu
huéng danh gia trén dong vat thi nghiém bj gay bénh [1], [3]. Véi nhimg 1y do trén, dé
tai: “Xay dung tiéu chuan chat lugng va nghién ctu kha nang phan bé sinh hoc cua
paclitaxel tir ché pham thudc tiém san xuét tai Viét Nam” dwgc thuc hién nham nghién
ctru bao ché dang bot dong khoé chira PTX, xay dung quy trinh danh gia chét luong va
nghién ciru kha ning phan bé sinh hoc, gép phan phét trién mé hinh nghién ctu tién
1am sang cua dang bao ché chira PTX san xuat tai Viét Nam. Luan an dugc tién hanh

véi cac muc tiéu nghién ctu cu thé sau:

- Xay dung cong thirc va quy trinh diéu ché thudc tiém truyén chira PTX voi hai dang

bao ché dung dich dam dic va bot dong kho pha tiém truyén
- Xay dung tiéu chuan chét luong va nghién ciru 6 6n dinh cua ché pham

- Nghién ciu thong sé duge dong hoc va danh gia phan b sinh hoc trong mot s6 md

cua ché pham chira PTX so sanh véi ché pham thuong mai.



Chuwong 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. TONG QUAN VE PACLITAXEL
1.1.1. Tén, cdng thirc phan tir, cong thirc cdu tao va tinh chat
Tén hda hoc: (5B,20-Epoxy-1,2a,4,7 B,13 o -hexahydroxytax-11-en-9-one4,10-
diacetate2-benzoate13-ester with (2R,3S)-N-benzoyl-3-phenyllisoserine) [8], [60]
Cong thirc phan tir: Ca7H5:NO14 Phén tir lugng: 853,91 [60]

Cong thuc ciu tao duoc trinh bay ¢ Hinh 1.1

(=]

Hinh 1.1. Cong thirc cau tao paclitaxel
“Nguon: Duge dién My, 2014 [60]

PTX c6 khung taxan 1a khung ciu tric ciia cac duoc chat chdng ung thu nén duoc
Xép vao nhom taxan, ciing co ché tac dung trong phan loai thuc chdng ung thu. [2]
Tinh chat: PTX khéng tan trong nudc, tan rat kém trong hau hét cac dung méi dung
trong dugc pham, tan trong methanol. Tan trong ethanol khoang 46 mM, trong
methylen chlorid hoac acetonitril khoang 20 mM, trong isopropanol khoang 14 mM.
Log P = 3. Nhiét d6 néng chay: 216 - 217 °C. Bao quan & diéu kién 2 - 8 °C.

1.1.2. Phwong phap dinh tinh, dinh hrong paclitaxel va tap lién quan trong thuéc
tiém chira PTX theo Dugc dién hién hanh

Str dung phuong phap sic ky long hiéu nang cao (HPLC) [8] [60].
Pinh tinh: sac ky 6 mau thir phai ¢ thoi gian luu cta dinh paclitaxel tuong ing voi
thoi gian luu cia mau chuan.
Pinh hegng: Ham luong PTX (Ca7Hs:NO14) khong dugce thap hon 90 % va khéng duge

vuot qué 110 % ham lugng trén nhan.



- Dung mdi hoa tan mau: dung dich 0,02% acid acetic bang trong methanol.

- Pha dong: Nudc - acetonitril (11 : 9) (tt/tt) dugc loc va khir khi.

- MAu chuan: dung dich chira paclitaxel RS trong dung méi hoa tan mau véi néng do
0,6 mg/mL.

- MAu thtr: pha lodng mau thir trong dung madi hoa tan mau dé thu dugc dung dich co
nong d6 PTX khoang 0,6 mg/ mL.

- biéu kién sac ky:

Cot sac ky: cot L43 (PFP) 250 mm x 4 mm, 5um.

Budc song phat hién: 227 nm

Thé tich tiém: 10 pL.

Téc do dong: 1,5 mL/phut.

Gidi han tap phdn hiy: tap xac dinh phai dat yéu cau nhu trong Bang 1.1. Tap phan
huy khac khong duoc qua 0,1%; tong tap khong qua 2,0%.

- Dung mdi hoa tan mau: acetonitril

- Pha dong:

Dung dich A: Nudc - acetonitril (3:2) (tt/tt)

Dung dich B: Acetonitril

Chuong trinh dung moi:

Thoi gian Dung dich A (%)  Dung dich B (%) Rura giai
0— 26 100 0 Ding dong
26 — 66 100 — 17 0— 83 Gradient
66 — 67 17 — 100 83 >0 Gradient
67 — 75 100 0 Ding dong

- MAu chuan: dung dich chira Paclitaxel RS va tap chuan (tap B) trong acetonitril voi
nong d6 trong ung 1,2 mg/ mL va 0,006 mg/mL.

- Mau thir: pha loing mau thir trong dung méi pha loang dé thu dung dich c6 nong do
PTX khoang 1,2 mg/ mL.

- biéu kién sic ky:

Cot sac ky: cot L1 (C18) 250 mm x 4,6 mm x 3um, nhiét d6 cot 35 °C

Budc song phéat hién: 227 nm



Thé tich tiém: 10 pL.
Téc do dong: 1,2 mL/ pht.
Bang 1.1. Gi6i han tap chat trong ché pham PTX dung duong tiém

R R
Baccatin 111 0,19 0,8
Dién xuét Ethyl ester 0,21 0,4
10-Deacetylpaclitaxel 0,50 0,8
10-Deacetyl-7-epipaclitaxel 0,95 0,5
7-Epipaclitaxel 1,40 0,6

“Nguon: Duege dién My, 2014 [60]

1.1.3. Mgt s6 ché pham thuoc tiém c6 chira PTX trén thi truong
- Dung dich dam dac pha tiém (100mg/16,7ml hodc 30mg/sml): Taxol® (Bristol-
Myers Squibb), Paclitaxel “Ebewe” (Ebewe Pharma), Paclitaxel Injection (Teva
Health Systems), Intaxel® (Fresenius Kabi), Anzatax® (Mayne Pharm), Stragen®
(Haupt Pharma Woftratshausen), Paxus (PT Dankos Farma), Canbaxel 30 (Bidiphar),
Canbaxel 100 (Bidiphar).
- Bot pha tiém: Abraxane® (Celgene)
1.2. PINH HUONG CAIl TIEN CONG THU'C BAO CHE THUOC TIEM CHUA
PACLITAXEL
1.2.1. Pinh hwéng cai thién dd tan PTX trong nghién cieu cong thirc bao ché

Can ctr vao do tan va tinh thaim cua PTX, xu hudng cai thién d6 tan cua PTX
trong qua trinh bao ché duoc md ta & Hinh 1.2 [33], [34]. Paclitaxel c6 d6 tan va tinh
thAm twong tu duoc chat nhém IV cua hé théng phan loai BCS nén thiét 1ap cong thirc
bao ché s& theo dinh hudng dé cai thién do tan va tang tinh thaim cia dugc chat. Theo
mét sé nghién ctru, cac phuong phap tiép can hién tai dang dwoc 4p dung trong bao
ché thuc nhém 11, véi viéc sir dung ta duoc ting cuong hap thu, c6 thé duoc &p dung
dé nghién cau cdng thirc bao ché dang thude tiém ddi véi cac dugc chat nhom 1V [33]

va do vay c6 thé ap dung trong nghién ciu cdng thic bao ché PTX.



Sit dung hon hop dung
moi; nhii twong hoa,...

Tao phirc véi Cai tién cong Thay ddi cAu truic
cyclodextrin thite phan ti

Bao ché chiat mang vi tiéu phan
(liposome, tiéu phin nano,..)

Hinh 1.2. Tong quat huéng nghién ctu cai thién d6 tan Paclitaxel

1.2.2. Nghién citu cong thirc thudc tiém chira PTX

Cong thirc thudc tiém chira PTX duoc sir dung rong rai nhat trong 1am sang 1a dang
dung dich dam dic pha tiém truyén (thudc goc va thudce generic), duoc pha loang trudc
khi tiém tinh mach. Céng thirc ¢ chira Cremophor® EL va ethanol khan. Tuy nhién,
ta duoc nay co lién quan véi cac tac dung phu nhu co that phé quan, ha huyét ap va cac
triéu chitng qua man. Thanh phan cua ta dugc ndy c6 thé giai phong histamin va gay
ha huyét &4p va phan @ng qua man sau khi tiém truyén nhanh hoic sau tiém tinh mach.
Hudng nghién ciru cong thirc bao ché trén thé gidi cho dén nay chu yéu thay doi thanh
phan t4 duge nhung van dam bao ting d6 tan ciia PTX. Mot s6 phuong phap cai tién
pho bién:
1.2.2.1. Pong dung moi

Tarr va Yalkowsky (1987) da bao ché hé dong dung mdi PTX (5 mg/mL) chia
ethanol, tween 80, va pluronic L64 theo ty I¢ 3: 1: 6 (tt/tt/tt), thay cho céng thuc cua
Taxol. Dung dich nay 6n dinh vé mat héa hoc va thé chat trong 3 thang, nhung khi pha
lodng dén nong do 3,45 mM chi 6n dinh trong 3 ngay [42].
1.2.2.2. H¢ hon dich

Tarr va Yalkowsky (1987) di bao ché PTX dang dau/ nudc bang cach dung
triacetin 1am trung gian hoa tan. Nghién ciru cho thidy PTX hoa tan tét trong triacetin

(75 mg/ mL). Mic di vay thude két taa khi nhii twong duoc pha lodng khoang chin lan



V6i dextrose 5%. Tarr va ddng su dd bao ché hdn dich dang tiém dau tién caa PTX
chtra 10 - 15 mg PTX/ mL trong mét cong thic bao gom 50% triacetin, 1,5% lecithin
dau nanh, 1,5% pluronic F68, va 2,0% ethyl oleat. Khoang 10% glycerol dugc thém
vao dé ngan ngira tach pha. Hon hop nay 6n dinh trong khoang thoi gian 6 thang khi
duoc bao quan & 4 °C. Tuy nhién luong triacetin can thiét dé bao ché PTX véi liéu diéu
tri dwoc phat hién 1a doc hai khi tiém tinh mach cho chuét va khéng c6 hoat tinh chéng
ung thu nao duoc bao cdo [58]. Lundberg (2005) da bao ché mot hdn dich véi triolein
la pha dau va dipalmityl-phosphatidylcholin 1am chat nhii hoa chinh. Tween 80 va
PEG-dipalmitoyl osphatidylethanolamin dwgc sir dung lam chat 6n dinh. Pong kho
hén dich nay véi dextrose 5% tao thanh mot san pham 6n dinh, cd thé tao dung dich
hop thanh véi nude pha tiém [39].

Constantinides va cong su (2000) da bao ché va danh gia mot cong thirc vi nhil
tuong PTX voi nong do 8 - 10 mg/ mL, dy doan it phan ang qua man hon. Dugc chat
giai phong tir san pham nay cham hon so v&i Taxol®, ca khi c6 hay khong cé su hién
dién cua albumin huyét thanh nguoi. Cac nhii trong chira tocopherol duoc dung nap
t6t hon va hiéu qua hon so vai Taxol® trong cac mo hinh khéi u ac tinh ¢ chudt thi
nghiém. Cac thir nghiém qua man duoc thuc hién trén lon Ghine cho thiy Taxol® gay
ra hién twong miii thudng xuyén bi triy xudc, run ray, hit hoi, dung téc, co giat hoic
kho tha, véi mire 6 qua man tuong duong véi cap do 3 trong khi dang vi nhii twong
cd triéu chitng dyng toc va it run ray hon, véi cap do 1 [57].

Adwoa O.Nornoo va cong su (2008) da nghién ciru bao ché hai vi nhii twong khong
chira cremophor bao gom lecithin: butanol: myvacet: nuéc (LBMW) va capmul:
myvacet: nudc (CMW) vai PTX dé tiém tinh mach. Sau chat hoat dong bé mit va bon
loai dau duoc sang loc vai cach két hop khac nhau cho do tan PTX t6i da. Céac dang vi
nhil twong sau d6 duoc xac dinh trong gian d6 ba pha. Poc tinh giy doc té bao trén
dong té bao ung thu va nguoi MDA-M231 va kha nang tan huyét duoc danh gia so véi
Taxol®. D6 tan PTX trong dau myvacet di ting 1én 1389 1an so voi do tan trong nudc.
LBMW c6 dién tich vi nhii twong 16n hon (46,5% trén gian d6 bac ba) so voi CMW
(18,6%) [48].



1.2.2.3. Tién chat

Mellado va cong su (1984) trong qua trinh phat trién acetyl-paclitaxel da ghi nhan
rang nhom -OH & vi tri C-2 dugc wu tién nhat vi nd c6 thé thuy phan dé dang bang
enzym hoic co ché héa hoc. Mot sé dan chat PTX ester hda C-2- vai acid succinic,
acid glutaric va acid sulfonic da cai thién d6 tan trong nudc va co tac dung in vivo tuy
nhién chung khdng 6n dinh trong méi treong nudce. Mot sé dan xuit phosphat C-2- va
C-7- ciia PTX duoc tong hop bai Nuijen, Vyas va cong su (2014) di cai thién do tan
nhung cac nghién ctu phong thich hoat chét in vitro khdng c6 két qua, va hoat tinh in
vivo & chudt mang khéi u M109 1a khong dang ké [42].

Ueda va cong su (1993) tong hop cac dan xuat cia PTX cO nhom este
phosphonoxyphenyl-propionat & vi tri C-2" va C-7%, cai thién do hoa tan va dé dang
phong thich PTX. Dan xuat C-7- cho thiy hoat tinh twong duong v&i PTX trén md
hinh khdi u M109. Nhom nghién ciru ciing bao ché tién chat 2" -Oxycarbonyl
paclitaxel, c6 sy 6n dinh hon khi ¢6 tic nhan hoa hoc va enzym thay phan. Pay 1a mot
md hinh phéng thich hoat chat in vitro rat tét voi su tich liiy nhanh PTX trong té bao
ung thu dai trang HCT 116 ¢ nguoi [42].

Nicolaou va cong su (1993) nghién cau mot nhom cac dan xuat duoc goi la
"protaxol", lam ting d6 hoa tan va kha niang cho PTX thyc hién phan tach riéng tir hon
hop in-situ. Kha ning gy doc té bao in vitro ciia cac protaxol nay twong duong voi
PTX tu do, nhung chung van chua c6 duoc hoat tinh in vivo [42].

Steven va cong su (2004) di bao ché Paclitaxel-7-carbonyl-cholesterol (Tax-Chol),
mot tién chat PTX tinh than dau. San pham caa qué trinh tong hop tao thanh cong thirc
nano lipid (LN), cling chira folate-polyethylene glycol-cholesterol (f-PEG) -Chol) la
phdi tir nham vao thu thé folate danh dau khéi u (FR). Cong thac moi nay duoc thiét
ké dé kéo dai thoi gian van chuyén va nhiam dich ¢ chon loc dén cac té bao khéi u voi
biéu hién FR khuéch dai [57].
1.2.2.4. Tiéu phan nano va hon dich nano

Dé giam cac tac dong doc hai lién quan dén cong thire théng thuong duoc md ta &

trén va giam thiéu rai ro két taa PTX khi pha lodng, mot dang bao ché tiéu phan nano



véi PTX da dugc nghién ctru thanh cong va dua ra thi truong vao nam 2005 vai tén
thuong mai Abraxane®. Coéng nghé cho su hinh thanh tiéu phan nano lién quan dén
mot qua trinh gan két chuyén biét cia albumin chua bi bién doi voi phan tir PTX tao
ra khéi lién hop kich thuéc ~130nm. Hon thé nira, nab-paclitaxel c6 thoi gian tiém
truyén 1a ngan hon nhiéu so vai dang cong thac PTX véi cremophor® EL. Khi phoi
hop PTX thanh cac hat nano, cac nghién citu da chirng minh dwoc tang cuong hoat
dong cua duoc chat do nhimg thay doi trong phan bé mé va duge dong hoc. Ngoai ra,
c4c hat nano c6 thé tranh duoc sy bt gitr cia hé thong ludi ndi mé va co thé wu tién
tich ty trong cac khdi u ran. Nghién ciu chi ra thuée dugc phan phdi trong cac chat
mang hat nano dan dén kéo dai ndng d6 cuaa thudc trong cac khdi u, giam bét su phét
trién cuia khoi u va kéo dai thoi gian séng cua doi tugng thir nghiém [44].

Li Mu va Sizhe Feng (2003) da nghién ctru viéc sir dung d-o-tocopheryl
polyethylen- glycol 1000 succinat (vitamin E TPGS hoic TPGS) nhu mét chét nhil hoa
va chat nén méi dé bao ché hat nano. Cac hat nano bat gitt PTX bang ky thuat chiét
Xuit bay hoi dung méi cai tién trong nhii twong. Dang bao ché cho phép dwa PTX dén
cac co quan dich nhu gan, 14 lach, phoi, va luu thong trong bach huyét dén mot muc
d6 nhat dinh, bang céch str dung cac hat co kich thuéc khac nhau va théng qua céc con
duong khéac nhau. Thi nghiém dong té bao ung thu HT-29 cho thiy sau 24 gio, ty 1é
tiéu diét té bao khi sir dung theo cdng thirc hat nano cd thé cao hon 13 1an so véi thube
thong thuong trong diéu Kién tuong tu [21].
1.2.2.5. Bao ché cau truc liposom

Sharma va Straubinger (1994) di bao ché cdng thic liposom chira PTX sir dung
phospholipid véi phosphatidylcholin (PC) ty I¢ mol 1:33; vai phosphatidylglycerol
(PG chuyén héa tir PC) ty & 9: 1. Céc liposom 6n dinh trong hon 2 thang & 4 °C va 1
théng & 20 °C [39].

Sampedro va cong su (1994) bao ché liposom dung hdn hop cua phospholipid Ia L-
dimyristoyl phosphatidylcholin (DMPC) va L-dimyristoylphosphatidyl glycerol
(DMPG), c6 hoic khong cé cholesterol, theo phuong phap bay hoi/ hydrat hoa. Su két
hop hai phospholipid theo ty 16 7 : 3va 9 : 1, véi viéc bd sung 5% cholesterol (kl/kI),
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mang lai két qua t6i wu. Doc tinh trén té bao cua cac cong thuc liposom trén té bao
L1210 cho thay Ia 16n hon dang ké so véi PTX thong thuong [42].

Crosasso va cong st (2000) da bao ché cac liposom chira PTX c¢6 dic tinh 6n dinh.
Nh&m nghién ctru ciling so sanh PTX dang liposom thong thuong vai liposom nap PTX
trong diéu kién nghién ctu 6n dinh dai han va vo tring. Mit khéc, nhirng liposom nay
c6 thé luu thong trong méu trong thoi gian dai. Céc liposom PEGylated dugc diéu ché
bang céach str dung PTX vai phospholipid va cholesterol theo ty 18 mol 12 1 : 30 (duoc
chat : lipid). Coéng thuc chta phosphatidylcholin long doé tring (PC) va
phosphatidylglycerol (PG chuyén héa tir PC) theo ty 18 9 : 1 va PTX va lipid trong ty
16 mol 14 1 : 30 dugc tim thay c6 hiéu qua két hop 1a 95%. Cong thuc nay giit duoc
90% ham luong thudc trong thoi gian nghién ciu 2 thang & 4 °C [12].
1.2.2.6. Dang micel

Sung Chung Kim va cong su (2001) da bao ché PTX chira cac micel dang polyme
phan huay sinh hoc bang cach sir dung chat xuc tac trong luong phan tir thap, khong doc
hai. Polyme phéan huy sinh hoc dugc goi la monomethoxy poly (ethylen glycol) -block-
poly (D, L-lactide) (MPEG-PDLLA), va théng sé duoc dong hoc da duoc danh gia.
Céac micel polymer da duoc bao ché bang ky thuat phan tan ran. Hiéu qua chéng ung
thu in vivo di dugc danh gia trén khéi u budng tring va khéi u va duoc ciy ghép trén
chuot. O nhitng con chudt duoc ding dang micel polymer cé phan ang dap tng chong
ung thu cao gap ba lan so vgi Taxol® [58].
1.2.2.7. Sir dung dan chat cia Cyclodextrin

Cserhati va cong su (1995) da cai thién do tan PTX bang cach si dung
hydroxylpropyl-B-cylodextrin (HP-B-CyD). Nghién ctru da chi ra rang do PTX c6 cau
trdc khung taxan 16n nén tao duoc phtc bao véi p- va y-CyD la nhitng chit c6 cac
khoang than dau 16n so voi a-CyD. Cac phiic hop hinh thanh véi HP-B-CyD 6n dinh
hon cac phirc véi HP- y-CyD hoic y-CyD. Tuy nhién, nghién ctiu ciing cho thay mot
luogng 16n cyclodextrin (CyD) la can thiét dé phdi hop du liéu 1am sang cua PTX, do
d6 gay ra doc tinh dang ké cho than va gy tan huyét [42].
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1.2.2.8. Dang déng kho

Céc nghién ctru vé thude ung thu PTX dang dong kho chwa duoc tién hanh nghién
ctru day du, da sb (ng dung & cé4c loai duoc chat khac. Ché pham thudc ung thu néu
bao ché dang dong kho c6 nhiéu vu diém Ia tién hanh ¢ nhiét do thap nén téc do phan
trng phan huy duogc chat & muc thap, thudc dé& dang hoa tan nhanh, tinh 6n dinh cua
san pham cao, nén c¢6 nhiéu trién vong trong san xuat thudc tiém. Qua trinh dong kho
phu thudc vao tinh chat cua hoat chat, ta dugc va diéu kién cua qua trinh dong lanh va
lam khé. Mot cong thirc c6 thé chira mot hoac nhiéu ta dugc va cac ta duoc dam nhiém
mét hay nhiéu chirc ning [5], [35], [44], [46] nhu trong Bang 1.2.

Bang 1.2. Cac yéu t6 dung méi va ta duoc khao sét trong bao ché dang dong kho

Yéu to Thanh phan khao sat  Téc dung Ién qua trinh dong kho
Dung moi Ethanol, DMSO, Dung pho bién dé hoa tan cac dugc chat
Tert-butanol kho tan va ta duoc dé dong kho
T4 duoc tao phac  HP-B-CyD Str dung phd bién cai thién do tan cho

thudc tiém
Ta duoc 6n dinh ~ Tween 80, Ploxamer Chét dién hoat
HPMC, PVP K30 Tang d6 nhot

PEG 400 Tro tan
T4 duoc tao khéi  Manitol, Lactose, La nhirng t4 duoc phd bién dung tao
Leucin, Arginin khoi x6p khi dong kho.

a. Qua trinh dong kho
Qua trinh dong kho c6 thé chia lam 3 giai doan chinh la dong lanh, 1am kho so cap

va lam kho thi cdp theo nguyén tic gian d6 3 pha (Hinh 1.3).

‘—'\p suat

Pha ran

; 1
Chat long + Déng siéu t&i han
nén
’ . y H
Ap suat to1 han |}
Pa H .z ..
O
Pha long Piém té1 han
o e
Nhiet Ao |
Pw diém ba | Pha khi

Hoi

Nhiét do té1 han
Ty Ta

Nhiét do
Hinh 1.3. Gian dd pha ap suat-nhiét d6 cua mot chat, diém t&i han khi-long (vapor-
liquid critical point).
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- Pong lanh: Trong giai doan nay can nghién ciru ha nhiét d mau xubng thip hon nhiét
d6 diém ba (triple point - nhiét d6 ma tai d6 pha ran va pha long cling ton tai).
- Lam khé so cdp: Trong giai doan nay, ap sut duoc 1am giam xubng con khoang vai
millibar, nhié¢t do tang lén tur tur dé nude thang hoa. Khoang 95% nudc (nudc tu do)
thang hoa trong giai doan nay.
- Lam kho thir cAp: Muc tiéu cta giai doan nay 13 loai bé cac phan tir nude khong dong
bang, nude hip phu. Trong giai doan nay, nhiét d6 ting 1én so voi giai doan 1am kho
so cap, ¢ thé trén 0 °C, nham phé v& tuong tac héa Iy hinh thanh gitta phan tr nudce
va vat lidu [46], [47].
b. Ta duoc
- Dung moi
+ Ethanol: ¢6 kha ning hoa tan PTX tt nhung lai c6 nhiéu han ché nhu nhiét 46 dong
dic cua ethanol 1a -120 °C nén can diéu kién nhiét do thap va thoi gian dai trong giai
doan tién dong, ngoai ra, dung dich phiic PTX va HP-B-CyD trong dung méi ethanol
khong bén (xuat hién taa sau 15 phat mac du da st dung HP-B-CyD véi luogng thi da
cho phép va ta dugc tang 4o nhét PVP K30) [35].
+ Tert-butanol: nhiéu nghién ciru da chitng minh tert-butanol cé thé thay thé ethanol
vi kha ning déng ran tbt, tao diéu kién thuan loi cho giai doan lam khd [35].
+ DMSO: ¢6 kha ning hoa tan PTX tot va mot vai trudng hop duoc sir dung lam dung
mdi hoa tan trong céc ché pham dong kho [35].
- Hé @ém
Hé dém lam ting d6 6n dinh cua dugc chat trong qua trinh dong kho, thanh pham va
dung dich pha lai truéc khi s dung. Tuy theo ban chat dugc chit, dé 6n dinh cua hoat
chat, str dung hé dém thich hop theo Bang 1.3 [32], [35].

Bang 1.3. Mot s hé dém dung trong cong thirc dong kho

HE dém Khoang pH H¢ dém Khoang pH
Acetat-acetic 3,8-5,8 Phosphat 3,0-8,0
Benzoat-benzoic 6,0-7,0 Glycin 8,8-10,8
Citrat-citric 2,1-6,2 Tromethamin (TRIS, THAM) 7,1-9,1

Lactat-lactic 21-41




13

- T4 duogc tao khdi/ don

Trong mét sé cong thire dong kho, ty 18 hoat chét ran hoa tan trong dung méi & mirc
thip, vi vy can co thém ta dugce don. Mat khac, yéu cau cua khdi bot sau dong kho
can xdp, dé hoa tan hoac phan tan lai, vi vay can phai c6 mot ta duoc tao khung. Cac
ta dugc don thuong dung la manitol, lactose, glucose, maltose, sorbitol, glycin, PEG,
natri clorid, cyclodextrin (CyD) va dan chit hodc hdn hop ta duoc. T4 duoc cd ciu tric
tinh thé tao khdi thudc dong kho dep, tinh chat co hoc tét [35], [47].
- T4 duoc 6n dinh phic

Pé 6n dinh phuc tao thanh theo thoi gian dat yéu cau trj liéu, mot s6 polymer dugc
sir dung trong cong thitc dong kho nhu polysorbat 80 (tween 80), hydroxypropyl
metylcellulose (HPMC) hoac polyvinyl pyrrolidon K30 (PVP K30), polyethylen
glycol 400 (PEG 400), poloxamer 188 [35] v&i vai tro lam tang o nhot (PVP K30),
tro tan (PEG 400), chat dién hoat (tween 80, poloxamer 188).
- Chit tao su dang truong

Trong vai trudong hop, can cd mot cdng thirc dang truong dé an toan cho viéc sir
dung thubc duodng tiém hay dé 6n dinh duoc chat. Cac ta duoc nhu manitol, sucrose,
glycin, glycerol va natri clorid 1a nhitng chat tao sy dang truong thuong dung. Ta dugc
tao dang truong thudng duoc pha san trong dung méi dé pha long khi sir dung hon 1a
c6 mit truc tiép trong thanh phan cong thac dong kho [35].
1.3. HYDROXYPROPYL-S-CYCLODEXTRIN

Trong cac phuong phap trén, cai thién d6 tan ciia PTX trong nghién ctu bao ché
dang thudc tiém bang cach st dung dung mdi, chét trg tan va cach tao phuc véi dan
chat ctua S-cyclodextrin 14 hai trong cac phuong phap cé tinh kha thi duoc lwa chon ap
dung trong diéu kién Viét Nam.
1.3.1 Céu tric, cdng thikc va tinh chat caa cyclodextrin
1.3.1.1. Cdu tric
- Cyclodextrin (CyD) la oligosaccharid dang vong gom 6 (a-CyD), 7 (B-CyD), 8 (y-
CyD) hoic nhiéu don vi glucopyranose lién két voi nhau qua néi o — (1,4). Trong cac

CyD, B-CyD va dan xuit cua no duoc dung phd bién nhat. Cac glucopyranose ¢ 1
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nhom —OH bac 2 & vi tri C2, Cz va 1 nhom —OH bac 1 & vi tri Ce la co s¢ dé diéu ché
cac dan xuat CyD (Hinh 1.4) [11] [56].

HOCH,

OR

(\{)R
7\()

OR

Hinh 1.4. CAu tric -CyD va cac dan xuat
“Nguon Scientia Pharmaceutical, 2008~ [56]
- Dan xuit CyD di duoc tong hop nhiam khac phuc d6 tan kém trong nuéc cia cac CyD

tu nhién (dac biét 1a B-CyD). Cac dan xuat dugc tao thanh tir phan ang amin hoa, ester
hoa hoac ether héa cac nhém Hydroxyl cua CyD (bac 2 ¢ C», Cs va bac 1 ¢ C6). Mot
s6 tinh chat caa CyD va cac dan xuat trinh bay trong Bang 1.4. Ty thudc vao nhom
thé, cac dan xuat CyD c6 do tan khac nhau. Dan xuat CyD gilp cai thién do tan, do on
dinh cua phirc trudc anh sang, su oxy hoa va giup tang hoat luc cua hoat chat [56].

Bang 1.4. Tinh chat ly hoa caa mot s6 dan xuat CyD trong duoc pham

M Do tan trong nuwéc, 25 °C

Cyclodextrin Nhém the R (Da) (mg/mL)
a-CyD -H 972 145
B-CyD -H 1135 18,5
2-Hydroxypropyl-B-CyD -CH,CHOHCH3 1400 > 600
Natri Sulfobutylether B-CyD -(CH2)aSOz'Na® 2163 > 500
Methyl-B-CD -CHs 1312 > 500
6-O-Maltosyl-B-CyD Maltosyl 1459 > 1500
y-CyD -H 1297 232
2-Hydroxypropyl-y-CyD -CH,CHOHCH3 1576 > 500

“Nguoén Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 2012 [11]
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1.3.1.2. Tinh chdt HP-S-CyD

- Hydroxypropyl-4-Cyclodextrin (HP-p-CyD) dugc tao thanh tir phan tng gitta
propylen oxyd voi B-CyD duéi tac nhan bazo.

- HP-4-CyD 1a bot v6 dinh hinh mau trang, phan tir c6 duong kinh khoang bén trong
khoang 0,62 nm. DAn xuét nay tan rat tot trong nude (65 g/100 mL nudce ¢ 25 °C), tan
trong propylen glycol va PEG 400, tan it trong ethanol va ether, hau nhu khong tan
trong chloroform va aceton.

- HP-B-CyD trg tan PTX t6t nhat so v&i cac CyD cung nhom (d6 tan ctia PTX trong
nuée co thé ting 1én 2000 1an khi tao phtc véi HP-B-CyD trong khi cac CyD chi tir
200 - 800 1an) nén duoc tng dung nhiéu trong viéc nang cao do tan cia cac dugc chat
kho tan ding trong ché pham tiém va tiém truyén tinh mach [11].

1.3.2. Mt sé ché pham dwong tiém sir dung CyD va din chat CyD

CyD va dan chat duoc sir dung trong nhiéu cong thirc thudc tiém, thuéc nho mat

trén thi truong tuy nhién chua thay ung dung cho ché pham PTX (Bang 1.5) [30].

Bang 1.5. Mot s6 ché pham thudc tiém co6 chaa cyclodextrin

‘ Pua c
Hoat chat/CD Tén biét dwge 711’0’ng Nha san xuat (Thi trueong)
r dung
a-Cyclodextrin
Alprostadil Caverject Dual (Y, Pfizer (Chau Au)
Prostavastin i.v  Ono (Nhat), Schwarz (Chau Au)
2-Hydroxypropyl-g-Cyclodextrin
Itraconazole Sporanox i.v  Janssen (Chau Au, M¥)
MitoExtra A
Mi [ . I. N is (Chau A
itomycin MitoZytrex RY ovartis (Chau Au)
Sulfobutylether [-cyclodextrin
- - : Bristol-Myers Squibb (M¥)
Aripiprazol Abil .m
'piprazole bility I Otsuka Pharm. (My)
Maropitant Cerenia (Y, Pfizer Animal Health (M¥)
Voriconazole Vfend v Pfizer (My, Chau Au, Nhat)

Ziprasidone mesylate Geodon, Zeldox i.m  Pfizer (M§, Chau Au)
2-Hydroxpropyl-y-cyclodextrin
Tc-99 Teoboroxime  Cardio Tec v Bracco (My)
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1.4. KIEM NGHIEM THUOC TIEM DANG DUNG DICH PAM DPAC VA BOT
PONG KHO - KHAO SAT PQ ON PINH
1.4.1. Kiém nghiém thudc tiém
1.4.1.1. Chi tiéu chdt lwong
a. So bo danh gia chét lwong san pham
- Banh gia cam quan:
+ Dang dung dich phai trong [60].
+ Bot dong kho phai dam bao dat cac yéu cau chung ciia ché pham dong khé gom hinh
thire khéi thudce, tde d6 tan, do trong sau khi pha lodng véi dung mai [50].
- pH dung dich sau pha lodng; do on dinh trong 24, 48 va 72 gid sau khi pha loang.
b. Pinh lwong tap va ham lwong hoat chat sau khi hoan nguyén trong dung moi
+ Muc chat lugng tuong tng chuyén luan riéng cia dang ché pham tiém truyén
chtra ciing loai hoat chat duoc quy dinh trong Dugc dién hién hanh.
+ Bot dong kho sau khi hoan nguyén trong dung méi duoc dinh lugng hoat chat trong
ing chuyén luan riéng quy dinh trong Dugc dién hién hanh cia dang ché pham tiém
truyén chtra cuing loai hoat chat dugc.
c. Noi doc té va do vo khuan: Theo mic chat lugng Dugc dién hién hanh ddi véi thube
tiém truyén chira cing loai hoat chat.
1.4.1.2. Tham dinh phwong phép
- Théng sé tham dinh duoc tién hanh trong phuong phap dinh luong va xac dinh tap.
- Céc thong sé bao gdom [60]: Tinh phi hop hé théng; Tinh dic hiéu; Tinh tuyén tinh
va khoang xac dinh; D6 chinh xac; B dung; Gidi han phat hién va gidi han dinh luong
d6i voi chi tiéu xac dinh tap
1.4.2. P on dinh thanh pham

D6 6n dinh duoc tién hanh dé dam bao tinh toan ven caa duogc chét trong dang bao
ché va trong qué trinh tién hanh thir nghiém nghién ctu tién 1am sang. Thanh pham
thudc (Finished Pharmaceutical Product - FPP) phai duy tri dc tinh Iy, hda, gigi han
vi sinh vat, ham luong trong dwong & ndng do tac dung va muic d6 doc tinh trong thoi

han sir dung. Thar nghiém do 6n dinh caa cac thanh phan duoc chat mai va thanh pham
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d3 duoc hoa hop ¢ cip do toan cau bao gom hudng dan caa WHO va ICH [29] [41]
[64].
1.4.2.1. Chi tiéu danh gia chung

Cac nghién cau vé tinh 6n dinh nén bao gém viéc kiém tra cc chi tiéu cho biét tinh
6n dinh cua thanh pham thudc, tac 1a nhitng chi tiéu d& bi thay doi trong qua trinh
Iuru trir va 6 kha ning anh huong dén chat lwong, an toan va hiéu qua.
- D6i véi dang thudc tiém thé tich nho, chi tiéu danh gia bao gdm d6 trong (dang dung
dich), mau sac, gidi han tiéu phan, pH, do vo tring, noi doc td.
- Bdi véi dang bot pha tiém, can tién hanh thém chi tiéu dung dich hop thanh va danh
gia do 6n dinh trong subt thoi gian sir dung caa dung dich hoan nguyén nhu khuyén
cao trén nhan.
1.4.2.2. Thdng sé cua diéu kién danh gid dé on dinh déi véi ché pham

Trong diéu kién Viét Nam, qui dinh 4p dung diéu kién nhiét d6 va do am cho ving
IVB [29] [64].

Bang 1.6. Phan loai vung va diéu kién bao quan

Viing Loai khi hau B4o quan thwong  Bao quan lanh Bao quan cap dong
A L. 21°C+2°C
! On da 45 % + 5% RH
. bia trung Hai/ 25°C+2°C
Can nhiét doi 60 % £+ 5% RH
30°C+2°C .
A A + (0] - (0] + 0
1 Nong, khd 35 04 + 50 RH 5°C+3°C 15°C+5°C
. 30°C+2°C
IVA Nong am/ nhiét doi 65 % + 5% RH
30°C+2°C

VB Nong/ d6 am cao 75 06 + 506 RH

1.5. NGHIEN CUU TIEN LAM SANG

Trong qua trinh nghién ciu bao ché thubc, giai doan nghién cau tién 1am sang
thuong sir dung thude déi chiing 1a mot ché pham thuong mai thuong la thude géc
hoac thuéc biét duoc duoc danh gia dat chat lugng so sanh véi ché pham bao ché.
1.5.1. Pyng vat thi nghiém

Giai doan nghién ciu tién 1am sang trén dong vat thi nghiém thuong st dung nhiéu
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hon mot loai. Tho va chuét 1a 02 loai phé bién trong cac nghién ctiu nay [14] [43].
1.5.2. Chi tiéu va théng sé trong thir nghiém tién 1am sang
1.5.2.1. Panh gid déc tinh [22]
- Bao gom thiét Iap liéu dung nap t6i da (Maximal tolerated dose MTD) dua trén liéu
chét téi thiéu gan dung tir d6 xac dinh liéu khoi dau trong cac thir nghiém pha 1.
- Poc tinh cap trén dong vat thi nghiém chu yéu 13 x4c dinh liéu chét trung binh, tic 1a
lidu 1am chét 50% s con vat thi nghiém trong nhitng diéu kién thi nghiém nhét dinh
va ky hiéu LDso (Lethal Dose 50).
- Ngoai suy liéu LDioo : Truong hop di dung 4 liéu trd 1én rdi ma liéu cao nhit van
khong 1am chét 100% cac con vat trong nhém (chua cé liéu LD1oo). Nhung néu licu
cao nhat d6 da 1am chét khoang tir 90% trd 1én cac con vat trong nhom thi cé thé ngoai
suy ra la: thém mot nhom nita dung liéu bang liéu cao nhat da thir, cong thém mot bude
nhay liéu thi cac con vat s& chét 100%.
- Ngoai suy liéu LDy Truong hop da dung 4 nhom lidu tré 1én rdi ma lidu thip nhét
van ¢ con chét, nhung ti 1& nay khong qua 10% thi c6 thé tinh toan ma khong can thir
thém liéu thip hon; hoidc c6 thé ngoai suy bang lam thém mot nhom, dung lidu bing
lidu thap nhét da thir, trir di mot bude nhay lidu thi cac con vt s& song 100%.
1.5.2.2. Nghién cizu dwoc déng hoc va phan bé thuoc trong huyét firong va trén md
dong vat thi nghiém

Viéc danh gia cac thong sé dong hoc, vi du nhu nong do dinh trong huyét twong
(Cmax) Va dién tich dudi duong cong (AUC), & lidu gan véi liéu dung nap téi da (MTD)
trén cac loai dong vat trong nghién ctu tién 1am sang cé thé tao diéu kién tang liéu
trong giai doan nghién ciru pha 1. Thong tin thém vé qua trinh hap thu, phan bd, thai
trir hodc chuyén hoa (ADME) trén dong vat thudng duoc cung cip trude khi tién hanh
cac nghién ctu pha 11/ 111 [14] [52] .
a. Xir ly mau trong phan tich

Thoi diém thudc trong mau giam nhanh c6 thé chon lam thoi diém lay mé vi ¢ giai
doan nay, thudc c6 xu hudng thoat ra khoi 1ong mach va phan bé vao mé. Trudc khi

dua mau sinh hoc vao phan tich, mau (ngudn gbc huyét twong hoac mé) phai dugc xir
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ly va 1am sach. C6 nhiéu cach chiét mau khéac nhau bao gdom két tua protein (PP), chiét
long - long (LLE) va chiét pha ran (SPE). Luong thudc trong mau phai duoc chiét ra
vé6i d6 phuc hoi cao nhat co thé [26] [39] [63].
b. Thim dinh quy trinh dinh luong dugc chét trong dich sinh hoc

Phuong phap sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC) la mét trong nhitng k¥ thuat tdt
nhat dé dinh luong duoc chat trong dich sinh hoc béi tinh dic hiéu, kha niang tach, do
nhay va d6 6n dinh cao cling nhu murc d6 trang bi phd bién tai cac phong thi nghiém.
Tuy nhién, qua trinh phan tich duoc chét trong dich sinh hoc chiu anh huong cua nhiéu
yéu t6 nhu ndng do dugc chat thap, nhiéu tap noi sinh (lipid, protein, chat chuyén hoa)
va su khac nhau giita cac ca thé, vi thé phuong phap dinh lugng can phai dugc tham
dinh dé bao dam d6 tin cay [4] [16] [17] [19].
Bang 1.7. Thong sb 4p dung trong tham dinh quy trinh dinh lugng trong dich sinh hoc

STT Y&u cau tham dinh FDA EMEA
Tinh phi hop hé thong

Tinh dac hiéu

Tinh tuyén tinh va khoang xéac dinh

Gidi han dinh lugng dudi (LLOQ)

Do dung, do chinh x&c trong ngay va lién ngay

Ty Ié thu hdi - hiéu suat chiét

Do 6n dinh dung dich chuan gbc va mau phan tich
trong dich sinh hoc & diéu kién tién hanh va bao quan

Khong

+ + + + + + +
o>
o
Q>
o

~N o ok W N
+ q + + + + +

1.6. MOQT SO CONG TRINH NGHIEN CUU VE PACLITAXEL
1.6.1. Ché pham thwong mai héa tir nghién ciru thanh phan céng thic bao ché
1.6.1.1. Dung dich tiém

Abraxane®: PTX gan véi albumin hinh thanh hat nano tao su thuan loi cho su phan
bé va hiéu qua chéng ung thu ctia PTX trong té bao. Abraxane® c6 lién quan véi mot
ty 16 qua man va co thé lién quan dén su ting hap thu bén trong khéi u. Abraxane® da
dugc chieng minh hiéu qua trong ung thu tuyén tién liét va di can tién trién, dwoc chap

thuan don tri liéu trong ung thu va di céan [44].
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Paclitaxel poliglumex (PPX) hay CT-2103 (tén thuong mai Xytotax® hay gan day
la Opaxio®): Mot dang polymer phan hiy sinh hoc mai tir lién két PTX va axit a-poly-
L-glutamic. Dang bao ché dugc thiét ké dé ting cuong d6 hoa tan cua PTX phan ky
nudc va ting tinh thim khdi u chon loc. Cong thirc méi nay cua PTX khong chaa CrEL
va do d6 chi dinh ban dau vai steroid va thudc khang histamin 1a khdng can thiét, va
hop chit nay c6 thé duoc truyén mot cach an toan bang dudng mot tinh mach ngoai vi
trén 10-20 phat mdi 3 tuan [45].

EndoTAG-1 (EndoTAG + Paclitaxel): PTX dang liposom dugc cation hda.
EndoTAG-1 khéng chtra Cremophor®EL (CrEL) duoc thiét ké véi cung mot muc dich
nhu doxorubicin dang liposom, v&i muc tidu cudi cung Ia cai thién hiéu qua va giam
doc tinh trén cau tao cua hop chat nguyén thiy CrEL — paclitaxel. Ngoai ra dir liéu
tién 1am sang cua EndoTAG-1 cho thay céc liposome cation hda nhiam vao céc té bao
noi md tao mau trong cac khdi u. EndoTAG-1 c6 lién quan dén sy anh huang 1én vi
mach khdi u bang cach gy suy giam chirc niang hoat dong té bao [45].

Polymeric-micellar paclitaxel (Genexol-PM®): Mat cong thirc ¢ thé coi nhu 1am
méi gbc taxan cia PTX vai mot hat nano polymer-micellar phan hay sinh hoc. Vé mat
ly thuyét, luong copolymer du 1am ting do tan trong nudc cua phan Ky nudc va cho
phép phan bé liéu cao PTX. In vitro, tac dung chéng ung thu rd rét hon so véi CrEL-
PTX thong thudng trong mot loat cac dong té bao khéi u [45].

DHA-paclitaxel (Taxoprexin®): Mot axit béo ty nhién, axit docosahexaenoic (DHA)
thong qua mot lién két ester vai PTX 2'-oxy tao dang axit béo PTX két hop (DHA-
paclitaxel). Tién dé cho nghién cau nay la gia thiét rang mot sé axit béo ty nhién s&
dugc cung cap nhiéu cho céc khdi u dé sir dung nhu tién chat sinh héa va la nguén
nang luong. Gia thiét ndy cudi cung da duoc thir nghiém thong qua lién két DHA, mot
axit béo ty nhién va PTX dé tao ra mot lién két hda hoc mai c6 kha nang nham vao céc
khi u tot hon va giam doc tinh dbi voi cac mo binh thuong [45].

Nhdn xét: Nhirng nghién cau cai tién cong thic bao ché dang dung dich tiém hau hét
trién khai nghién ciru tién 1am sang in situ so sanh véi thube dbi chimg dé danh gia

hiéu qua trén té bao dong khéi u hoic trén bénh nhan.
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1.6.1.2. Bét dong khé pha tiém: Rat it nghién ctu bot dong kho chira PTX dugc cong
bd. Cac nghién ctu bao ché dang nay chaa dugc chat thudc nhém thude diéu tri ung
thu ciing theo huéng c6 bao céo thir nghiém tién 1am sang trong qué trinh nghién ciu
J. Q. Zhang, Z. R. Zhang va cong su (2005) da nghién ciru bao ché dong kho PTX dang
liposom tir tinh. Nghién ctu cho thiy ring dang dong khé cua liposom tir tinh nay cé
hiéu qua khi nham téi khéi u va tao ra hoat tinh chéng ung thu dang ké véi it tac dung
phu hon trong mé hinh dong vat duoc cay ghép khéi u (xenograft) [69].

Nhdn xét: Tir c4c cong trinh trén, cai thién do tan cua PTX bang cach sir dung dung
m6i, chat tro tan va cach tao phirc véi din chat caa cyclodextrin 12 hai trong cac phuong
phap co tinh kha thi c6 thé ap dung trong nghién ctu cong thic bao ché thube tiém
chtra PTX dang dung dich dam dic va bot pha tiém. Do 6n dinh caa ché pham sé khao
sat sau khi pha vao dung méi pha tiém va trong lo tiém & diéu kién ving IVB. Mot s6
chi tiéu khac cua dang bot dong kho nhu d6 am, dung dich hop thanh ciing s& dugc
khao sat trong qué trinh nghién ctu.

1.6.2. Nghién ciu tién 1am sang trong xay dwng cong thirc thudc tiém PTX
1.6.2.1. Quy trinh dinh lwong PTX trong dich sinh hoc

Guo Wei, Jenifer L. Johnson va cong su (2005) dinh lugng PTX trong huyét twong
va md chudt sau khi tiém dang bao ché liposom cua PTX. Dich ddng nhat hoa duoc
thém vao dung mai chiét acetonitril chira 0,1% acid acetic. Thém ndi chuan doxetaxel
vortex, ly tam, phan dich duoc lay dé tién hanh sic ky. Diéu kién sac ky la Cot ODSs,
pha dong methanol - nuéc - tetrahydrofuran (70 : 27,5 : 2,5), toc d6 dong 1 mL/phit
va phat hién ¢ budc song 230 nm [26].

Ling Zhao, Wei Yu-Meng va cong su (2009) xac dinh phan bé trong mé tho cua
PTX sau khi tiém ché pham chira PTX. K§ thuat chiét pha ran (SPE) di duoc sir dung
dé tach chiét PTX tir md va tién hanh sic ky ¢ diéu kién cot pha tinh C, pha dong
acetonitril - methanol - dém ammonium acetat (pH 5.0) 0.02 M (20 : 47.5 : 32.5), va
phat hién ¢ budc song 230 nm [39].

Shane Bermingham (2010) xac dinh PTX trong huyét twong bénh nhan véi phuong
phap chiét pha ran (SPE) dé tach PTX va phuong phap sac ky long véi dau do UV
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buéc song 234 nm. Chuong trinh pha dong gradient véi pha A gdbm acid formic 0,1 %
trong hdn hop nude/ acetonitril pH 3,5 (90 : 10) va pha B gom acid formic 0,1 % trong
hén hop actonitril/ nudc (90/ 10) [6].

Wang Ying, Ke-Chun Wu va cong sy (2011) xac dinh phan bé PTX trong mé cua
tho sau khi tiém PTX dang nhii dich va ché phdm thuong mai. Diéu kién sic ky sir
dung Cot RPS8, pha dong acetonitril-methanol-nuéc (4:1:5) chia 0.01M ammonium
acetat (pH 5); toc @6 dong 1 ml/phat, phét hién & budc séng 227 nm [63].

Liu Xiangrui, Sun Jiabei va cong su (2012) tién hanh xac dinh néng do PTX trong
md tho véi diéu kién sac ky 1a Cot C18, pha dong acetonitril - methanol - ammonium
acetat (pH 5; 0,02 M) (20 : 47,5 : 32,5). Nhiét do cot 30 °C, toc ¢6 dong 1 mL/ phut,
phat hién ¢ budc song 230 nm [40].

Nhdn xét: Tur cac cong trinh nghién ctu dugc cong bé, diéu kién phan tich sic ky dé
dinh lwgng PTX trong dich sinh hoc phl hop voi diéu kién thiét bi caa phong thi
nghiém sé duoc lua chon.

1.6.2.2. So sanh duwroc ddng hoc trén déng vt thi nghiém cua thudc tiém chiza PTX

Bartoli va cong su (1990) so sanh hiéu qua cua PTX trong ca hai cong thac hat nano
va liposom véi c&c dung dich PTX trong DMSO va CrEL ca in vitro va in vivo trong
cac mob hinh bénh bach cau P388 va L1210. Nghién ciru da két luan rang cong thac
liposom PTX vuot troi hon trén in vitro va in vivo, trong khi cong thirc nano thay c6
doc tinh chii yéu la do thanh phan céc ta dugc cong thic.

Fujita va cong su (1994) nghién ctru dugc dong hoc PTX trén dong vat thi nghiém
Vi thdng s6 trong mau [24] va nong do phan b trong mé [25]. Két qua thong sé PTX
trong huyét twong ¢ tho (7 mg /kg, 1 gio tiém truyén tinh mach) 1a hai pha véi thoi
gian ban thai la 0,36 va 6,36 gio; AUC la 9,46 pg.hr/ml. Gia tri K12 16n hon K21 va V>
I6n hon V1, cho thidy PTX phan bé thuan loi trong md. AUC cao nhit duoc nhin thay
& gan, va tuong dbi cao & tuyén tuy, than, tuyén tc, rudt, da day va phoi. Nong o6 PTX
trong mé khéi u khong cao trong thoi gian dau, nhung duy tri trong thoi gian dai voi

thoi gian ban thai 12 12,3 gio. Nong d6 thude trong ndo rét thap.
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Wang Feihu va cong su (2013) thir nghiém sy phan b PTX trong mé chuét. PTX
(Taxol®va dang bao ché DOMC-FA) dugc tiém tinh mach dudi chudt véi lidu 9 mg/kg.
Khi tiem PTX liéu 9 mg/kg, ndng 6 PTX giam dan theo thoi gian trong cac mé 1an
luot gan > phoi > than > lach [20].

Liu Xiangrui va cong su (2012) nghién ciru phan b PTX trén chudt nhét véi lidu
tiém 15 mg/ kg [40]. Dva vao Bang 1.8 va Bang 1.9 cho thiy véi liéu tiém tinh mach
duy nhat, ndng do thudc trong mau va mé giam nhanh. Bén thoi diém 12 gio, nong do
thudc trong hau hét cac co quan rat thap hozc khdng phat hién duoc. Cac mo c6 hé sd
tudi mau 16n nhu gan, phdi, than c6 ndng do thude tap trung cao. Cac mé khac nhu
tuy, da day, rudt, tim c6 nong do thudc trung binh dén thap. O ndo, nong d6 PTX la
rat thap. Ngoai ra, cac thong sé duoc dong hoc chinh nhu ti2, Kiz, K21, Kio, Ve, CL
cling dugc tién hanh danh gia trong nghién ciu.

Bang 1.8. Gia tri AUCo.¢n ctia Taxol® khi tiém cho chuét véi liéu 15 mg/kg

Co quan AUCosn (Lg/g .gi0) Co quan AUCo.gn (1g/g .Qi0)
Gan 58,55 + 12,04 Buong triang 4,43 + 0,65
Than 34,94 + 3,02 Tim 16,54 + 3,27
Phoi 28,52 + 5,17 Co 9,67 + 0,39
Lach 33,70 £ 11,29 Ruét non 25,53 + 0,96

“Nguon: Journal of pharmacy and pharmacology, 2012 [40]

Bang 1.9. Gia tri AUCo.sn (Mg/g.gio) ciia PTX hdn dich khi tiém véi liéu 15 mg/kg
Co quan PTX héndich  Taxol Coquan PTXhdndich Taxol

Gan 54,84+9,10 59,62 + 8,16 Léch 23,13+2,05 25,95+1,95
Than 31,62 +1,94 34,49 +2,56 Tim 13,10 +1,05 13,94 +1,36
Phéi 23,81 £258 27,48 +3,97 Budng tring 15,20 16,58

“Nguon: Journal of pharmacy and pharmacology, 2012 [40]
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ché pham Taxol® va DOMC-FA/PTX
“Nguon: Journal of drug target, 2013 [20]

Yonglu Wang va cong su (2011) da nghién ctru so sanh thong sé duge dong hoc cua
dang bao ché hdn dich chira PTX (PTX-NO) va ché pham thuong mai (PTX-INJ) trén
chuot [62]. Két qua so sanh giita 02 ché pham duoc md ta & Hinh 1.6. Thong sé6 AUC.
» (Mg/g .gio) ciing dugc danh gia so sanh, két qua c6 ¢ Bang 1.10. Nghién ctru ciing
tién hanh trén mo doéng nhat (tim, gan, than, phoi, lach, ndo) sau khi tiém tinh mach
chuét véi liéu 10 mg PTX/ kg thé trong. Két qua phan b sinh hoc trén cac md theo
thoi gian thé hién ¢ Hinh 1.6.

Bang 1.10. Gia tri AUCo-12n ctia PTX hdn dich sau khi tiém liéu 10 mg/kg

Co quan PTX -NO PTX-INJ
Tim 14,51 + 6,21 18,02 +£ 5,84
Gan 687,58 + 117,56 60,45 + 20,49
Lach 613,06 + 218,34 53,52 + 29,55
Phoi 104,48 + 24,73 43,92 + 34,92
Than 21,91+ 10,93 22,68 + 9,47
Né&o 9,48 + 3,45 0,03 +0,03

“Nguon: International Journal of nanomedicine, 2011 [62]
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“Nguon: International Journal of nanomedicine, 2011~ [62]

Yang T. va cong su (2007) da tién hanh nghién ciru danh gia in vitro va in vivo cua
cong thirc bang cach gan két PTX dang liposom. Cac gia tri cua ti2p , MRT, AUC da
duoc tim thiy 1a cao hon nhiéu cho dang bao ché PTX liposom so véi Taxol®. AUC,
MRT va ti2p . PTX két hop trong cac liposome PEGylated ting dang ké so véi nhiing
liposom thong thudng (p < 0,05) (twong tng 1a 4,4; 6,0 va 3,5 lan).

Trong md co thé hap thu PTX da duoc danh gia sau khi tiém tinh mach caa mdi cong
thirc (Taxol®, liposom thong thuong va PEGylated) trong mo hinh chuot gay ung thu
vi. Ung thu va d3 duoc gy thanh cong trén nhitng con chudt sau 23 tuan tiém dong
té bao MDA-MB-231. Trong trudng hop cia Taxol®, nong do trong huyét twong cia
PTX gan nhu khong déng ké ¢ 6 gio va nhanh chdong bi hap thu va thanh thai & gan,
la l4ch va phéi. Tuy nhién, khi PTX dugc bao trong liposome, nong do trong huyét
tuong duoc duy tri dén 24h. Véi liposom dang PEGylated cho thiy nong do huyét
tuong cao hon so véi liposom thong thuong, phi hop véi két qua tir nghién ciru duoc
dong hoc ¢ chudt [67].

Tai Viét Nam, céc cdng trinh nghién ciru tién 1am sang trong qué trinh nghién

ctru dang bao ché chia PTX chu yéu khao sat theo mé hinh tac dong trén dong vat
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mang khéi u. Tran Nhu Nguyén va cong su (2017) dd xay dung mo hinh ung thu gan

bang té bao HepG2 trén chudt Swiss albino va khao sat tac dong khang khéi ung thu

cua ché pham liposom PTX (PTX-Monta) [1]. P4 Thi Hong Twoi va cong su (2017)

tién hanh khao sat tic dung khang ung thu phdi cua thudc tiém liposom PTX trén

chudt nhét tring gay ung thu phdi bang benzopyren. Chuét Swiss albino duc, 20-

25g, cho udng benzopyren (BaP) pha trong dau bip (0,1 mL/10 g, liéu 50

mg/kg, 2 lan/tuan x 4 tuan lién tiép). Nhém sinh 1y udng dau bap. Sau 12 tuan, chuot

udng BaP duoc chia thanh 4 16 lan luot tiém i.v thudc liposom PTX (10mg/kg) va

Anzatax (10mg/kg) (0,2 mL/10g trong 2 phut mdi 3 ngay/lan x 5 1an) pha lodng

trong NaCl 0,9%. Sau liéu cudi 2 tuan, giét chuot, tach lay phoi khao sat mirc do ton

thuong, s6 luong va kich thudc khéi u, phan tich vi thé [2].

Nhdn xét: Tl cac cong trinh nghién ctu tién 1am sang cia thudc tiém chira PTX trén
dong vat thi nghiém sé& lam co so cho viée xay dung quy trinh xac dinh thong sé duoc
dong hoc cua thd, chudt; phan bd sinh hoc ctia PTX trén thod va chudt sau khi tiém
thudc chtra PTX bao ché trong phong thi nghiém. M6 lya chon phé bién 1a gan, than,
phdi, budng trimg. Két qua img dung quy trinh x4c dinh phan bé sinh hoc trén dong
vat thi nghiém cua thude tiém chtra PTX 1a tinh méi cia dé tai ma hién nay chua cé

phong thi nghiém nao trong nudc thuc hién.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Ché pham thir
- Dang dung dich dam dac pha tiém 30mg PTX/ 5mL
- Dang dong kho 24mg PTX/ lo
2.1.2. Thude déi chitng
Bang 2.1. Thong tin thubc ddi chung

Tén thube Ham luong Nha san xuét - S6 16/HD
Dung dich tiém Anzatax® 99,5%  Hospira Australia Pty. Ltd. (Uc)
(PTX 30mg/ 5mL) VN-13010-11

A046840AA HD: 07/2015
Dung dich tiém Stragen®  100,1%  Haupt Pharma Woftratshausen GmbH

(PTX 30mg/ 5mL) (buc) VN1 -423-11
X070 HD: 10/2014

2.1.3. Bong vat thi nghiém
Bang 2.2. Thdng tin vé dong vat thi nghiém

Loai Gidng  Trong lugng Ngudn géc

s . Vién Kiém nghiém Thuéc
Tho trang’ ’ cal 2-2,5 kg TP.HCM
Chuot nhat trang

(Swiss albino) cai/ dyc 20-229g/30-40g Vién Pasteur TP.HCM

2.2, NGUYEN VAT LIEU, THIET BI
2.2.1. Chat chuan déi chiéu
Bang 2.3. Thong tin chuan dbi chiéu

Tén Han(t;;qng S6 16 Nguén géc
Paclitaxel 100,7 - Vién KNT Tp.HCM
99,4 Batch 2 EDQM (Phap)
Diazepam 99,9 QT192 030412 Vién KNT Tp.HCM
Carbamazepin 99,51 QT181 020213 Vién KNT Tp.HCM
Tap lién quan B cua Paclitaxel ~ 100,0 10J243 USP (M¥)

(10-deacetyl-7-epipaclitaxel)
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2.2.2. Nguyén liéu, héa chat, dung moi

Bang 2.4. Hoa chat, dung moi

Tén hda chat Tiéu chuan Hang san xuat/Qudc gia
Paclitaxel USP 35 Trung Quéc

Kolliphor ELP® EP BASF (Drrc)

Polysorbat 80 (Tween 80) PA Merck (btrc)

Ethanol PA Prolabo (Phap)

Acid citric PA Merck (btrc)

Natri clorid 0,9% nha san xuat Mekophar (Viét Nam)

Glucose 5% nha san xuat Mekophar (Viét Nam)

Acetonitril PA J.T Baker (My)
Methanol PA J.T Baker (My)
?l-(f:)e/strszgg@r;ropyhﬁ “Cyb nha san xuét Carbosynth (M5)
Polyetylen glycol 400 PA Merck (Dtrc)
Polyvinyl pyrrolidon K30 (PVP K30) nha san xuat Sigma (My)
D-Manitol (Pearliol®) nha san xuat Sigma (My)
Ammonium acetat PA Merck (Btrc)
Tert-butanol PA Merck (Btrc)
Dimethyl sulfoxid PA Fisher (M¥)
Poloxamer 188 nha san xuat Sigma (My)
Lactose nha san xuat Sigma (My)
Nudc cat Duoc dién Viét Nam  Viét Nam
Diethyl ether PA J.T Baker (M¥)
Kali dihydrophosphat PA Fisher (Anh)
Huyét twong chudt nhat Ly trich tir mau Vién Pasteur TP.HCM
chudt nhat

Huyét tuong tho

Ly trich tor mau tho

Vién Kiém nghiém
Thudc TP.HCM

2.2.3. Noi thuc hién va trang thiét bi

Danh sach noi thuc hién dé tai

- B6 mdn Cong nghiép Dugc - Khoa duoc, Pai hoc Y dugc Tp.H6 Chi Minh
- B6 mén Duoc ly - Khoa Duoc, Pai hoc Y Duogc Tp.H6 Chi Minh

- Khoa Duoc ly - Vién Kiém nghiém Thubc TP.H6 Chi Minh

- Khoa Vi sinh - Vién Kiém nghiém Thudc Tp.H6 Chi Minh
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- Khoa Vat Iy do luong - Vién Kiém nghiém Thubc Tp.H6 Chi Minh

Bang 2.5. Trang thiét bi dung trong bao ché va kiém nghiém

Dung cu Vva trang thiét bi

Hang san xuat / Qudc gia

Hé thdng sac ki long hiéu nang cao LC-20A
May déng kho Delta 2-24 LSC Plus

Can ki thuat

Can phan tich

May do pH

May siéu &m phé té bao

May khuay tir gia nhiét IKA® C-MAG HS7
Bom hut chan khong

Bo loc &p suat giam

Mang loc 0,45 um

Bé siéu am Power Sonic

Bo duoi khi dung moi

May lic 6ng nghiém

May ly tam

Tu lanh -20°C

Tu dong -80°C

Eppendorf 1,5 ml

Ong trang EDTA 1%

Kim tiém 1 ml dau G30 va G23

Shimadzu (Nhat)

Christ (Nhat)

Sartorius (Duc)

Mettler Toledo (Ptrc)
Mettler Toledo (Puc)
QSONICA 125 (M5)
IKA (btc)

BUCHI (Thuy Si)
Alltech (My)

Sartorius (Ptc)
Hwashin (Han Qudc)
MCR (lsrael)

Talboys (My)

Dynamica (Trung Quéc)
Sanyo (Nhat)

Sanyo (Nhat)
Eppendorf (btc)

HTM (Viét Nam)
VINAHANKOOK (Viét Nam)

Ong thuy tinh ly tam c6 ndp 12 ml, becher, pipet, micropipet, binh dinh muc, va céc

dung cu thi nghiém khéc

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

2.3.1. Xay dwng cdng thirc va quy trinh diéu ché thudc tiém chira PTX véi hai

dang bao ché dung dich ddm dic va bt dong kho pha tiém truyén
2.3.1.1. Nghién cuzu bao ché dung dich dam dac chira PTX

a. Khao sat tinh chét 1y hoa ctia ché pham dbi chimg

- Thu thap mau ddi chting, khao sat cac chi tiéu vé cam quan, ham luong (USP 36)
[60] d6 6n dinh it nhat 24 gid sau khi pha lodng trong NaCl 0,9% hoic glucose 5% &

cac nong d6 0,3; 0,6 va 1,2 mg/ mL theo hudng dan sir dung tri liéu.
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- Binh lwgng PTX trong ché pham dung dich dam dic va dung dich sau khi pha lodng
bang HPLC theo quy trinh d4 thim dinh. Lwong PTX duoc tinh theo cong thuc sau:
St M

- COng thic xac dinh ham luong PTX: Mi == x D(f x D

Trong d6: M 1a luong PTX tim thay dua vao két qua phan tich HPLC (mg)

St 1a dién tich dinh trung binh caa mau thir sau 2 lan tiém mau

Sc la dién tich dinh trung binh ciia mau chuan sau 3 1an tiém mau

Mc 1a lugng can caa chat chuan (mg)

Dc 1a 6 pha lodng ciia mau chuan.

Dt 1a d6 pha lodng cia mau thu
b. Xay dyng cong thac va qui trinh bao ché dung dich dam dac chaa PTX
Dua trén cong b thanh phan cua thude ddi chirng[13] [32], khao sat hra chon chét dién
hoat (Tween 80, Kolliphor® ELP), chét 6n dinh (acid citric), dung méi hoa tan (ethanol
khan) dé bao ché dung dich ¢am dic c6 nong d6 PTX 6 mg/ mL (lo 5 mL) dat d6 6n
dinh sau khi pha loang nhu thuéc d6i chtng. Phuong phap bao ché 1a hoa tan don gian.
Hoa tan PTX, chat 6n dinh vao ethanol khan, sau d6 hoa tan tiép chat dién hoat vao.
Pem san pham danh gia cam quan, ham lugng PTX sau khi pha loang trong dung dich
tiém truyén & cac nong do tri liéu twong ung.
* Khao sét ty 1¢ chat dién hoat
- PTX tan trong ethanol khan nén viéc bao ché dung dich dam dic PTX trong ethanol
khan chi 1a hoa tan don gian. Tuy nhién PTX hau nhu khéng tan trong nuéc va dung
dich pha tiém truyén nén can khao sat ty 1& chat dién hoat da dam bao sau khi pha loang
dung dich dam dic chira PTX trong cac dung mdi nay & nong do tri liéu phai dam bao
on dinh it nhat 24 gio.
- Str dung 2 chat dién hoat Ia Tween 80 (T80) va Kolliphore ELP (K), dung méi ethanol
khan (E).
+ Pha ché cac cong thuc vai cac ty & khac nhau thé hién trong Bang 2.6 thu dugc cac

dung dich dam dac
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+ Pha lodng cac dung dich dam dac chura PTX trén vai NaCl 0,9% hoac Glucose 5%
dé c6 ham luong PTX ¢ lidu diéu tri (0,3 - 0,6 - 1,2 mg/ mL), nhan xét cam quan va
xac dinh ham lugng PTX trong dung dich khi mai pha xong va sau khi pha

Bang 2.6. Ty Ié va thanh phan cac cong thic khao sat

TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 Kl K2 K3 K4 K5 K6 K7

Thanh phan

(1:4) (1:3) (1:2) (1:1) (2:1) (3:1) (4:1) (1:4) (1:3) (1:2) (1:1) (2:1) (3:1) (4:1)
PTX (mg) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
T80/Ewsityl¢e 1 1 1 1 1 1 1 O O O O O 0 O

khac nhau vad (ml)

K/Evéitylékhac O O O O O O O 1 1 1 1 1 1 1
nhau vd (ml)

24 gid. Lua chon cong thire ¢ ti 1é Tween 80 hoic Kolliphor trong hdn hop thap nhat
ma dung dich dat d6 6n dinh ham luong sau khi pha loang theo thoi gian.

* Khao sat ndng d6 cua chat 6n dinh (acid citric)

Nham muc dich cai thién d6 6n dinh caa dung dich sau khi pha loang theo thoi gian,
acid citric duoc lya chon lam chat 6n dinh sau khi pha loang cua dung dich ¢am dic.
Tir cac cong thirc thir nghiém dat yéu cau vé tinh 6n dinh sau khi pha loing cia Bang
2.6, tién hanh thém acid citric vao véi néng do 0,01M. Panh gia d6 6n dinh sau khi
pha loang theo thoi gian cua cac dung dich duéi diéu Kién anh sang binh thuong, nhiét
d6 25 °C & cac thoi diém 0, 24, 48 va 72 gio.

* Khao sat do lap lai

Khao sat 1ap lai trén c& 16 150 mL. Pha lodng véi NaCl 0,9% va glucose 5% dé ¢ 3
muc nong d6 0,3 mg/ mL, 0,6 mg/mL va 1,2 mg/ mL. DPanh gia ham lugng PTX tai
c4c thoi diém sau khi pha lodng.

2.3.1.2. Nghién cizu bao ché dang bt dong khé chira PTX

Nguyén tic xay dung cong thic tao dung dich ddm dic chira PTX dat d6 6n dinh sau
khi pha loang trong NaCl 0,9% hoac glucose 5% & cac néng d60,3; 0,6 va 1,2 mg/ mL
theo hudng dan tri liéu. Chon hra cac dung dich dam dic dat yéu cau sau khi pha loang.
Nghién ctru déng khé cac dung dich dam dic dat yéu cau nay bang cach dong kho truc

tiép dung dich dam dic hodc phdi hop thém chét tao khéi bot dong kho. Bot dong kho
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chira PTX dat d6 6n dinh ham luong céc thoi diém sau khi pha loang nhu thudce dbi
chung.
- binh lugng PTX trong ché pham bot dong khé va trong dung dich sau khi pha lodng
bang HPLC theo quy trinh d4 tham dinh.
a. Xay dung cdng thirc va qui trinh bao ché bot dong kho chira PTX
Duya trén mét sé cong trinh nghién ciru vé tac dung cua cac ta duoc dang thude dong
kho va giéi han ndng d6 cac ta duoc trong dung dich tiém truyén [5] [6] [7] [13] [27]
[32] [35] [39] [48], cong thirc dy kién thanh phan 1 lo bot dong khé véi cac ta dugc
khao sat dugc trinh bay trong Bang 2.7.

Bang 2.7. Thanh phan céng thic bot dong kho khao sat

T Thanh phin Ham lwong 1lo  Chirc ning
(mg) ,

1 Paclitaxel 6-9 Duogc chat

2 HP-4-CyD khao sat Tao phtrc bao

3 PVPK30 khao sat On dinh phuc

4 PEG 400 khao sat On dinh, tro tan

5 Tween 80 khao sat On dinh, trg tan

6 Lactose, sorbitol, glucose, leucin, manitol khao sat Tao khoi

7 Dung moi khao sat Hoa tan

* Khao sét ty 18 HP-8-CyD

- HP-8-CyD la ta duoc duoc st dung tao phirc bao, cai thién do tan cua cac duoc chat
kho tan dung cho thudc tiém va thudc nhé mét. PTX rat kém tan trong nuéc, Sy ¢ mit
cua nudc khi pha loang trong cac dung dich tiém truyén lam PTX tua lai, vi vay ding
mét luong nudc téi thiéu (thuan tién cho qua trinh dong khé sau nay) dé hoa tan téi da
HP-B-CyD vdi cac ndng d6 khac nhau va dung dung dich nay cai diéu ché dung dich
dam dic cai thién do tan va do 6n dinh sau khi pha loang caa PTX.

- HP-A-CyD duoc khao sat cai thién d6 tan cia PTX véi cac ndng do 0,1 — 0,4%.

* T4 duoc 6n dinh phirc

- Cong thire duoc lya chon vai ti 16 HP-B-CyD : PTX thich hop s& duoc khao sat do 6n
dinh khi c6 mat Polyvinyl pyrrolidon (PVP K30), tween 80 va Polyethylen glycol 400
(PEG 400) véi cac ty 16 khac nhau trong gigi han cho phép tinh trén thé tich dung dich
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pha lodng (bang NaCl 0,9%) dén nong do PTX 12 0,6 mg/ mL (tham do).

- Dung dich sau khi pha loang dugc ghi nhan thoi gian duy tri d6 trong

Yéu cau dung dich phai trong tai thoi diém quan séat va duy tri it nhat sau 24 gio. Tur
d6 chon khoang nong d thich hop cac ta duoc c6 kha nang 6n dinh phic (duy tri do
trong).

* T4 duoc tao khdi : Lactose, sorbitol, glucose, leucin, manitol véi vai tro 1a ta dugc
tao khéi duoc lua chon thém vao tao thuan loi qua trinh dong kho.

* Dung moi

- Hoa tan PTX lan luot trong 3 dung méi khao sat la ethanol, tert-butanol va DMSO &
nong d6 6 mg/ mL thanh dung dich déng nhat. Hoa tan cac chat tao phtc, chat on dinh
Vi cac ty 18 khac nhau vao nudce trén thé tich wéc tinh 10 mL dung dich NaCl 0,9% s&
sir dung pha lodng dé c6 nong d6 PTX khoang 0,6 mg/ mL. Quan sét kha nang hoa tan
PTX, d6 6n dinh caa dung dich phuc.

- Sau khi d3 khao sat mot s6 yéu té anh huong dén qué trinh dong kho bao gom thoi
gian tién dong, ap suat giai doan lam kho so cap va thir cap. Bao ché 16 dong kho dé
danh gia cam quan san pham sau d6 tiép tuc nang ty Ié cac ta duoc dé dugc ndng d6 9
- 12 mg PTX/ mL (thé tich dung dich pha lodng twong wng 15 - 20 mL).

Yéu cau: Xac dinh khoang thai gian dung dich phire 6n dinh; Khdi bot min, khé.

* Khao sat do lap lai

Khao sét 1ap lai trén c& 16 05 lo/ 16 trén 03 16. Pha lodng véi NaCl 0,9% dén nong do
0,6 mg/ mL. Panh gia hinh thic khéi thudc, pH, ham luong nudc, dung dich hop thanh
va ham luong PTX tai c4c thoi diém 24 gio, 48 gid va 72 gio sau khi pha lodng.

Yéu cau: Pat theo chuyén luan thudc tiém PTX va thudc bot pha tiém caa USP.

b. Lwa chon thé tich bao bi

Véi muc dich bao ché dang ché pham da lidu (tang luong PTX trong méi don vi), sir
dung lo thay tinh dung tich 20 mL véi lugng dung dich trude khi dong kho co thanh
phan ty I¢ cac ta dugc da khao sat tuong ung lwong PTX ting dan (tir 9 mg).
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2.3.1.3. Nang cdap cé 16, xay ding quy trinh va danh gia chdt lirong hai san pham bao
ché dung dich ddm déc va bét dong khé pha tiém truyén chira PTX

a. Nang c& 16, xay dung quy trinh bao ché 2 san pham

Tién hanh nang 16 qui md 50 lo, thuc hién trén 3 16 lién tiép, xay dung qui trinh bao
ché cua 2 san pham.

b. Panh gia chat lugng cua 2 san pham

b1. Hinh thac cam quan:

Dang dung dich dam dac pha tiém chira PTX phai trong

Dang bot dong kho pha tiém chira PTX phai dat cac yéu cau chung caa ché pham dong
kho nhu hinh thac banh thuéc, toc do tan, do trong caa dung dich hoan nguyén.

b2. pH va ham lugng:

- Dung dich 1/10 ¢6 pH nam trong khoang tir 3 - 7

- Dung dich pha lodng trong NaCl hoic glucose ¢ nong do PTX sau 24 gio dat trén
90% so véi ban dau.

Cong thic lya chon duge danh gia ham lugng PTX, xac dinh pH (theo chuyén luan
thudc tiém PTX ciia USP hién hanh) tai thoi diém sau khi pha va theo doi ham luong
trong thoi gian 24, 48 va 72 gio. Muc tiéu ciia danh gia nay dé xac dinh kha ning duy
tri ham Iuwong PTX dap ung tri liéu caa dung dich pha loang.

Tién hanh: Cong thirc lya chon duoc pha lodng tai ndng do 0,6 mg PTX/ mL véi NaCl
0,9%. Dung dich thu duoc duoc loc qua mang 0,45 um. Pinh lugng PTX trong mau
bang phuong phap HPLC tai thoi diém 0 gio, 24 gio, 48 gio va 72 gio sau khi pha
lo&ing theo qui trinh thim dinh.

2.3.2. Xay dung tiéu chuén chat lrgng va danh gia dé 6n dinh caa hai ché pham
nghién cau

2.3.2.1. Xa&y duwng quy trinh dinh lwong PTX va tap lién quan trong ché pham bang
phwong phap HPLC

a. Quy trinh dinh luong PTX trong ché pham bang phwong phap HPLC

a1. Phuong phap HPLC dinh lugng PTX trong ché pham
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Do sy phdi hop thanh phan céc ta duge theo diéu kién phong thi nghiém sé thay dbi so
Vvé6i cdng thirc cong b cua thube ddi chang, dya trén co so quy trinh dinh lwong trong
chuyén luan thudc tiém PTX (USP 36 va BP 2014) [8] [60], du kién quy trinh dinh
lwgng bing HPLC véi diéu kién sic ky khao sat bao gdm lwa chon cot sic ki C18;
Dung méi hoa tan mau; Thé tich tiém mau; Téc dé dong; Budc song phét hién; ty 16
pha dong.

- MAu chuan: Chat chuan d6i chiéu PTX véi dung méi hoa tan mau, pha lodng néu can
dé thu dugc dung dich c6 nong d6 PTX khoang 0,6 mg/ mL.

- Mau thir: Ché pham dugc hoa tan thanh dung dich dam dic voi nudc mudi sinh Iy
dén nong do PTX khoang 1,2 mg/ mL rdi dugc pha lodng 2 lan trong dung méi hoa tan
mau dén nong d6 0,6 mg/ mL.

- MAu placebo: Hon hop ta duge twong (ng trong dung mai hoa tan mau theo ty 1&
giong mau thir.

a2. Tham dinh quy trinh dinh lugng PTX trong ché pham

* Tinh dac hiéu

Tién hanh v&i mau chuan, mau thir va mau placebo.

Yéu cau: Két qua sac ky d6 phan tich mau thir phai ¢6 dinh PTX nhu mau chuan voi
cuing thoi gian luu, sic ky d6 mau placebo phai khong c6 dinh PTX tai thoi gian luu
nhu mau chuan va thi.

* Tinh pht hop hé thong

- Xéc dinh gié tri va do lap lai cua cac thdng sb sac ky cua hé théng khi tién hanh sic
Ky mau chuan va mau thtr véi it nhat 6 1an tiém mau lién tiép. Tinh phi hop hé thdng
duoc khao sét voi céc thong sé sac ky thoi gian luu (tr); dién tich pic (S); hé sé ddi
xang (As); s6 dia 1y thuyét (N).

- Xtr ly thdng ké sb liéu céc gia tri thu duoc.

Yéu cau: Quy trinh dat tinh twong thich hé théng khi céc théng s sic ky trong ca hai
mau chuan (tiém Iap lai 06 1an) va mau thir (tiém lap lai 02 1an) c6 RSD < 2%. * Tinh

tuyén tinh
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- Chuan bj day dung dich chuin: PTX dugc hoa tan trong dung méi hoa tan miu dé
duoc diy nong do khoang tir 100 pg/mL dén 1400 pg/mL.

- Tién hanh sic ky 2 1an cho méi mau. Ghi lai sic ky d6 va gia tri dién tich pic.

+ Xac dinh su trong quan giita ndng do va dién tich pic cua cac dung dich.

+ V& duong biéu dién su trong quan giita ndng do va dién tich pic.

+ Str dung “phan tich hdi quy” véi tric nghiém t dé kiém tra y nghia ctia cac hé sb va
trac nghiém t, F dé kiém tra tinh thich hop ctia phwong trinh héi quy.

* Po chinh xac

Tién hanh phan tich 06 dung dich mau thir da duoc md ta trong muc a.

Yéu cau: phuong phap dinh luong dat do chinh xéac khi tinh gia tri thong ké ham
lwgng hoat chat dugc xac dinh trén 6 mau c6 RSD < 2%.

* P dung

- Tién hanh thém mot lugng chat chuan vao mau placebo. Lugng chat chuan thém
vao tuong duong véi 80 %, 100 %, 120 % cua ham luong hoat chat trong mau thu.

- Ty 18 phuc hdi (%): Y = ( X/ ) x 100%

Trong d6: Y 1a ty & phuc héi, p 1a lwong ly thuyét va X 1a lugng tim thiy

Yéu cau: Phuong phap dinh luong dat d6 dung khi ty 18 phuc hoi thyc nghiém nam
trong giéi han cho phép 98 — 102 % so v&i luong ly thuyét.

b. Quy trinh dinh lugng tap lién quan trong ché pham bang HPLC

b1. Phuong phép dinh lugng tap lién quan cua PTX trong ché pham

Dua trén co sé quy trinh dinh luong tap trong chuyén luan thubc tiém PTX (USP 36
va BP 2014), du kién vai diéu kién sic ky khao sat bao gdm lua chon cot sac ki; Dung
mdi hoa tan mau; Thé tich tiém mau; Toc d6 dong; Budc séng phat hién: ty 1& pha
dong va chuong trinh dung moi.

- Cot sic ki: C18, khao sat nhiét do cot

- Dung mdi hoa tan mau: Acetonitril.

- Thé tich tiém mau: 10 - 40uL

- Téc @6 dong: 1,0 - 1,5 mL/pht

- Bau do PDA va bugc séng phat hién 227 nm - 230 nm.
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- Pha dong: hon hop nudéc : acetronitril, rira giai theo chuong trinh
- Chuan bi mau:
Mau chuan: Hoa tan mét luong chuan ddi chiéu PTX va 10-deacetyl-7-epipaclitaxel
(tap 10-DAP) trong acetonitril dé thu dwoc dung dich chuan c6 néng do PTX 1a 1,2
mg/ mL va tap 10-DAP 13 0,006 mg/ mL.
Mau thir: Ché pham duoc hoa tan hoan toan trong nudc mudi sinh 1y dén nong d6 PTX
khoang 1,2 mg/ mL.
Ham lugng tap duoc tinh todn theo cong thirc: 100 x (Cs/Cu) X (Si/Ss)
Trong d6: Cs 1a ndng do (mg/ mL) caa tap chuan B trong dung dich chuan;
Cu la nong @6 (mg/ mL) caa PTX trong dung dich thir,
Si la dién tich dinh cua tap phan hay trong dung dich thu,
Ss la dién tich dinh cua tap chuan 10-DAP trong dung dich chuan.
Yéu cau: Gigi han céc tap theo USP 36; khong duoc co tap chat nao khac cd ham
luong vuot qua 0,1 % va tong ham lugng cac tap khong duoc qué 2,0 %. [7]
b2. Tham dinh quy trinh dinh luong tap trong ché pham chira PTX
Theo quy dinh USP 36 [60], dbi v&i quy trinh dinh lwong tap ngoai cac thdng sé can
tham dinh tinh dac hiéu, tinh phi hop hé thong, can tham dinh thém giéi han phét
hién (LOD) va gigi han dinh lugng (LOQ) va d6 chinh xéc tai LOD.
- Gi61 han phat hién (LOD)
+ Tién hanh do tin hiéu thu duoc tir mau trang va mau chuan nong do biét trudc.
+ Tin hiéu thu dugc tr mau tring 1a N, tin hiéu thu duoc tir mau chuan 1a S.
LOD la néng d6 thap nhat caa chat can thir con phét hién dugc bang quy trinh phan
tich dang duoc tham dinh twong wng vai tin hiéu cua mau chuan gap 2-3 lan tin hiéu
mAu trang.
- Gidi han dinh luong (LOQ) dugc tinh bang céach suy ra tir gigi han phét hién (LOD)
theo cong thuc: LOQ = 13—0 x LOD

2.3.2.2. Xay dung tiéu chudn chdt lwong san pham bao ché
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- Tiéu chuan chat lvgng dung dich dam dic tiém truyén chira PTX dugc &p dung theo
chuyén luan riéng duoc dién USP hién hanh va diéu chinh théng sé cua diéu kién dinh
lwong theo thuc té.

- Tiéu chuan chat luong cua dang ché pham bot dong kho duoc xay dung dua theo
chuyén luan thudc tiém truyén dang bot caa DDVN V, chuyén luan dung dich tiém
truyén chira PTX cua USP hién hanh va két qua khao sét thyuc té chi tiéu tinh chat, pH,
dinh tinh, ham luong nude, d6 trong, gidi han tiéu phan, 46 dong déu khéi luong, dinh
luong, tap chat.

2.3.2.3. Khdo sdt d6 on dinh cua 2 ché phdm bao ché

- Tur diéu kién bao quan cua cac dang bao ché tuong tu, san pham bao ché dung dich
dam dic va bot dong kho pha tiém truyén chira PTX du kién duoc bao quan theo diéu
kién trinh bay trong Bang 2.8.

Bang 2.8. Biéu kién bao quan miu, danh gia d6 on dinh va thoi diém lay mau

San pham bao ché  Dung dich dam dic (< 30 °C) Bot dong kho (2 - 8 °C)

biéu kién dai han 30°C +2°C/ 75% + 5% RH 5°C +3°C

Thoi diém lay mau  0; 3; 6; 12; 18 va 24 thang 0: 3; 6; 12; 18 va 24 thang
Diéu kién 130 hoa 40 °C + 2 °C/ 75% * 5% RH 25 °C + 2 °C/ 60% + 5% RH
Thoi diém lay mau  0; 3; 6 thang 0; 3; 6 thang

- Panh gia do 6n dinh cua ché pham véi cac chi tiéu: Cam quan, pH, ham lwong, tap
lién quan (trong cac giai doan), ndi doc td va do vo khuan (giai doan dau va cudi) dé
dam bao chit luong cua ché pham trong sudt qué trinh nghién ctu thir nghiém tién 1am
sang va danh gia d6 on dinh caa quy trinh bao ché.

- S6 lwong mau thi tdi thiéu tir 03 lo tai mdi thoi diém.

2.3.3. Nghién ctu thdng sé dwge ddng hoc va danh gia phan bo sinh hoc trong mét
s6 mo caa hai ché pham bao ché chira PTX so véi ché pham déi chirng

2.3.3.1. Xdc dinh déc tinh cap cua 2 ché pham

Poc tinh cap LDso dugc xac dinh dyua vao phuong phap Karber va Behrens.

Thir nghiém duoc tién hanh theo cac budc sau:
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- Tham do liéu cao nhat khong gay doc (LDo) va liéu thap nhat gay doc (LD1oo) 100%
chuét thi nghiém: Thir trén 60 chuét, chia thanh 15 nhém, mdi nhém 04 chuét, diéu
kién tiém tinh mach 1a 0,1 mL/20 g chuét, liéu tiém thay doi theo nhém 13 6, 9, 12, 15,
18, 24, 30, 36, 42, 45, 48, 51, 54, 57, 60 mg/ kg .

- Xéc dinh LDso: Tir két qua liéu tham do, thi tiép trén 64 con chuot, chia ngau nhién
chuét thi nghiém thanh 8 nhém mdi nhom 08 con, diéu kién tiém tinh mach 13 0,1 mL/
20 g chudt, liéu tiém thay ddi theo nhom 1a 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54 mg/ kg. Theo
ddi hoat dong cuaa chudt thi nghiém sau khi dung thudc, ghi lai nhitng biéu hién ngod
doc va mae do nghiém trong, su xuat hién doc tinh, tién trién dan téi phuc hoi hoic
chét trong thoi gian theo dbi 1a 72 gio. Tinh két qua LDso theo phuong phap Karber va
Behrens.

2.3.3.2. Xay dung quy trinh dinh lwong PTX trong huyét twong va md cua thé va chugt
thur nghiém

a. Quy trinh chiét duoc chat PTX tir mau huyét twong, mé cua tho va chuét thir nghiém
a1. Chiét mau

- Lya chon phuong phép chiét. Khao sat dung mai chiét, thdng sé qué trinh ly tam tach
dich chiét, nhiét do bay hoi dung moéi tao cin va lya chon dung méi hoa tan mau.

- Dung dich d6ng nhat mau sir dung NaCl 0,9 %.

- Dung mai chiét PTX tir mau: Acetonitril hozc ethyl ether

- Nhiét 6 bay hoi tao can tir 30 °C tro 1én.

as. Mau huyét twong

- Thudc thir nghiém: Tir ché pham bao ché va thude d6i chimg PTX ham luong 6 mg/
mL, pha lodng véi dung dich NaCl 0,9% dé c6 dung dich PTX 1 mg/ mL - 2 mg/ mL.
- Tr c4c cong trinh nghién ctru da cong bd [26], [36], [37], [38], [39], [40] va két qua
thir doc tinh cap, xac dinh lidu tiém tham do trén dong vat thi nghiém va thoi diém lay
mau sau khi tiém ¢ Bang 2.9.

- Lya chon mau chuan bao gém chuan PTX (AS) va noi chuan (IS) tir cac cong trinh
d3 cong bd [10], [40].

- Mau placebo 1a mau huyét tuong khong co AS, IS.
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Bang 2.9. Liéu tiém va thoi diém ldy mau dong vat thi nghiém
Pong vat Liéu tiém thaim do Thoi diém lay mau sau khi titm  Thé tich méu lay

thi nghiém (mg/ kg) (phut) cho mdi mau
Tho 3-6 5-10-15-20-30-60-120-240-360  Tdi thicu 1,2 mL
Chuot 6-12-24 5-10-15-30-60-120-180-360 T thicu 0,8 mL

- Mau ther: Mau mau lay 6 tai (tho) va truc tiép tir tim (chudt) sau khi tiém PTX

dugc chuyén vao ong trang sin EDTA 1%. Mau sau khi chéng dong tién hanh ly tam
tach huyét tuong va bao quan ¢ - 80 °C.

- Mau thir ty tao: Mau huyét twong co AS, IS

as. Mau mo

- Tir ché pham tha nghiém va thube d6i chitng PTX ham luong 6mg/mL, pha lodng
véi dung dich NaCl 0,9% dé ¢é dung dich PTX 1 mg/ mL (tho), 0,6 mg/ mL (chuét)
thir nghiém tiém cho dong vat thi nghiém.

- Tir cac cong trinh di cong bd [20], [25], [38], [39], [40], [68] mau mé gan, than, phoi
s& duoc lya chon khao sat sau khi tiém ché pham va thudc d6i ching.

- Tir két qua xac dinh liéu tham do trén dong vat thi nghiém vai tin hiéu tuong wung trén
sic ky do phan tich, thoi diém 1dy miu mé sau khi tiém nhu Bang 2.10.

Bang 2.10. Liéu tiém va thoi diém lay mau mé dong vat thi nghiém

DPong vat thi nghiém  Liéu tiém (mg/ kg) Thoi diém lay mé sau khi tiém
Tho 6 05-2-4-8gio
Chuot 12 0,5-1,0-2,0-4,0-6,0-8,0qgi0

- Lya chon mau chuan bao gém chuan PTX (AS) va noi chuan (IS) tir cac cong trinh
da cong bd va khao sat. Nong do PTX (AS) va IS trong mau chuan goc 500 pg/ mL
methanol.

- Mau tring: Dich dong nhat cac mé dong vat khong tiém thudc, khdng them AS & 1S
va duoc chiét theo quy trinh.

- Mau thir ty tao: mau tring duoc thém chuan (AS) va noi chuan (1S)

- MAu thir: Mau mé sau khi lay duoc ria bang dung dich NaCl 0,9 %, tham gidy loc
dé loai bo dich thira, can khéi luong, thém dung dich NaCl 0,9 % theo ty 18 1mL : 1g
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(md tho); 5mL : 1g (M6 chudt), ddng nhat mau. Dich dong nhat dugc bao quan lanh -
20 °C dén khi dwa vao chiét.

b. Xay dung quy trinh dinh lrgng PTX trong huyét tuong va trong md cua tho va chuét
thir nghiém

b1. Phuong phap dinh lwong PTX trong huyét twong cia th va chudt thir nghiém

Tir céc cdng trinh nghién ctru da cong bé [6], [10], [26], [40] va két qua khao sat, du
kién diéu kién sic ky nhu sau:

- Cot: C18

- Pha dong: Bém phosphat 0,02 M pH 5,0 - methanol - acetonitril véi ty 1€ phu hop

- Toc do dong: 1 - 1,5 mL/ phut.

- Pau do PDA: budc song 227 - 230 nm.

- Thé tich tiém mau: 10 - 40 pL

- Nhiét do budng chira mau: 15 - 30 °C.

- Nhiét 6 budng cot sic ki: 15 - 30 °C

bz. Tham dinh quy trinh dinh luong PTX trong huyét twong cua thé va chudt thi
nghiém [15], [16]

* Tinh dac hiéu

- Chuan bi mau pacebo, huyét trong chira PTX, huyét twong chura 1S va huyét twong
chaa dong thoi PTX va IS.

- Chiét va xt ly theo quy trinh.

- Tiém dich chiét tir mau placebo, mau huyét twong chira PTX, IS va cac mau thir ty
tao. Xac dinh tin hiéu trén sic ky d6 cua dich chiét sinh hoc tai thoi gian luu (tr) cua
AS, IS.

Yéu cau: Trén sic ky d6 caa mau placebo khdng xuat hién pic tai thoi diém twong ing
thoi gian luu ctia AS va IS trén céc sic ky d6. Hai pic AS va IS trén cuing 01 sic ky d6
cO su tach ro rét.

* Tinh phu hop cua hé théng

- Mau thir tu tao c6 AS va IS

- Xt Iy mau theo quy trinh. Tiém lap lai 6 lan.
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Y&u cau: gi4 tri RSD cua dién tich dinh va thoi gian luu caa AS (PTX) va IS khéng
vuot qua 2%, dé phan giai Rs 16n hon 2.

* Xay dung duong chuan

- Chuan bi miu placebo: 1a mau huyét twong khong thém AS, IS.

- Chuan bi mau chuin va mau thir tu tao ¢ cac ndng do tuong tng

- Chiét va xir Iy cac mau thi ty tao theo quy trinh. Xay dung dudng biéu dién ndng do
theo ti 1€ dién tich AS va dién tich IS.

Yéu cau: Do léch tai LLOQ khong quéa 20 % so véi nong do ly thuyét va khong qua 15
% & cac nong d6 khac. Gia tri binh phuong cua hé sb twong quan (R?) cua duong chuan
khong duoc thap hon 0,98 [19].

* Xac dinh gi6i han dinh Iuvgng dudi (LLOQ)

- Phan tich mau placebo, mau chuan va mau thir tu tao & ndng do thap nhat trong day
tuyén tinh. Xac dinh dién tich dinh cua mau chuan va mau thir tu tao. Tinh ndng do
PTX trong mau huyét twong, tir d6 xac dinh d6 dang bang cach so sénh véi gié tri thuc
co trong mau.

Y&u cau: Dién tich dinh PTX mau thir tu tao it nhat gap 5 1an so véi mau phan tich; do
dung, d6 chinh xac trong gidi han + 20 % gia tri ban dau [17], [19].

* Do dung, d6 chinh xac

Do duing, dé chinh xac trong ngay va lién ngay

- Pha mau thir tu tao PTX & trong huyét tuong t6i thiéu 3 khoang nong do.

- Chuan bi 6 mau cho mdi nong do. Chiét va xir ly cac mau theo quy trinh.

- Thuc hién lai phép phan tich d6 dung va d6 chinh xac di néu phia trén thém 3 1an nira
vao 2 ngay khéac nhau.

- So sanh SD (%) két qua thu dugc cua ngay 2 va 3 véi két qua cia ngay dau.

Yéu cau: SD cua cac mau & nong do cao khong vuot qua 15 %, riéng tai LLOQ khéng
vuot qua 20 %. Ty I¢é thu hdi nam trong khoang 85-115 %, véi LLOQ trong khoang 80
— 120 % [18], [19].

* Hiéu suat chiét
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- Chuan bi mau chuan va mau thtr ty tao trong huyét trong & tbi thiéu 4 ndng d6. Mau
thir tu tao ¢6 t6i thieu 3 mau mdi nong do.

- Chiét va xtr ly mau theo quy trinh. Hiéu suat chiét (%) caa AS va IS tinh bang ti sé cua
dién tich do dugc & cac mau thir tu tao so véi dién tich do & mau chuan.

Yéu cau: SD giita cAc mau thtr ciing ndng d6 khong vuot qua 15 %, gitta 03 nong do
khac LLOQ khong vuot qua 10 % [18], [19].

* Po 6n dinh cua dung dich chuan

D6 6n dinh dai han ¢ -20 °C cua dung dich chudn goc PTX 500 pg/ mL

- Dung dung dich chuan gc PTX 500 pg/ mL pha lodng thanh dung dich chuan PTX
100 pg/ mL nhu quy trinh. Tir dung dich nay pha mau chuan PTX 10 pg/ mL nhu quy
trinh dé tién hanh dinh lugng. Chuan gdc bao quan trong ta lanh -20 °C.

- Sau 60 ngay, tién hanh pha lai dung dich chuan PTX 100 pg/ mL méi tir chuan gbc
da ra dong. Tur dung dich chuan PTX 100 pg/ mL vira pha, pha 6 mau chuan PTX 10
Hg/ mL nhu quy trinh dé tién hanh dinh luong.

Yéu cau: chénh léch giita ndng do PTX cta cac mau chuan sau 60 ngay va mau chuan
ban dau trude khi bao quan chuan gc khong vuot qua 10 % [18], [19].

D¢ 6n dinh ngan han & nhiét dg phong cia mau chuan PTX 100 pg/ mL

- Chuan bi mau chuan PTX 10 pg/ mL tir dung dich chuan géc PTX 100 pg/ mL va
tién hanh sac ki. Dung dich chuan PTX 100 pg/ mL dé ¢ nhiét d6 phong trong 24 gio.
Str dung dung dich chuan nay tién hanh pha 6 mau chuan PTX 10 pg/ mL.

Yéu cau: O hai mic ndng do6 LQC va HQC chénh léch ndng d6 tim lai so vai nong do
ly thuyét khdng qua 15 % [18], [19].

* P 6n dinh cua hoat chat trong mau phan tich

D6 6n dinh sau 24 gio ¢ nhiét @6 phong cia mdu phan tich

- Chuan bj 7 mau thtr tu tao PTX 10 pg/ mL, 1 mau phan tich ngay, 6 mau con lai dé
& nhiét ¢ phong trong 24 gio roi tién hanh theo quy trinh xt ly mau va phan tich

- Mau 6n dinh khi két qua phan tich twong ty nhau. Néu khong dat tham dinh lai trong
khoang thoi gian ngén hon nhu 12 gid, 6 gid. Bé tri quy trinh xir i mau nhanh

hon va gii han s mau xa i mdi dot phd hop véi thoi gian mau 6n dinh.
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Yéu cau: chénh léch ndng do 6 mau sau thai gian bao quan so véi mau ban dau khong
vuot qua 15 % [18], [19].

D¢ 6n dinh sau 24 gio trong busng tiém mau tu dong (autosampler) tai 15 °C

- Xt Iy 7 mau thir ty tao PTX 10 pg/ mL dua vao phan tich. Mot mau phan tich ngay,
6 mau phan tich sau 24 gio bao quan trong autosampler & 15 °C.

- Mau 6n dinh khi két qua phén tich tuong tu nhau. Néu khong dat phai thAm dinh

lai & thoi gian 12 gio rdi 6 gio. B6 tri lwgng mau va sb 1an tiém mau pha hop trong thoi
gian mau phan tich on dinh trong khay autosampler.

Yéu cau: chénh léch ndng do 6 mau sau thoi gian bao quan so voi mau ban dau khéng
vuot qué 15 % [18], [19].

* P 6n dinh ¢ diéu kién dong lanh ri ra dong

- Chuan bi 7 mau thir tu tao PTX 10 pg/ mL, 1 mau xir li phan tich ngay, 6 mau con
lai tién hanh 3 chu ki cip dong rdi rd dong (cap dong o nhiét do -76 °C trong 24 h, sau
d6 dé yén & nhiét do phong dén khi ra dong hoan toan 1a két thic 1 chu ki). Tién hanh
xr ly 6 mau sau 3 chu trinh cap dong va ra dong roi phan tich ngay.

Yéu cau: do léch nong do ban dau va sau 3 chu ky khong vuot qué 15 % [18], [19].
bs. Tinh két qua

- Nong d6 PTX (ug/ mL) trong mau thir duoc xac dinh bang phuong phap chuan noi
(1S). Tir ti s6 dién tich dinh AS/ IS thu duoc tir sic ky do mau thir va dua vao phuong
trinh hoi qui tuyén tinh caa duong chuan biéu thi mbi twong quan giita nong do AS véi
ti s6 dién tich dinh AS/ IS ciia mau chuan, tinh duoc néng do AS ciia mau thir.

- MAu kiém soét (QC) str dung mau chuan & 03 mic nong do (LOQ, MQC va HQC)
duoc tiém xen k& vao giira va cudi mdi quy trinh phan tich. Mau QC phai dat nong do
<+ 15 % s0 vdi ndng do ly thuyét.

c. Xay dung quy trinh dinh lwong PTX trong mé cua tho va chudt thir nghiém bang
phuong phap HPLC

1. Phuong phap dinh lugng PTX trong mo cua tho va chudt thir nghiém

Tir cac cong trinh nghién ciru da cong bd [10] [20] [26] va két qua khao séat, du kién

diéu kién sic ky nhu sau:
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- Cot: C18

- Pha dong:

+ Tho: Bém phosphat 0,02 M pH 5,0 - methanol - acetonitril véi ty 1€ phu hop

+ Chuét: Bém phosphat 0,02 M pH 5,0 - acetonitril véi ty 1€ phu hop

- Téc do dong: 1 - 1,5 mL/ phit.

- Bau do PDA: budc song 227 - 230 nm.

- Thé tich tiém mau: 10 - 40 pL

- Nhiét do budng chira mau: 15 - 30 °C.

- Nhiét d6 budng cot sic ki: 15 - 30 °C

C2. Tham dinh quy trinh dinh lwong PTX trong mé cua thé va chudt thir nghiém

* C4c thong s6 tham dinh bao gom

- Tinh dac hiéu

- Tinh phu hop cua hé théng

- Xay dung dudng chuan

- Xac dinh giéi han dinh Iuvgng dudi (LLOQ)

- b6 dung, d6 chinh xac trong ngay, lién ngay

- D6 6n dinh caa hoat chat trong mau phan tich

* Tién hanh chuan bi cAc miu twong tu muc az. Yéu cau vé théng sé tham dinh theo
EMA va FDA [15], [16].

2.3.3.3 Tinh két qud

a. Xac dinh ti trong thd cua dich mo

Thuc nghiém tién hanh trén 10 mau mé sinh thiét (chinh xac khoang 1,000g/ mau) tr
m6 gan, than, phéi ciia 03 ¢4 thé. Can lwong mau sau khi dong nhat hoa voi NaCl 0,9%
va xac dinh thé tich dich mé thu dugc.

Ti trong tho cua dich mé theo thuc nghiém dugc tinh theo cong thic:

Khéi luong dich mé (g)

Thé tich dich mé (mL)

da =
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Ti trong dung dich NaCl 0,9% cung diéu kién:

Khéi lwong dung dich (g)
Thé tich dung dich (mL)

d0:

b. Xéc dinh ndng d6 PTX trong md

- Nong d6 PTX (pg/mL) (AS) trong dung mdi hoa tan dugc xac dinh bang phuong
phap dung chuan ndi (1S). Tir ti sé dién tich dinh AS/ IS thu duoc tir sic ky do cia mau
thir va dua vao phuong trinh hoi qui tuyén tinh cua duong chuan biéu thi mdi twong
quan giita nong do AS vai ti s6 dién tich dinh AS/ IS cia mau chuan tinh duoc nong
do PTX trong mau thr.

- Dich dong nhét cac mo sau khi dugc dinh lugng s& c6 don vi 1a ug PTX/ mL dich
mo. Dé dua vé don vi c6 y nghia cho sy phan bé thudc trong mé, mau duoc quy vé
don vi pg PTX/ g mé [36] [65]. Cong thirc quy ddi nhu sau:

Nong d6 PTX trong dich md (ug/mL)x(1 + 5. do)
da

Nong d6 PTX trong dich md (ug/mL) x (1 + do)
da

Nong d6 PTX trong md chuot

Nong do PTX trong md tho

¢. Xac dinh cac thdng s duoc dong hoc

- Két qua dinh luong nong do thude trong dan sé (huyét twong va mo) duoc trinh bay
dudi dang khoang udc luong chinh xéac cho 95% dan s6: Trung binh + SD.

- Dua trén phuong phap nghién ctru da xay dung, dong vat dugc tiém tinh mach nhanh
mot liéu duy nhat nén xem ndéng d6 dinh dat duoc trong mau 1a ngay sau khi tiém
thudc: tmax—> 0 V& Cmax — Co.

- So sanh céc thdng s giita hai ché pham

Cmax VA tmax : D& x4c dinh céc tri s6 nay 14 dira vao dudng biéu dién duoc dong hoc
ndng do thudc theo thoi gian.

Dién tich duoi dwong cong trong khodang 0 toi t (AUCo-):

t—1
AUC, ., = Z (C + Ci+1)2>< (tiyr — t)
i=0
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Dién tich duoi duwong cong trong khoang 0 téi co (AUCo-sw):

X (tiy1 — ;) + Ce
2 k

t-1
C; + C;
AUC,_,, = AUC,_ + AUC,_,, = Z (€ + i)
i=0

t 12 thoi diém theo di cudi cung ctua phuong phap nghién ctu.

Ci, Ci+1, Ctndng @6 PTX tai thoi diém lay mau i, i+1, t (gio);

k 1a hang sé thai trir (@6 dbc cua duong biéu dién log ndng d6 PTX theo thoi gian)

- S6 lidu duoc xt Ii bang phan mém Excel 2013; xac dinh bang phwong phap tric
nghiém t, khoang tin cay p = 0,05.

Néu ty s6 cua cac gia tri trung binh AUC,_,.,, Cmax giita thudc nghién ctiu va thude doi
chang nam trong khoang 80 - 120% hoic 80 - 125% (phan tich s6 liéu chuyén dang

In) két luan 2 thudc twong tu duoc dong hoc trén dong vat thi nghiém.
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CHUONG 3. KET QUA

3.1. XAY DUNG CONG THUC VA QUY TRINH PIEU CHE THUOC TIEM
CHUA PTX VOl HAI DANG BAO CHE DUNG DICH PAM PAC VA BOT
PONG KHO PHA TIEM TRUYEN
3.1.1. Nghién ctu bao ché dung dich dam dic chita PTX
3.1.1.1. Khdo sét tinh chdt Iy hoa cuia ché pham dai chiing
Ché pham Stragen® duoc dong lo thuy tinh kin (6 mg PTX/ mL - 5 mL). Két qua
tinh 6n dinh theo thdi gian cua Stragen® sau khi pha loang trong NaCl 0,9% hoic
glucose 5% theo nong do chi dinh 0,3; 0,6 va 1,2 mg PTX/ mL bao quan & diéu kién
nhiét do 2 - 8 °C duoc trinh bay trong Bang 3.1.

Bang 3.1. Két qua dinh luong PTX (%) cac dung dich (S) sau khi pha lodng tur

Stragen® trong dung dich NaCl 0,9% va glucose 5%

Mau pha Ham lwong PTX (%) Mau pha Ham lwong PTX (%)

trong NaCl . . . .. trong glucose . . . .
0.9% 0gior 24 gio 48 gio 72 Qi 504 0gior 24 gio 48 gio 72 gior

S1 97,53 95,70 95,66 95,61 Sa 99,28 98,73 98,43 98,17
Sz 100,10 99,07 98,24 97,40 Ss 100,67 94,57 92,14 90,30
Ss 99,28 98,88 98,15 97,43 Se 98,77 96,47 96,54 94,90

S15,S3: Nong d¢ 1,2 - 0,6 - 0,3mg PTX / mL trong NaCl 0,9%
S4 S5 Se: Nong do 1,2 - 0,6 - 0,3mg PTX / mL trong glucose 5%

Nhan xét: Ché pham dat chi tiéu theo USP 36 vé ham lugng (90 - 110%), do on
dinh caa dung dich pha lodng & néng d6 theo chi dinh 6n dinh dén 72 gio (ham
lugng van dat > 90%).

3.1.1.2. Xay dung cdng thize va qui trinh bao ché dung dich ddm déac chira PTX

Két qua khao sat thanh phan cong thirc véi ty 16 st dung 2 chat dién hoat Tween 80
(T80) va Kolliphore ELP (K) trong ethanol khan va chi tiéu vé& cam quan, ham
lugng PTX sau khi pha lodng trong NaCl 0,9% hoic glucose 5% theo ndng d6 chi
dinh (0,6 mg/ mL) duoc trinh bay trong Bang 3.2 va Bang 3.3.
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Bang 3.2. Két qua cam quan va ham lugng PTX (%) cac dung dich sau khi pha
lodng 10 lan tir dung dich dam dic trong NaCl 0,9 %

Ty Ié thanh phan chat dién hoat trong dung moi

Céng Thoi diém sau

, N T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
thaec  phaloéng

(1:4) (1:3) (1:2) (1:1) (2:1) (3:1) (4:1)

+ + + +

Teoe 091 ] T T (92,73) (98,93) (99,14) (95,70)
24 ity i ] y y ¥
(68,01) (97,21) (93,15) (91,96)

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7

(1:4) (1:3) (1:2) (1:1) (2:1) (3:1) (4:1)

K/E Ogl(‘)’ i + + + + +
(88,60) (98,64) (95,34) (97,84) (97,70)

24 gid - + + + +
glo (60,33) (93,89) (94,64) (95,41) (96,34)

(-): dung dich tia duc (+): dung dich trong (%£): dung dich duc mo

Bang 3.3. Két qua cam quan va ham luong PTX (%) cac dung dich sau khi pha

lo&ng 10 lan tir dung dich dam dic trong glucose 5 %

. Ty 1é thanh phan chét dién hoat trong dung méi
Cbéng Thoi diem sau yle pha ar e 2 g g

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

thic —phalodng 1. 13 @20 @) @1 G1) @1

0 gidr N + + +
T80/E (103,82) (100,82) (93,98) (95,87)
. - + + +
2o - (86,12) (97,70) (93,71) (94,12)
KI K2 K3 K4 K5 K6 K7
(1:4) (1:3) (1:2) (1:1) (2:1) (3:1) (4:1)
K/E id * + + + +
0o (90,01) (99,17) (93,85) (102,49) (95,63)
. - + + + +
24 gio

(83,57) (94,69) (92,74) (98,40) (94,52)

Nhdén xét: Khi dung T80/ E cho cac cong thac T5, T6 va T7 vai cac ti I¢é tuong (ng
(2:1) (3:1) (4:1) va K/ E cho cac cong thuc K4, K5, K6 va K7 véi cac ti 1€ tuong
ung (1:1) (2:1) (3:1) (4:1), cac dung dich dam dac tur cac cong thuc nay khi duoc

pha lodng 10 lan (ndng d6 0,6 mg/ mL — dung dé sang loc) véi dung méi pha tiém
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truyén NaCl 0,9 % va glucose 5 % déu dat dugc sy 6n dinh trong vong 24 gio vé
cam quan va ham lugng trong gigi han cho phép (> 90 %). O cac ty ¢ khac, cac
dung dich déu bi tua. Cu thé véi cac cong thie T1, T2 T3 va K1, K2 dung dich bj
tua trong vong 30 - 60 phdat sau khi pha lodng. T4 sau 24 gio dung dich bi taa va
khong dat gii han cho phép. Tuong tu, K3 khi pha lodng véi glucose 5% thi 6n
dinh khoang 3 gio, sau do ciling bi taa. Hai cong thuc T5 (T80/ E (2:1)) va K4 (K/ E
(1:1)) duoc lya chon dé tiép tuc khao sat véi sy anh hudng caa nong d6 acid citric
(0,01M) 1én d6 6n dinh ctia san pham sau khi pha loang.

Két qua khao sat anh huong cua acid citric véi ndng do 0,01 M (+AC) dén do 6n
dinh caa cac dung dich sau khi pha loang ¢ cac nong d6 huéng dan tri liéu (0,3; 0,6
va 1,2 mg/ mL) tir 2 cdng thirc khao sat vé cam quan va ham lugng PTX (%) theo
thoi gian duoc thé hién ¢ Bang 3.4 - 3.5.

Bang 3.4. Két qua khao sat anh huong cua acid citric dén cam quan va ham luong

PTX (%) céc dung dich sau khi pha lodng & cac ndng d6 tri liéu trong NaCl 0,9%

n , Dung dich Ham lwong PTX (%)
Cong thac . — — — —
pha loang 0 gior 24 gio 48 gior 72 gior
K4, 97,31 93,27 62,390 56,220)
K4 K4, 100,58 95,59 91,60 71,43®
K4s 98,29 93,57 82,80®) 75,37W
K4:+AC 96,11 95,05 90,67® 82,43®
K4 + AC K4,+AC 99,48 98,25 94,52 93,46
K4;3+AC 99,75 98,78 95,61 92,14
T5 T5: 96,73 94,07 94,01 93,93
T52 98,33 96,36 94,58 94,37
T53 101,89 99,26 95,76 93,60
T5:+AC 96,98 94,26 93,94 93,62"
T5+ AC T5,+AC 98,32 97,66 96,76 95,85"
T53+AC 101,89 99,26 96,98 94,69
(-): dung dich tiia duc (%): dung dich duc mo (*): dung dich tua li ti mau trang

1-2-3: Nong dg lan lwot tirong ing 1,2 - 0,6 - 0,3 mg PTX /mL +AC: acid citric 0,01M
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Bang 3.5. Két qua khao sat anh huong cua acid citric dén cam quan va ham luong

PTX (%) cac dung dich sau khi pha lodng ¢ cac ndng do tri liéu trong glucose 5%

A , Dung dich Ham lwong PTX (%)
Cong thuc - — — — —
pha loang 0 gior 24 gio 48 gio 72 gio
K4, 98,53 97,26 83,52® 63,250
K4 K4, 100,00 92,94 85,78® 76,87®
K4; 97,11 96,60 91,06 86,73®
K41+AC 101,03 95,08 93,56 86,09®
K4 + AC K4,+AC 98,05 97,63 94,63 90,68
K43+AC 101,64 98,60 96,37 93,04
T51 103,10 99,43 92,93 92,25
T5 T52 96,02 95,58 95,05 92,37
T5s3 103,47 97,52 97,26 93,62
T5:+AC 98,10 97,16 95,02 92,88
T5+AC T5,+AC 98,90 98,30 97,82 97,71
T53+AC 101,82 100,02 98,22 95,83
(-): dung dich tia duc (%): dung dich duc mo
1-2-3: Nong d¢ lan luot tuwong ving 1,2 - 0,6 - 0,3 mg PTX/ mL +AC: acid citric 0,01M
Nhdn xét:

Viéc thém acid citric véi ndng d6 thuong dugc sir dung trong cac ché pham pha
tiém truyén chira PTX (+AC) cho dung dich sau pha loang dat d6 6n dinh vé& ham
lugng trong gidi han cho phép trong vong 72 gio.

- Cong thire K/E (1:1) c6 acid citric 0,01 M (K4 + AC) ¢6 acid citric 0,01 M (ndng
d6 thuong duoc st dung trong cac ché pham pha tiém chira PTX) cho dung dich
pha loang dat 6n dinh vé ham lugng trong gii han cho phép trong vong 72 gio.

- Cong thic dung K4 + AC cho 03 ndng d6 dung dich pha lodng c6 do on dinh
trong vong 48 gio sau khi pha lodng, sau d6 thi nong d6 1,2 mg /mL bat dau giam
dan va vuot ra khoi gigi han cho phép (80 — 90%).

- Béi voi cong thirc T8O/E ¢6 acid citric 0,01 M khdng cho thay su cai thién hon so
véi cong thirc khong ding acid citric. T4t ca cac dung dich khi pha lodng déu trong
va cd ham luong hoat chat trong gidi han quy dinh trong khoang thai gian khao sét.
Do d6 lya chon cong thac vai ti 1€ T80/ E (2:1) & K/ E (1:1) ¢6 acid citric 0,01 M;

dé tiép tuc khao sét so sanh véi thue ddi ching.



52

3.1.1.3. Khdo sdt Iap lai cong thirc lwa chon véi lirong pha ché 1ém

Két qua nghién ciu pha ché 2 cong thirc lua chon K4 va T5 ¢6 acid citric 0,01 M

vé6i luong 16n gip 30 l1an (150 ml dung dich dam dic) duoc thé hién ¢ Bang 3.6.
Bang 3.6. Két qua cam quan va dinh luong PTX (%) cac dung dich c6 acid citric

sau khi pha lodng trong dung dich NaCl 0,9% va glucose 5%

Mau pha Ham lwgng PTX (%) Mau pha Ham lrgng PTX (%)

trong NaCl Odic 24 aiy 48 iy 72 qic trong glucose
0.9 % gio gior gior gior 5 04

0gio 24 gio 48 gio 72 gio

K4;+AC 98,21 96,44 96,44 92,520 Kd4,+AC 98,62 97,61 96,37 91,75()
K4,+AC 103,03 101,82 98,52 9592 K4s+tAC 98,89 98,86 96,00 95,43
K4s;+AC 101,55 100,38 99,32 96,68 K4s+AC 103,14 102,56 101,87 96,70
T5+AC 96,22 94,17 94,14 9391 T5,+AC 99,55 94,81 93,97 91,41
T5+AC 9797 96,14 96,03 9551 T5:+AC 101,91 98,61 97,12 93,28
T53+AC 104,75 98,37 97,23 95,60 T5+AC 103,84 99,61 95,04 94,38

(*): dung dich tua li ti mau trang
1-2-32 Nong do lan luot twong vmg 1,2 - 0,6 - 0,3 mg PTX/ mL trong NaCl 0,9%
4-5-6. Nong do lan luot twong ung 1,2 - 0,6 - 0,3 mg PTX/ mL trong glucose 5%

Nhdn xét: theo thong tin duoc ghi kém theo san pham di chiing, diéu kién Ia dung
dich pha lo&ng s& on dinh (twong @ng véi ham luwong trong khoang cho phép) trong
vong 24 gio sau khi pha lodng. Cong thirc K/E (1:1) acid citric 0,01 M dugc lya
chon cho thir nghiém ché tao quy mé 16n hon (50 lo - 250 mL, tién hanh 3 16), do:
+ Cong thuc cho dung dich dam dic va dung dich pha loang dat do 6n dinh it nhat
24 gio sau khi pha khi so sanh ddng thoi két qua véi ché pham déi chiing Stragen®.
+ Cong thuc T8O/E (2:1) khi pha lodng ¢ nong d6 1,2 mg/ mL thi nong do tween
la 13 % cao hon mirc dugc FDA cho phép (> 8 %).
+ Dung dich ¢6 d6 nhét nho hon d6 nhat cua cong thiee dung T80/E (2:1).
3.1.1.4. Khdo sét san pham quy trinh bao ché nang cap cé 16
- Cong thuc pha ché 250 mL dung dich ddm dic chta PTX:
Paclitaxel ..o, 1500 mg
ACIA CITTIC v 500 mg
Kolliphor ELP va ethanol khan (1:1) ........... vd 250 mL
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- Phuong phép tiét tring phu hop cho tirng thanh phan trong cong thirc va pha ché

trong khu vuc vé tring (cap A). Quy trinh duoc md ta theo Hinh 3.1 va xem chi tiét

Phu luc 4. Két qua cac chi tiéu chat luong tai thoi diém ban dau va 24 gio sau khi

pha loang duoc trinh bay trong Bang 3.7.

PTX, acid citric Kolliphor

Ethanol khan

»
»

\ 4 A 4

Loc qua mang 0,22 pm pm Hap 121 °C/ 15 phut

\/

Dung dich dam dac chira PTX
ham lugng 6 mg/ml

Chai thuy tinh, n(t cao su hap
121 °C/ 15 phat

[
>

A 4
Pong chai, day nip,
boc parafin

\ 4

Kiém tra ham lugng,
do6 v6 trung va noi doc to

Hinh 3.1. So d6 quy trinh pha ché dung dich dam dic chtia PTX qui md 50 lo

Bang 3.7. Két qua vé cam quan, pH, ham lwong PTX, tap lién quan, noi doc tb, do

vo khuan ctia ché pham

Chi tiéu 0gior (n=3) 24 gio' (n = 23)
Cam quan Dung dich thu duoc trong sudt, hoi nhét
Ham lugng PTX (%) 100,77 98,79
pH 3,62 4,74
Tap lién quan Dat Dat

Noi doc to
P§ vo khuin

(Phy luc 13.4 - DDVN 1V) - Pat
Phuong phap mang loc (Phu luc 13.7 - DBVN 1V) - Dat
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Nhdn xét: Ché pham dang dung dich dam dic bao ché trong phong thi nghiém dat
y8u cau chat lugng theo cac chi tidu trén nén cd thé sir dung tién hanh céc thu
nghiém tiép theo.
3.1.2. Nghién citu bao ché dang bt dong khé pha tiém truyén chiva PTX
3.1.2.1. Xay dung cdng thirc va qui trinh bao ché bot dong khé chira PTX
a. Khao sat anh huong cua HP--CyD lén kha nang cai thién do tan cua PTX
- Sir dung ty 18 phédi hop néng d6 HP-B-CyD véi 12 mg PTX tir 0,2 % (cong thirc
F1)- 0,3% (F2) - 0,35 % (F3) - 0,4 % (F4) (kl/tt) trong dung mdi hoan nguyén dua
vao do trong cua dung dich dam dic va dung dich pha lodng sau 1 gior dé lua chon
nong d6 HP-4-CyD (chi tiét Phu luc 4).
Nhdn xét: véi luong HP-B-CyD thap (ndng d6 sir dung tir 0,3 % tro xudng) dung
dich phic tia ngay khi phdi hop. Véi nong do HP-5-CyD 14 0,35 % va 0,4 %, dich
pha lodng tai thoi diém lac dau trong, chung té luong HP-A-CyD sir dung du dé tao
phurc bao vai PTX. Tuy nhién khi quan sat thém khoang hon 10 phut, dung dich c6
nong do HP-B-CyD 0,35 % tua, trong khi dung dich c6 nong d6 0,4 % hon 30 phit
méi tao tua. Dung dich tua ching to phuc tao thanh khéng on dinh va can phai sir
dung thém ta dugc dé 6n dinh phtc. Ti 1é ndng do HP-A-CyD lya chon sir dung 1
0,4% (F4).
b. Khdo sét anh hwong cua td dwoc én dinh phirc
Hoa tan PVP K30 vao dung dich HP-$-CyD trudc khi tao phirc vai PTX. Khao sat
nong d6 (cong thirc F5-F7) dwa trén d6 trong cua dung dich sau khi pha lodng véi
NaCl. Két qua & Bang 3.8 va chi tiét Phu lyc 4.

Bang 3.8. Ty 1€ PVP K30 st dung

Thanh phan F5 (1%) F6 (1,5%0) F7 (2%)
PTX (mg) 9 9 9
HP-$-CyD (mg) 60 60 60
PVP K30 (mg) 150 225 300
Dung dich NaCl 0,9% Vira du 15 ml Vura du 15 ml Vira du 15 ml

Thoi gian 6n dinh d6 trong 30 phut 30 phut 1,5 gio
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Nhdn xét: Thoi gian duy tri d6 6n dinh phirc (dung dich phai trong) ti 1& thuan véi
nong d6 PVP K30 sir dung. Theo quan sat dé duy tri do trong cia dung dich dén
khoang 2 gio, PVP K30 tdi thiéu phai 12 2%. Lya chon ndng d6 PVP K30 2% trong
cong thuc theo Bang 3.9.
c. Khdo sét anh huéng cua chdt tro tan
PEG 400 va Tween 80 la chat trg tan phé bién trong bao ché thudc tiém. Két qua
khao sat anh huang cua hai chat trg tan véi cac ty 18 khac nhau (cong thac F8 - F18)
dugc trinh bay tai Bang 3.9.

Bang 3.9. Két qua danh gia cam quan dung dich dam dic

Thoi Coéng thuc F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 Fl6 F17 FI18

gian PEG400(%) 10 10 10 O 2 2 3 3 4 4 5

(9i0) Tween80(%) O 2 5 8 8 7 7 6 6 5 5
0 - + + - + + + + + + +
24 ** . + Y+ o+ o+ - + o+ o+
48 Fhookk 4 Rk g - + R 4 - +
72 Fhookk 4 Rk 4 Rk 4 kx4 - +

(+): dung dich trong (-): dung dich tua duc (**): dung dich tia nhiéu

Nhgn xét:

- Céc cong thuc chi sir dung mat loai chit trg tan PEG 400 hoic Tween 80 déu cho
thiy tinh kém bén cua dung dich (t6i da dén 24 gio cé taa xuat hién), chiing to can
c6 su phdi hop cua ca 2 chat tro tan nay.

- Két qua khao sat cac cong thac véi ty 1¢ tween 80 tir 5 - 8% (F10, F12, F14, F16
va F18) cho thiy gidi han cia PEG 400 téi thiéu (2%) can sir dung gitp duy tri
dung dich trong dén 72 gio.

d. Dung moi

- Luong nuéc st dung

+ PTX rat kém tan trong nudc, sy cO mit cua nudc c6 thé khién PTX tua tro lai, vi
vay nén ding mot lugng nudc t6i thiéu dé hoa tan céac ta dugc.

+ Tir két qua khao sat, luong nudc toi da s dung hoa tan cac ta duoc 4,0 mL (xem
chi tiét Phu luc 4).
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Nhan xét: Trong qua trinh khao sat cac dung maéi ethanol, tert-butanol va DMSO,
dung mai tert-butanol dugc lya chon vi:

+ Phirc tao ra voi ndong 6 PTX 9 mg/ mL ¢6 d6 6n dinh cao (> 120 phdt) so voi
ethanol (15 phut).

+ Dung dich duoc lam dong hoan toan trong giai doan tién dong nén khong bi soi
O cac giai doan lam khé so vai DMSO.

+ Nong d6 PTX 9 mg/ mL vén hoa tan tot (ethanol khong hoa tan hét PTX & ndng
do nay).

- Nong d6 PTX 12 mg/ mL dung méi khdng hoa tan hét PTX nén chon ndng do
PTX 9 mg/ mL dua vao khao sat tiép.

e. Khdo séat céng thitc va quy trinh diéu ché bét dong khé PTX pha tiém truyén

- Chon céc cong thac da khao sat so bd ty 1€ PEG 400 va tween 80 cho dung dich
pha lodng bén dén 72 gid, phdi hop thém manitol véi lugng t6i da cho phép st dung
dé khao sét cac thdng sé cua quy trinh dong kho (ty 18 ta duoc twong tng 10-5
(F10), 2-8 (F12), 3-7 (F14), 4-6 (F16), 5-5 (F18)).

- Pong kho theo hai quy trinh A va B ng véi thoi gian tién dong 1a 48 gio, giai
doan 1am kho véi ap suét lan luot 12 0,0394 mbar — 0,0108 mbar (quy trinh A) va
0,0108 mbar — 0,0026 mbar (quy trinh B).

Nhdn xét:

- Quy trinh dong khé vai &p suét thap (quy trinh B) cho chat luong khéi thude khoé,
ran chac va min hon so vé&i quy trinh A, thoi gian duy tri d6 trong cua dung dich sau
khi hoa tan lai cling dai hon.

- Pha ché cac cong thuc véi céac ty Ié ta duoc thay doi tir cong thic da khao sat ¢

trén, dong kho theo quy trinh B. Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.10.
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Bang 3.10. Két qua pH va ham luong PTX (%) tir cac cong thic khao sét

pH Thol  Ham lwong (%) PTX trong

X , dung 98N 4ng dich sau pha lodng tai
Congthiéc  dich ~ hoa cac thei diém (gio)

sau pha  tan

lodng (phut) 0 24 48 72

Hinh thikc banh
dong kho

Khéi thubc nut, dé
Vo
Khéi thudc chic, hoi
ran bé mat
F14(3-7) 4,08 3 90,14 88,57 87,40 8504 Khoithuocnutnhieu
Khéi thude hoi ran bé

F10 (10-5) 4,32 3 93,53 92,31 91,98 90,88

F12 (2-8) 4,05 2 90,95 89,52 88,15 85,82

F16 (4-6) 4,25 3-4 90,04 88,91 87,74 84,89 mit
Khdi thubc chic, ran
F18 (5-5) 4,25 2 08,24 95,08 93,62 91,30 nat it

Khéi thudc chic,

F19 (5-6) 4,26 2 96,35 95,71 93,74 91,38 Kho \
ong ran nat

Nhgn xét:

- Két qua dinh lugng PTX trong dung dich sau khi pha loing véi NaCl 0,9% & céac
thoi diém cho thay cac cong thirc co lugng PEG 400 tir 5% tro 1én déu duy tri duoc
ham luong PTX dén 90% sau 72 gio pha lodng. Dya trén tiéu chi lya chon luong ta
dugc thap nhat cho san pham déng kho 6 hinh thire dep, min, chéc, thoi gian hoa
tan lai nhanh, duy tri dwgc d¢ trong va ham lugng PTX trong gigi han (t 90 — 110
%) duogc hon 24 gio, cong thac véi ty 1€ ta duoc 5-6 (F19) dugc chon.

3.1.2.2. Khdo sat lap lai cong thurc

Cong thtc 1 lo

Paclitaxel 9mg
Hydroxypropyl —  — cyclodextrin 40 mg
Polyvinyl pyrrolidon K30 200 mg
Polyetylen glycol 400 0,5 ml
Tween 80 0,6 mi
Manitol 0,75 ¢

Dung moi vira du
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San pham dat cac chi tiéu vé mat cam quan, ham luong nudc, tap va ham luong
PTX trinh bay ¢ Bang 3.11.
Bang 3.11: Két qua khao sét lap lai 16 bot dong khé pha tiém

Ham lwong PTX trong dung

0 I:;rr:]h;llj:r? }f::rl:),l’:l(r;;g Tzz:nen dich sau pha loang (%)

24 gior 48 giv 72 gio

Khéi thudce trang 6,4 Dat 94,39 93,74 91,14

1 min, chic, khéng 6,7 Pat 94,36 93,68 91,08
ran nut 6,4 Pat 94,41 93,77 91,34

B 94,39 93,73 91,19

RSD 0,025 0,046 0,14

Khéi thudc tring 6,5 Dat 94,09 9353 91,01

2 min, chic, khéng 6,5 Pat 94,59 93,85 91,32
ran nit 6,6 Pat 94,28 93,66 91,26

B 94,32 93,68 91,20

RSD 0,25 0,16 0,16

Khéi thudc trang 6,1 Pat 94,78 9390 91,52

3 min, chic, khong 6,3 Pat 94,63 93,87 91,47
ran nit 6,2 Pat 94,80 93,95 91,58

B 94,74 93,91 91,52

RSD 0,093 0,040 0,055

3.1.2.3. Lwra chon thé tich bao bi

- Dung tich thong thudng cua lo thudc tiém 1a 10 mL, véi cong thic & muc 3.1.2.2
tur qué trinh khao sat cac ta dugc va quy trinh dong kho, ching toi da lya chon chai
thity tinh ¢ dung tich gap d6i 20 mL.

- Pé dam bao mirc chiéu cao dung méi trudc khi dong kho khong qua 1ecm, cong
thirc moi tang luong PTX 1én dén 24 mg/ lo.

3.1.2.4. Khdo sét san pham quy trinh bao ché nang cap cé 16

- Quy trinh bao ché trinh bay theo Hinh 3.2 va Phy luc 6. Két qua céc chi tiéu chat
lurong duoc trinh bay trong Bang 3.12.
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Cong thac 1 lo:

Paclitaxel 24 mg
Hydroxypropyl —  — cyclodextrin 107 mg
Polyvinyl pyrrolidon K30 533 mg
Polyetylen glycol 400 1,3 ml
Tween 80 1,6 ml
Manitol 197¢g
Dung moi vira du

Dung dich phtac PTX

< Dung dich mannitol

Y
Do pH va diéu chinh néu can

\ 4

Loc qua mang 0,22 um

Kiém nghiém ban thanh

pham
A 4
Pong lo, ddy nap ho
Dong lanh
v
Lam khé
v -
, , Kiém nghiém
Bong nut thanh pham

Hinh 3.2. Quy trinh bao ché dang bot dong khé pha tiém chira PTX ¢& 16 50 lo
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Bang 3.12. Két qua vé cam quan, pH, ham luong PTX, tap lién quan, ndi doc td, do

v6 khuan cta ché pham bot dong kho

Chi tiéu Két qua
Cam quan Bénh thudc mau tring, khdng ran nit.
Ham lwgng PTX (%) 99,74

pH 4,15

Sau khi hoa tan vao NaCl 0,9 %, dung dich trong khéng c6

Dung dich hep thanh o | 104 1afl Va0 Tiat &
ung dich hegp than tieu phan nhin thay bang mat thuong.

Tap lién quan Theo Dugc dién USP 36 - Pat
Noi déc td Khong qua 0,67 EU/ mg - Dat
D) vo khuin Ché pham v6 khuan

Nhdn xét: Ché pham dang dung dich ¢am dic bao ché trong phong thi nghiém c6
thé str dung tién hanh cac thu nghiém tiép theo.

3.2. XAY DUNG TIEU CHUAN CHAT LUOQNG VA PANH GIA PO ON
PINH CUA HAI CHE PHAM NGHIEN CUU

3.2.1. Xay dwng quy trinh dinh lwong PTX va tap lién quan trong ché pham
bing phwong phap HPLC

3.2.1.1. Xdy dung qui trinh dinh lwong PTX trong ché pham

a. Qui trinh dinh lwong PTX trong ché pham

Tir két qua khao séat cac thong so cua diéu kién phan tich PTX trong ché pham bang
phuong phap HPLC, két hop tham khao chuyén luan vé dinh luong va tap lién quan
cua thudc tiém truyén chira PTX theo USP va nguyén liéu PTX theo BP; céc thong
s6 cuia chuong trinh sac ky dugc trinh bay ¢ Bang 3.13.

Bang 3.13. Piéu kién sic ky cia phuong phéap dinh luong PTX trong ché pham

TT Thong sé Pinh lwgng PTX
1 Cotsac ky Luna® PFP 150 x 4,6 mm, 5um, nhiét d6 cot 25 °C
2 Thé tich tiém mau 10 uL
3 Téc do dong 1,2 mL/ pht
4 PaudoPDA (Amax) 227 nm
5 Phadong Nudc - acetronitril (50 : 50), rira giai dang dong.
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b. Tham dinh quy trinh dinh luvong PTX trong ché phim
b1. Tinh dac hiéu

(a) ﬁ (b)
- | () N )
| : (b)
«
.T (@) R (b)

........................................

Hinh 3.3. Sic ky do cua mau chuan PTX, mau placebo, mau thir ciia dung dich dam
dac (a) va bot dong kho (b)

Nhdn xét: Sic ky do6 mau chuan, mau placebo va mau thir cia dung dich dam dic
(a) va bot dong kho (b) trong Hinh 3.3 cho thay cac pic tach riéng biét. Su c6 mat
cua ta duoc trong cdng thirc khdng anh hudng dén kha niang dinh luong hoat chét
PTX. Quy trinh dinh luvong dat tinh dac hiéu.
ba. Tinh phit hop ciia hé thong (SST)
Két qua duoc thé hién & Bang 3.14 (xem chi tiét Phu luc 7, Phu luc 8).

Bang 3.14. Két qua tham dinh tinh phi hop hé théng cia mau chuan va mau thi

dung dich dam dac va bot dong kho trong phuong phap dinh lugng PTX

Méu Thong sb Thoi gianwu 1y o pic ,Sé dia H¢ 0
(n=6) (phut) ; ly thuyet doi xikng

MAU chuin B 7,16 13981485 5288 1,05
RSD (%) 0,98 0,32 i 0,11

Dung dich B 7,33 10886686 5423 1,06

damdic  RSD (%) 0,58 0,15 i ;

MAu chuin B 6,41 0874568 5388 1,07
RSD (%) 0,23 0,32 i 0,22

Bot dong kho B 6,40 10272560 5281 1,09

RSD (%) 0,98 0,83 - -
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Nhdn xét: Do léch chuan twong ddi (RSD) cua céc thdng sé thoi gian luu va dién
tich pic caa mau chuan va mau thir déu nho hon 1,5% va hé sé déi xirng nam trong
khoang 0,8 - 1,2 [60] nén hé thdng c6 tinh phu hop véi quy trinh dinh lwong di lya
chon &p dung trén mau thur.

ba. Tinh tuyén tinh
30000000 ¢

25000000 | y = 18554 845 - 316446 478
R=2= 09048

20000000 F

15000000 F

Dién tich pic

10000000

5000000 p

0

0 5E]O ’IO-OO 15-00
Nong dd (ug/ mL)
Hinh 3.4. Do thi biéu dién mbi twong quan giita nong do va dién tich dinh cua

phuong phap dinh lugng PTX trong ché pham

Nhdn xét: C6 su twong quan tuyén tinh giita nong d6 va do hap thu cua PTX tai

buéc séng 227 nm trong khoang nong do tir 95,42 pg/ mL dén 1431,36 pg/ mL

(xem chi tiét Phy luc 7).

b3. Do dung

Két qua tham dinh d6 dang duoc thé hién & Bang 3.15 (chi tiét Phu luc 7, Phu luc 8).

Bang 3.15. Két qua do dung phuong phap dinh lwong PTX trong ché pham
Ty I& phuc hdi PTX (%)

Do ding

Dung dich dam dac Bt dong kho
80% 101,32 101,10
100% 101,64 101,40
120% 101,95 100,90
B 101,64 101,13
RSD (%) 0,3 0,3

Nhdn xét: Két qua cho thay do phuc hdi cac mau déu trong khoang cho phép (100 %
+ 2 %). Vay phuong phap dinh lwong PTX trén dang mau dung dich dam dic va bot
d6ng khé biang HPLC dat y&u cau vé do ding ciia mot quy trinh dinh luong.
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ba. Do chinh xdc
Két qua tham dinh d6 chinh xac (d6 1ap lai) duoc thé hién & Bang 3.16.
Bang 3.16. K&t qua thim dinh d6 chinh xac phwong phap dinh lugng PTX

Mau Dung dich dam dac Bot dong kho
Dién tich pic Ham lwong (%) Dién tich pic Ham lwong (%)
1 10903761 101,00 10903761 104,68
2 10904507 101,01 10904507 105,16
3 10865269 100,64 10865269 104,29
4 10872635 100,71 10872635 103,14
5 10884806 100,82 10884806 103,77
6 10889141 100,86 10889141 103,14
RSD (%) 0,15 0,87
Xib 100,84 104,03

Nhdn xét: Két qua cho thiy ham lwgng cac mau déu trong khoang cho phép (100 %
+ 2 %) v6i RSD < 2,0 %. Vay phuong phap dinh lwong PTX dat yéu cau vé do
chinh x&c ctia mot quy trinh dinh luong.

3.2.1.2. Xdy dung qui trinh dinh lrong tap lién quan trong ché pham

a. Qui trinh dinh luong tap lién quan trong ché pham

Tir két qua khao sat cac thdng sé cua diéu kién phan tich tap lién quan trong ché
pham bang phuong phap HPLC, két hop tham khao chuyén luan vé dinh luong va
tap lién quan cua thudc tiém truyén chita PTX theo USP va nguyén liéu PTX theo
BP; cac thong so cua chuong trinh sic ky duoc trinh bay ¢ Bang 3.17.

Bang 3.17. Biéu kién sic ky cia phuong phap dinh lwong tap trong ché pham

TT  Théngsé Pinh lwong tap 10-DAP

1 Cotsacky Gemini® NX 150 x 4,6 mm, 5um, nhiét @6 cot 25 °C
2 Thétichtiém mau 10 pL

3  Tbc do dong 1,0 mL/ phat

4  Paudo PDA (Amax) 227 nm

5 Pha dong Nudc - acetronitril, rira giai theo chuong trinh.
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b. Tham dinh qui trinh dinh lwong tap lién quan trong ché pham
b1. Tinh dac hiéu
Két qua sac ky dd mau chuan, thir va placebo duoc trinh bay trong Hinh 3.5 va 3.6

w DetACH w g Det A Ch
) a 00000+ < b
I
i
500000 B
P
.-,; 400000+ ‘
15004 2 N ‘ |
i g s
| ] ] 300000 4
- n * {
B z N z
& 3 3 / o
H % 2 Ry, 3 -
! - H | 200000 E 2
| % ; 3 | s 3
2 x i / H =
5 i H / : 3
3 2 2 5 H
gty i i i 4 1000004 i £
a 3 ¢ / f z
] y * ] i
| 2 § b g 1
R Y | L (A S S~
R ] - TR ‘r A
) 3 0 ) P ) 5 2 0
b n L] ] il i n ‘nin
i

Hinh 3.5. Sic ky db tap chuan 10-DAP (a) va hdn hop PTX-tap chuian 10-DAP (b)
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Hinh 3.6. Sic ky d6 mau placebo, mau thir cua dung dich dam dac (a1, a2) va bot

dong kho (bs, b2)



65

Két qua tir Hinh 3.5 va Hinh 3.6 cho thay:
- Thoi gian luu trong ddi cua chuan PTX so véi tap chuan 10-DAP trong hdn hop
(nén placebo dung dich dam dic va placebo bot dong kho) 1a 1,1.
- Thoi gian luu twong d6i ciia PTX trong dung dich chuan va thir lan luot 1a 0,99
(dung dich dam dic); 1,00 (dong kho).
- Mau placebo va méu tring (dung méi hoa tan) khdng cho dinh cé thoi gian luu
tuong (g Vai thoi gian luu cua PTX va tap chuan 10-DAP trong dung dich chuan,
dung dich thir dang dung dich dam dac va dang dong kho.
- Hé sb rira giai gitra dinh 10-DAP va PTX 16n hon 1,2.
Nhdn xét: Trong sic ky d6 cia mau placebo khong cé dinh tai thoi gian luu cua
PTX chuan va tap chuan. Binh cua PTX va dinh cua tap chuan tach nhau rd. Thoi
gian luu cua PTX trong sic ky do mau thir va chuan 1a nhu nhau. Quy trinh dinh
luong co tinh dic hiéu véi PTX va tap chuan .
b2, Tinh phit hop hé théng (SST)
Két qua tiém lap lai hdn hop dung dich chuan c6 nong do PTX 1,2 mg/ mL va tap
chuan (10-DAP) 0,006 mg/ mL trong acetonitril duoc trinh bay & Bang 3.18.

Bang 3.18. Két qua tham dinh tinh phd hop hé théng caa tap chuan 10-DAP va

chuan PTX cua phuong phap dinh lugng tap lién quan

Chuan Mau Thong  Thei gian Dién tich pic S6 dia  Hg )
(n=16) SO luu (phit) ; ly thuyet doi xang
Dung dich B 28,54 85322 7650 0,94
Tap chuan damdic RSD (%) 0,32 1,33 - -
10-DAP Bot dong B 23,46 505350 6705,51 1,09
kho RSD (%) 0,37 1,20 - -
Dung dich B 30,69 24425526 13935 1,00
PTX dam dac  RSD (%) 0,22 0,62 - -
Bot dong B 25,49 3749718 5401,81 1,35
kho RSD (%) 0,47 0,09 - -

Nhgn xét: Két qua thu dugc cho thay phuong phap cé tinh phi hgp hé théng dat cho
viéc phan tich 10-deacetyl-7-epipaclitaxel (10-DAP) va cac tap lién quan trong ché
pham c6 chira PTX véi ca 02 dang ché pham dung dich ddm dic va dong kho.
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bs. Gidi han phat hién (LOD) va gioi han dinh luong (LOQ)
Két qua khao sat cho thay tin hiéu thu duoc tir mau tap chuan 10-DAP c6 nong do
1a 0,15 pg/ mL (0,0125 % so véi ham lwgng PTX trong mau chuan) trén sic ky d6
la nong d6 thap nhat cua tap chuan doc duogc két qua. Ap dung cach tinh LOD tur
sic d6 mau tring va chuan.
Tir séc d6 thu tir mau trang (N) c6 d6 nhiu do duoc 1a 1,14 cm. Tin hiéu thu tir mau
chuan (S): Khoang céch tir dinh tap xuéng dudng nén do duoc 1a 2,4 cm.
Taco S/N = 2,11 (nam trong khoang 2 - 3). Vay giGi han phat hién (LOD) cua tap
khoang bang 0,0125 % ham lugng PTX trong ché pham.
Gi61 han dinh lugng (LOQ)

LOQ = 13—0 x LOD % = 0,0417 % (0,5 ug/ mL)
ba. Bo chinh xdc tai LOD
Két qua tham dinh d6 chinh xac (46 1ap lai) véi ham luong tap 0,15 pg/ mL (0,0125
% so0 voi ham lugng PTX chuan) dugce thé hién ¢ Bang 3.19.

Bang 3.19. Két qua tham dinh d6 chinh xac phuong phap dinh luong tap lién quan

Miu Dung dich dam dac Bt dong kho
Dién tich pic Ham lwgng (%) Dién tich pic Ham lwong (%0)
1 85727 100,12 50067 100,13
2 84998 101,41 51092 102,18
3 83851 101,42 49702 99,40
4 84299 99,30 51018 102,04
5 86717 99,95 50250 100,50
6 86342 96,98 51084 102,17
RSD (%) 1,65 1,27
Xib 99,86 101,07

Nhdn xét: Két qua cho thdy ham luong 10-DAP trong cac mau c6 RSD < 2,0 %.
Viy d6 chinh xéc tai LOD dat y&u cau.

3.2.2. Xay dwng tiéu chuan chat lweng bét dong kho pha tiém truyén chiva PTX
Cam quan

Bot dong kho mau trang
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Pong deéu khoi lirong
Két qua kiém nghiém do dong déu khéi luong duoc trinh bay trong Bang 3.20
bé trong

Khong c6 tiéu phan khong tan khi kiém tra bang mat thuong dung dich pha lodng

trong nude dén nong 6 6 ml PTX/ mL.

Gidi han kich thudc tiéu phan dat yéu cau véi trén 90% sé tiéu phan c6 kich thudc

< 15 pm, khéng qué 10% sb tiéu phan kich thudc 15-20 um va khong c6 tiéu phan

kich thudc 16n hon 20 pum.
Dinh tinh

Thoi gian luu cua pic chinh trong sac ky d6 cua dung dich thir twong @ng véi thoi

gian luu cua pic paclitaxel trong sic ky db cua dung dich chuan
pH, Ham luong nude, dinh lwong va tap lién quan

Két qua kiém nghiém duoc trinh bay trong Bang 3.20

Néi déc té

Ché pham dat yéu cau vé noi doc té khong quéa 0,4 EU/ mg.
D¢ vo khuan

Ché pham dat d6 vo khuan.

Bang 3.20. Két qua chi tiéu pH, ddng déu khéi luong, ham luong nuée, dinh lwong

va tap lién quan caa ché pham bot dong kho chira PTX

Chi tiéu Két qua

L61 L62 L63
pH 4,05 4,05 4,05
Ham lugng nudc 2,5% 32% 2,8 %
DPong déu khéi luong 2,1202 g 2,0115 g 2,1010 g
Dinh lugng 101,0 101,01 99,42
Tap 10-DAP Khéng phat hién  Khéng phat hién ~ Khéng phat hién
Tap khong xé4c dinh <0,1% <0,1% <0,1%

Tong tap <2,0% <2,0% <2,0%
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3.2.3.1. P 6n dinh dai han cia dung dich ddm ddac va bét déng khé pha tiém

truyen chiza PTX

Két qua danh gia d6 6n dinh ctia 02 ché pham ¢ diéu kién bao quan dai han duoc

trinh bay trong Bang 3.21

Bang 3.21. Két qua d6 6n dinh caa ché pham dung dich dam dic va bot déng kho

pha tiém truyén chira PTX & diéu kién bao quan dai han®

) pH Pinh Lwgng  Tap lién A2 s DO VO
Thing Lo " U8 (30_70) (90-110%)  quan Netdgeto - én
DD DPK DD BbDK DD PK DD DK DD DK DD bK
1 bat bDat 3,33 4,05 101,0 99,78 Dat bDat Dat Dat Dat Dat
0 2 bat bDbat 3,33 4,05 101,01 99,68 Dat Dat Dat Dat Dbat Dat
3 Pbat bat 3,33 4,05 9942 99,75 Dat Dat Dat Dat DPat Dat
1 bPbat bat 3,33 4,15 99,87 99,72 - - - - - -
3 2 bat Pbat 330 4,15 99,39 99,71 - - - - - -
3 bat bat 3,30 4,15 100,64 99,58 - - - - - -
1 bPbat bDbat 335 4,20 100,14 99,68 - - - - - -
6 2 bat bDbat 335 4,40 99,04 99,53 - - - - - -
3 Pat Pbat 3,35 4,20 99,15 9,62 - - - - - -
1 Dbat bDat 3,33 430 99,22 98,18 Dat bDat bDat bDPat bat Dat
12 2 bPbat bPbat 3,35 430 99,04 9856 Dat bDbat bDbat Dat bat Dat
3 Pbat bat 335 430 99,02 98,42 bPat bDat Dat bDat Dbat Dat
1 bat bDat 3,35 440 99,10 96,67 Dat Dat Dat bDPat bat Dat
18 2 Pbat bat 3,35 440 99,04 9654 DPat Dat bPat Dat bat Pat
3 Pbat bat 3,35 440 99,02 97,25 DPat Dat Dat Dat bat Dat
1 Pat DPat 335 460 9851 9525 Pat Dat bDbat Dat DPat Pat
24 2 Pbat Pbat 335 460 98,42 9489 Dat bDPat bDPat bDPat bat Dat
3 Pbat bat 3,35 4,60 98,19 94,11 bPat Dat Dat bDat Dbat Dat

) Dung dich dam dac (30 + 2 °C; 752 5% RH); Bét dong khé (5 + 3 °C)

Nhan xét: O diéu kién dai han, dung dich dam dic va bot dong kho (sau 24 thang)

c6 céc chi tiéu cam quan, pH, ham luong, tap lién quan, noi doc t6 va do vo khuan

dat yéu cau theo duogc dién USP.

3.2.3.2. P on dinh ¢ diéu kién ldo héa cdp toc cua dung dich ddm ddac va bot dong

kho pha tiém truyén chiza PTX
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Két qua danh gia d6 6n dinh caa 02 ché pham ¢ diéu kién 140 hda cap téc duoc trinh
bay trong Bang 3.22.
Bang 3.22. Két qua d6 6n dinh caa ché pham dung dich dam dic va bot déng kho

pha tiém truyén chtra PTX ¢ diéu kién 1o héa cap toct)

Cam quan pH binh Lwgng Taplien  N§i dgc

Po vo khuan
Thang L6 (3,0-7,0) (90-110%)  quan to

DD PK DD PK DD DK DD DK DD BPK DD DK

1 Pat Dat 3,33 4,05 100,71 99,78 DPat bat Dat bDat Dat Pat
0 2 Pat bat 3,33 4,05 100,82 99,68 Pat bPat Dat bDat Dat Pat
3 bPbat bat 3,33 405 100,76 99,75 Dbat bDat Dat Dat Dat Dat
1 bPbat bDat 3,40 4,30 99,33 98,24 - - - - - -
3 2 bat bDat 3,40 430 99,49 98,57 - - - - - -
3 bat bat 340 430 99,36 97,89 - - - - - -
1 Pat DPat 395440 96,93 96,42 bat DPat bPat Dat Dat Pat
6 2 Pat bDbat 3,95 440 96,68 96,87 bat bPat bPat Dat Dat Pat

3 Pat bPat 3,95 440 96,54 95,76 Pat DPat bPat bDPat Dat Pat

)Dung dich dam dac (40 £ 2 °C; 75+ 5% RH); Bét dong kho (25 + 2 °C; 60+ 5% RH)

Nhdn xét: O diéu kién cap téc sau 6 thang, dung dich dam dic va bot dong khé co
c4c chi tiéu cam quan, pH, ham lwong, tap lién quan dat yéu cau theo duogc dién
USP (dung dich ¢am dic) va tiéu chuan co so (bot dong kho).

3.3. NGHIEN CUU THONG SO DUQC PONG HOC VA PANH GIA PHAN
BO SINH HOC TRONG MOT SO MO PONG VAT THU NGHIEM CUA
HAI CHE PHAM BAO CHE CHUA PTX SO VOI CHE PHAM POI CHUNG
3.3.1. Xac dinh ddc tinh cap cia ché pham

3.3.1.1. Tham do liéu gay déc

a. Tham do liéu cao nhdt khong gdy déc (LDo) va liéu thdp nhar gdy doc (LDioo)
100% chugt thi nghi¢m

Két qua tham do lidu doc caa dung dich dam dic, bot dong kho pha tiém truyén

chira PTX va thude d6i chirng Anzatax® duoc trinh bay trong Bang 3.23.
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Bang 3.23. Két qua dix liéu tham do lidu thir doc tinh cip dung dich dam dic, bot

d6ng khé pha tiém truyén chira PTX va thude dbi ching Anzatax®

Liéu S6 ligu thyec té Theo tan sé tich liy

Nhom dung Téngsé Sochét Sésong Sochét Séséng Toéngséd (%)
(mg/kg) (con) (con) (con) (con) (con) (con)  chét

Dung dich dam dac

1 12,00 8 0 8 0 26 26 0,00
2 18,00 8 3 5 3 18 21 14,29
3 24,00 8 3 5 6 13 19 31,58
4 30,00 8 5 3 11 8 19 57,89
5 36,00 8 5 3 16 5 21 76,19
6 42,00 8 7 1 23 2 25 92,00
7 48,00 8 7 1 30 1 31 96,77
8 54,00 8 8 0 38 0 38 100,00
Bot dong kho

1 18,00 8 0 8 0 34 34 0,00
2 24,00 8 1 7 1 26 27 3,7

3 30,00 8 3 5 4 19 23 17,39
4 36,00 8 3 5 7 14 21 33,0
5 42,00 8 4 4 11 9 20 55,0
6 48,00 8 5 3 16 5 21 76,2
7 54,00 8 6 2 22 2 25 88,0
8 62,00 8 8 0 30 0 30 100,0

Thude doi chirng

1 12,00 8 0 8 0 33 33 0,00
2 18,00 8 1 7 1 25 26 3,85
3 24,00 8 1 7 2 18 20 10,00
4 30,00 8 4 4 6 11 17 35,29
5 36,00 8 4 4 10 7 17 58,82
6 42,00 8 6 2 16 3 19 84,21
7 48,00 8 7 1 23 1 24 95,83
8 54,00 8 8 0 31 0 31 100,0

b. Xéc dinh LDso cua thude dbi chizng, dung dich dam dic va bot déng kho: Dua vao
02 liéu gan vai lidu chét 50% (D1, D2) tinh ty 18 chét twong wng (a, b). Tir db thi truc
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|a lidu dung va truc tung 1a ty 1 % chét theo tan sé tich liy (Hinh 3.7), theo

phuong phap Behrens, két qua LDso trinh bay & Bang 3.24.

Ty 18 chét (%)

TV 1€ chuét chét theo lidu dung DD TTM AZATAX 30 mg/ 5 mL (IV)
trong phwong phap Behrens

120,00
100,00 -
80,00 -
60,00
40,00 -
20,00 -
0.00 = T ]
< = b = E = 2
Ligu dung (mg/kg)
T# 1é chudt chét theo liéu ding DD Tiém Paclitaxel - Khoa dwgc (IV)
trong phwong phap Behrens
120,00 -
100,00 -
g 80,00 -
D
S 60.00
-
2 40,00 1
20,00
0,00 — T T T
= = = & g & 2
Liéu ding (mg/kg)
— 120 > 1A A A A Y z
= Ty I€ chudt chét theo lieu dung BPK trong phuwong phap Behrens
2 100 +
[*] /
-
‘;i‘ a0

. "
. /
20 /

18 24 30 36 42 48 54 62

Liéu (mg/kg)

Hinh 3.7: 6 thi ty 16 % chét theo tan sé tich liy cua thue ddi chung, dung dich

dam dac va bot dong kho tiém truyén chira PTX.
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Bang 3.24: Két qua LDso ciia thude déi ching, dung dich dam dac va bot dong kho

TT Thong sé Thude ddi chieng  Dung dich dam dic  Bot dong kho
1 D1 (mg/ kg) 30,00 24,00 36,00
2 D2(mg/ kg) 36,00 30,00 42,00
3 a(%) 35,29 18,42 33,00
4 b (%) 58,82 57,89 55,00
5 d=D:-D 6,00 6,00 6,00
6 LDso(mg/ kg) 33,75 34,20 40,60
7 LDis(mg/ kg) 25,80 18,60 27,00
8 LDgs(mg/ kg) 42,00 38,60 52,05
9 LDsotp 33,75 + 3,92 34,20 +4,36 40,60 * 4,88

LDso = D1+ [(50 —a)d : (b - a)]; LDss: liéu gay chét 16 %; LDga: liéu gay chét 84 %

Nhgn xét:

Thudc ddi ching c6 LDsp (29,84 - 38,56 mg/ kg) so véi ché pham dang dung dich
dam dic (29,83 - 37,67 mg/ kg) 1a twong tu; thap hon so véi ché pham dang dong
khé (35,72 - 45,48 mg/ kg).

3.3.2. Xay dwng quy trinh dinh lweng PTX trong huyét twong va trong md ciaa
thé va chugt thir nghiém biang phwong phap HPLC

3.3.2.1. Qui trink dinh lirong PTX trong huyét twong cua thé va chugt thir nghiém

a. Quy trinh chiét PTX tir mau huyét twong cua tho va chuot

Quy trinh chiét PTX tir huyét twong dong vat thi nghiém duoc mo ta theo so dd ¢
Phu luc 11. Dung mdi chiét sir dung diethyl ether, thoi gian lac 5 phat, toc do ly tam
4000 vong/ phat trong 10 phat. Nhiét do gia nhiét tao can o 40 °C. Sau khi can hoa
tan vao pha dong tiép tuc lac, ly tdm va s& loc qua gidy loc kich thugc 0,45 pm.

b. Qui trinh dinh lwong PTX trong huyét tuong tho va chuot

b1 Lwra chon chudn ngi

Két qua khao sat va két hop cong b trude day cho thay carbamazepin (CAR) phi
hop duoc chon 1a chuan noi.

b, Piéu kién sdac ky
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Tién hanh khao sat cac yéu té anh huong dén su tach, 4p suit bom, thoi gian phan
tich nhu ty & pha dong, kich thudc cot, nhiét do cot va budng tiém mau.

Két qua thuc nghiém da xac dinh diéu kién sic ky thich hop dé phan tich PTX trong
huyét tuong tho va chudt thir nghiém nhu sau:

- Cot: C18, 250 x 4,60 mm x 5 pm.

- Pha dong: Bém phosphat 0,02 M pH 5,0 - methanol - acetonitril

+ Tho: ty I¢ twong (ng (36:22:42)

+ Chuot: ty 1€ twong trng (40 : 22 : 38)

- Téc d6 dong: 1,2 mL/ phat (tho); 1 mL/ pht (chudt).

- Pau do PDA: budc song 227 nm.

- Thé tich tiém mau: 40 pL

- Nhiét do budng chira mau: 15 °C.

- Nhiét do budng cot sac ki: 30 °C.

bs Tham dinh quy trinh dinh lrong PTX trong huyét twong thé va chugt

* Tinh dac hiéu

Két qua sic ki mau placebo, miu thu ty tao va mau chuan pha trong methanol c6
nong do tuong tNg VGi mMAau thir ty tao trinh bay & Hinh 3.8.

BL4. led

T5000+
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25000 ]
25000 25000
0 ]
o 1 il
T “\ |, T T

CAR 20.lcd 3 ' PTXO03 led
15000
1500007 il

125000 125000
100000 100000 PTX
75000 75000

500004 50000

T o T
T T T T T T

(a) (b) (©)
Hinh 3.8. (a) Sic ki dd mau placebo, (b) CAR ndng d6 2 pg/mL trong methanol, (c)
PTX néng do 25 pg/mL trong methanol
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Hinh 3.9. (d) Séic ki ¢6 PTX ndng d6 50 pg/mL () hdn hop 2 ug CAR/ mL va 25
ug PTX/ mL, (f) hdn hop 2 pg CAR/ mL va 50 pg PTX/ mL trong huyét twong tho
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Hinh 3.10. Sic ky d6 PTX va CAR trong mau placebo (a), mau huyét twong chudt
chira CAR 2 pg/mL (b), PTX 25 pg/mL (c) va hon hop (d)

Nhdn xét: MAau chuan va mau tu tao ¢ cac pic PTX va CAR trén cac sic ky d6
tach hoan toan véi ty sé thoi gian luu twong dbi 2,36 (tho) va 1,4 (chudt).
* Tinh phu hop hé théng (SST)

Khao séat dung dich chuan nong d6 25 pug PTX/ mL va 2 pg CAR/ mL trong huyét
tuong tho va huyét twong chuot.

Két qua tinh phi hop hé thdng duoc thé hién qua cac théng sb trong Bang 3.24, chi
tiét Phu luc 11.



75

Bang 3.24. Két qua thdm dinh tinh phu hop hé thdng cia phuwong phéap dinh luong

PTX trong huyét twong tho va chudt

Pong vat Thai gian Dién tich bic S6 dia ly Hé s6 doi
thir nghiém lwu (phit) y P thuyét x&ng
Carbamazepin (1S1) (n = 6)
Thé B 4,218 347826 10790 1,320
RSD
%) 0,11 1,85 - -
Chuét B 9,033 271592 7928 1,460
RSD
(%) 0,054 1,59 - -
Paclitaxel (AS) (n =6)
Thé B 9,955 031258 5232 1,120
RSD
%) 0,05 1,08 - -
Chuét B 12,857 787408 6495 1,381
RSD
(%) 0,073 0,46 - -

Nhan xét: Cac thong sé théa man yéu cau chung vé tinh phl hop cia quy trinh dinh
lugng (RSD < 2,0 %).

* Tinh tuyén tinh, gidi han dinh lugng dudi, d6 chinh xac va do dung

Két qua khao sat khoang tuyén tinh, giéi han dinh luong dudi, do ding va d6 chinh

xac dugc tom tit trong Bang 3.25 va chi tiét Phuy luc 11.
Bang 3.25. Két qua khao sat khoang tuyén tinh, LLOQ, d6 chinh xac va do ding

Thong so tham dinh

Két qua

Phwong trinh héi quy

Khodng tuyén tinh

Gidl han dinh luwgng duoi (LLOQ)
LQC, MQC, HQC: 1,0; 10,0; 20,0 pug/mL
- b6 dtng (Ty 1& phuc hoi)

- B¢ chinh xac (CV)

P§ dang va do chinh xac trong ngay
LLOQ, LQC, MQC, HQC

0,5;1,0; 10,0; 20,0 pg/mL

P§ dung va do chinh x4c giira cac ngay
0,5;1,0; 10,0; 20,0 pg/mL

y =0,1037x -0,0066; Rz = 0,9998
0,5 - 50 pg/mL

0,5 ng/mL

85,61 % - 102,77 %;
7,69 %

93,24 % - 105,17 %
1,29 % - 7,69 %

85,91 % - 108,76 %
1,29 % - 14,61 %
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Phwong trinh héi quy

Khodng tuyén tinh

Gial han dinh lwong dwoéi (LLOQ)

LQC, MQC, HQC: 1,0; 10,0; 20,0 pg/mL
- P9 dung (Ty 1é phuc hoi)

Chupt - Do chinh xac (CV) 2,74 %

P§ dung va do chinh xac trong ngay
LLOQ, LQC, MQC, HQC

0,1;1,0; 25,0; 50,0 pg/mL

P§ dung va do chinh x&c giira cac ngay
LLOQ, LQC, MQC, HQC

0,1;1,0; 25,0; 50,0 pg/mL

0,1 pg/ mL

y = 0,2367x; R?=0,993
0,1-50 pg/ mL

102,69 % - 109,40 %j;

99,05 % - 103,04 %
1,81 %- 3,44 %

96,38 % - 107,80 %;
0,64 % -4,21%

Nhan xét:

Do dung LLOQ trong khoang 80 - 120%; LQC, MQC, HQC: 85 - 115%; do chinh

xéac (CV) ctia LLOQ < 20 % va LQC, MQC, HQC < 15% dat yéu cau.

* Ty 1¢ thu hdi — Hiéu suat chiét

Két qua hiéu suét chiét chuan PTX va chuan noi duoc tém tit trong Bang 3.26.
Bang 3.26. Két qua tham dinh ty Ié thu hoi va hiéu suat chiét CAR va PTX trong

huyét tuong tho va huyét twong chudt

Nong do PTX Néng d CAR

Hiéu suat chiét (%)

(Mg/mL) (Hg/mL) PTX CcV CAR CV
Thé
0,5 98,35 + 3,25 3,30 98,63+ 1,05 0,90
1,0 2 87,93 + 0,98 0,72 91,08+2,45 2,98
25 97,72+ 0,36 0,37 9530+1,30 1,22
50 88,86 + 7,90 7,82 86,21+3,99 4,81
Chugt
0,1 116,36 + 1,76 1,51 98,18 + 2,44 2,49
10 2 101,28 + 0,54 0,53 98,55+ 0,24 0,25
25 97,66 + 1,82 1,86 100,83 +3,11 3,08
50 104,41 0,28 0,27 101,15+2,33 2,31

Nhan xét: Tai cac hiéu suat chiét tai ndng do CV< 15% dat yéu cau.

* P0o on dinh cua mau thir

Khao sét trén mau PTX & ndng do 25 pg/ mL trong huyét twong tho va 10 pg/ mL

trong huyét twong chudt & cac diéu kién, két qua duoc trinh bay ¢ Bang 3.27.
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Bang 3.27. Két qua thim dinh d6 6n dinh ciia PTX trong huyét twong tho va chudt

Pong vat thir nghiém  Nong dé tim lai (ug/mL) % timlai  D§ léch (%)

Thé

Sau 6 gior ¢ 15 °C trong autosampler

24,25 + 6,89 97,00 6,77
TB (ug/ml) £ SD (%) Sau 6 gio & nhiét d phong
25,09 + 1,37 100,38 1,19
Sau 3 chu ki dong va ra dong
24,66 + 2,63 98,63 2,88
Chuét
Sau 6 gior ¢ 15 °C trong autosampler
8,44 + 6,89 97,00 11,4
Sau 24 gio ¢ nhiét d phong
TB (ug/ml) = SD (%) 9,61+578 88,6 24
Sau 3 chu ki dong va ra dong
9,18 £ 4,36 96,32 3,96

Nhdn xét: Do léch ndng d6 PTX trong cac mau sau bao quan < 15% dat yéu cau.
* Dung dich chuan: Két qua khao sat trén mau chuan c6 néng do 10 pg PTX/mL
duogc pha tir dung dich chudn goc 100 pg PTX/ mL duoc trinh bay ¢ Bang 3.28.

Bang 3.28. Két qua tham dinh do on dinh ngin han va dai han cua dung dich chuin

Nong do tim thay (ug/mL) Ty 1é phuc hoi (%) P léch (%)

P 6n dinh dai han sau 60 ngay

B 9,6890 96,89 3,11
+ SD (%) 0,28 i
P on dinh ngin han sau 24 gio
B 10,1709 101,71 2,36
+ SD (%) 2,67 i

Nhdn xét: Gia tri nong do trung binh va gia tri titng mau pha tir dung dich chuan géc
duoc bao quan ¢ nhiét @ lanh -20 °C sau 60 ngay khong chénh léch qua 10% so Vi
nong d6 ban dau, tai nhiét do phong sau 24 gio khong chénh léch quéa 10% so véi
nong d6 ldc mai pha tir chuan gdc, nhu vay diéu kién bao quan chuan gdc dat yéu

CAU.
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3.3.2.2 Qui trinh dinh lwong PTX trong mo tho va chugt

a. Quy trinh chiét PTX tir mau mo

Quy trinh chiét PTX tir mé dong vat thi nghiém véi cac théng sé twong tu vai quy
trinh chiét tir huyét twong. St dung 1S phi hop véi mé tho (CAR) va mé chudt
(DZP), dung méi acetonitril.

b. Quy trinh dinh luong

biLwa chon chudn néi

Két qua khao sat va két hop cong b trudge day cho thay carpamazepin (CAR) phu
hop duoc chon 1a chuan noi trong phan tich mé tho, diazepam (DZP) phi hop dugc
chon 1a chuan nai trong phan tich mé chuét.

b2 Piéu kién sdac ky

Tién hanh khao sat cac yéu to anh huong dan su tach, 4p suat bom, thoi gian phan
tich nhu ty 1é pha dong, kich thudc cot, nhiét d6 cot va budng tiém mau.

Két qua thuc nghiém da xac dinh diéu kién sac ky thich hop dé phan tich PTX trong
mo tho va chuot thir nghiém:

- Cot: C18, 250 x 4,60 mm X 5 pm.

- Pha dong:

+ Tho: Bém acetat 0,02 M pH 5,0: MeOH : ACN (32,5: 47,5: 20)

+ Chuot: Bém acetat 0,02 M pH 5,0: ACN (53: 47)

- Toc do dong: 1 mL/phdit.

- Dau do PDA:

+ Tho: 230 nm

+ Chudt : 227 nm

- Thé tich tiém mau: 40 pL

- Nhiét d6 budng chira mau: 20 °C.

- Nhiét do budng cot sac ki: 30 °C.

bs. Tham dinh quy trinh dinh lugng PTX trong md tho va chuot

*Tinh dac hiéu
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Sic ky do cac mau placebo (dich chiét tir mé tho khong tiém PTX) thé hién ¢ Hinh
3.11; Sic ky d6 cac mau chta AS (PTX), I1S1 (CAR) trong methanol; mau mo
placebo ¢ AS, 1S1 va mau md phoi cua tho sau khi tiém PTX thé hién ¢ Hinh 3.12.
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Hinh 3.11. Sic ky d6 mau placebo cac md budng trang, gan, phoi, than caa tho
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Hinh 3.12. Sic ky d6 PTX va CAR trong md tho

(a) Sac ky @6 chuan PTX va noi chuan CAR trong methanol,(b) chuan PTX va noi
chuan CAR trong mau thtr ty tao, (¢) mau mo phdi tai thoi diém 0,5 gio sau khi
cho tho dung thudc véi liéu 6 mg/kg.

Nhan xét: Pic cua PTX va CAR tach hoan toan véi nhau va vai cac pic khong xac

dinh khéc trén sic ky d6. Sac ky do trén cac mau md trang khong cé pic la hién dién

tai thoi gian luu cia CAR (khoang 4 phuat) va PTX (khoang 9 phat). Nhu vay, quy

trinh da ching minh dugc tinh dac hiéu.
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Sic ky dd trén mau trang caa 3 md chudt: gan, than, phdi va mau thir ty tao (chon
md d6ng nhit) va mau chuan (chira AS (PTX) va 1S2 (DZP)) duoc pha trong dung
mdi methanol thé hién & Hinh 3.13 va Hinh 3.14.
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Hinh 3.13. Sic ky db chuan PTX va DZP trong methanol (a), trong mau thir t tao

md ddng nhat (b) va mau mé sau khi tiém thudc 1 gio (c)
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1 AN 127 o
Hinh 3.14. Sic ky d6 mau placebo tir dich chiét cac mé gan, than, phoi cua chuot
Nhdn xét: Phd UV-Vis tai thoi gian luu caa PTX va DZP (1S2) trong mau ty tao
gidng phd UV-Vis tai thoi gian luu caa PTX va DZP trong miu chuan pha trong
methanol, pic caa PTX va DZP tach hoan toan va&i nhau va vai cdc pic khdng xac

dinh khéc trén sic ky d6. Séc ki d6 trén cac mau placebo khdng c6 pic hién dién tai
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thoi gian luu cua DZP (khoang 8 phut) va PTX (khoang 10 phut). Nhu vay, quy
trinh da ching minh dugc tinh dac hiéu.

* Tinh pht hop hé théng

Bang 3.29. Két qua tham dinh tinh phi hop hé théng phuong phap dinh lwong PTX

trong dich chiét mé ddng nhat tho va chuot

tr (phat)  Dién tich pic k As
Thé
Carbamazepin (I1S1) (n=6)
B 4,758 502666 0,59 1,173
RSD (%) 0,08 0,76 - -
Paclitaxel (AS) (n=6)
B 9,474 215632 2,16 1,056
RSD (%) 0,04 0,54 - -
Chuot
Diazepam (1S2) (n = 6)
B 8,257 720467 0,521 1,351
RSD (%) 0,03 0,08 - -
Paclitaxel (AS) (n =6)
B 10,185 530670 0,234 1,062
RSD (%) 0,04 0,27 - -

Nhdn xét: Céc thong sé c6 RSD < 5,0%; quy trinh dat yéu cau tinh phi hop hé
thdng.

* Tinh tuyén tinh va mién gia tri

- M6 tho: Két qua trinh bay tém tit & Bang 3.30 - 3.33 va Phu luc 11.

Béing 3.30. Két qua tham dinh tinh tuyén tinh trong phuong phép dinh lrong PTX
trong dich chiét m6 gan tho

Nﬁng,d(f) PTX Dién tich pic Nong dd PTX xdc dinh tir ~ SD (%)
thuc té (ug/mL) AS IS AS/IS dwong chuan (ug/mL)
0,1 3984 195670  0,0204 0,0917 8,33
0,5 20456 189063  0,1082 0,4872 2,57
1 38906 187450  0,2076 0,9345 6,55
2,5 88000 186904  0,4708 2,1199 15,20
5,0 177718 189536  0,9376 4,2217 15,57

7,5 308044 192305  1,6019 17,2123 3,84
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10,0 428157 198430  2,1577 9,7151 2,85
20,0 878116 198118  4,4323 19,9563 0,22

y =0,2221x; R?=0,9985

Bang 3.31. Két qua thim dinh tinh tuyén tinh trong phuong phap dinh luong PTX

trong dich chiét tir md than tho

Nong d¢ PTX Dién tich pic Nong d PTX xac dinh tir

g 5 SD (%)
thuc té (ug/mL) AS IS AS/IS dwong chuan (ug/mL)
0,1 4071 236890 0,0172 0,0843 15,68
0,5 20467 220780 0,0927 0,4549 9,03
1 41640 210017 0,1983 0,9729 2,71
1,5 65906 219395 0,3004 1,4740 1,73
2,5 103707 216780 0,4784 2,3474 6,10
5,0 221513 222377 0,9961 4,8877 2,25
10,0 458119 224994 2,0361 9,9909 0,091
15,0 709097 231243 3,0665 15,0464 0,3
20,0 963429 237757 4,0522 19,8830 0,59

y =0,2038x; R?=0,9999

Bang 3.32. Két qua tham dinh tinh tuyén tinh trong phuong phap dinh luong
PTX trong dich chiét tir mé phoi

Nﬁng’dé PTX Dién tich pic Nong dd PTX xdcdinh tir o (%)
thuc te (ug/mL) AS IS AS/IS dwong chuan (ug/mL)

0,1018 3985 199058 0,0200 0,0903 11,338
0,509 20014 184788 0,1083 0,4883 4,064
1,018 42461 191970 0,2212 0,9972 2,040
1,527 59951 194552 0,3081 1,3893 9,017
2,545 100485 197101 0,5098 2,2985 9,684

5,09 211675 187873 1,1267 5,0798 0,201
10,18 429150 192103 2,2340 10,0719 1,061
15,27 654508 183056 3,5755 16,1202 5,568
20,36 834886 190977 4,3717 19,7099 3,193

y =0,2038x; R?=0,9999
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Bang 3.33. Két qua thim dinh tinh tuyén tinh trong phuong phap dinh luong PTX

trong dich chiét tir mé budng tring tho

N(‘“)ng,d() PTX Dién tich pic Nong d¢ PTX xécdinh tir g (o))
thuc té (ug/mL) AS IS AS/IS dwong chuan (ug/mL)

0,098 4012 195680 0,0205 0,0799 18,50

0,48 20456 189063 0,1082 0,4215 12,19

0,98 41436 171041 0,2423 0,9437 3,70

2,45 103379 172689 0,5986 2,3321 4,81

49 140396 120222 1,1678 4,5493 7,16

9,8 489848 191844 2,5534 9,9469 1,50

14,7 694962 190002 3,6577 14,2488 3,07

19,6 881872 174322 5,0589 19,7073 0,55

y = 0,2567x; R?=0,9992

Nhdn xét: Do léch tai LLOQ nho hon 20%, tai cac nong do khac déu nho hon 15%.
Phuong trinh hdi quy c6 R? > 0,99 do d6 khoang ndéng do tuyén tinh dat yéu cau
trong cac mo da khao sét.

- M6 chudt

Két qua khoang xac dinh cua nong do PTX tém tit ¢ Bang 3.34 - 3.36 va Phu luc 11

Bang 3.34. Két qua tham dinh tinh tuyén tinh trong phuong phap dinh lugng PTX
trong dich chiét mé gan chuot

Nﬁng’dé PTX Dién tich pic Nong dd PTX xdc dinh  SD (%)
thuc té (ug/mL) AS IS AS/IS tir dwong chuan (ng/mL)

0,1 7605 696389  0,0109 0,0901 9,85
0,5 41621 728650  0,0571 0,4715 5,69

1 86294 778074  0,1109 0,9155 8,45
2,5 226993 766240  0,2962 2,4455 2,18
5 472521 749725  0,6303 5,2028 4,06
7,5 659646 713658  0,9243 7,6302 1,74
10 018720 743671  1,2354 10,1981 1,98
20 1761279 731610  2,4074 19,8731 0,63

y = 8,255x — 0,028; R?=0,9996
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Bang 3.35. Két qua thim dinh tinh tuyén tinh trong phwong phap dinh luong PTX

trong dich chiét mé than chuot

N(‘“)ng,d() PTX Dién tich pic Nong dd PTX xdcdinh  SD (%)
thuc te (ug/mL) AS IS AS/IS tir dwong chuan (ug/mL)
0,1 9602 775872  0,0124 0,1092 9,23
0,5 47501 751916  0,0632 0,5567 11,35
1 86139 719504  0,1197 1,0544 5,44
2,5 226788 758913  0,2988 2,6321 5,29
5 452856 767014 0,5904 5,2008 4,02
7,5 691838 764804  0,9046 7,9686 6,25
10 863481 776394  1,1122 9,7974 2,03
20 1830632 803478 2,2784 20,0704 0,35

y = 8,809x — 0,099; R?=10,9991

Bang 3.36. Két qua tham dinh tinh tuyén tinh trong phuong phap dinh luong PTX

trong dich chiét md phoi chuot

Nf)ng’d@ PTX Dién tich pic Nong do PTX xic dinh tir - SD (%)
thuc té (ug/mL) AS IS AS/IS dwong chuan (ug/mL)
0,1 726480 9630 0,0146 0,1137 13,75
0,5 711005 52235 0,0735 0,6304 26,08
1 756800 92005 0,1216 1,0432 4,32
2,5 755280 257232  0,3406 2,9225 16,90
5 748564 458783  0,6129 5,2592 5,18
7,5 746210 677242  0,9076 7,7879 3,84
10 765883 887880 1,1593 9,9479 0,52
20 778579 1828482  2,3485 20,1524 0,76

y = 8,581x — 0,157; R?=0,9995

Nhdn xét: Do léch tai LLOQ déu nhoé hon 20 %, tai cic nong d6 khéac déu nho hon
15%. < 6/8 diém dat yéu cau do léch trong d6 c6 LLOQ va diém gigi han trén. Do
d6 chap nhan duong chuan trong cac mé da khao sét.

* Ty 1¢ thu hoi - higu suét chiét

Két qua hiéu suat chiét chuan va noi chuan cua phuong phéap dinh luong PTX trong

md tho va chudt thir nghiém trinh bay tém tit & Bang 3.37 va chi tiét Phu luc 11.
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Bang 3.37. Két qua thim dinh ty Ié thu hoi va hiéu suét chiét PTX va CAR /DZP tir

dich chiét mé déng nhat tho va chuot

Hiéu suat chiét (%)

Nong d¢ PTX

khao sat (ug/ mL) Két qua Thé Chugt

PTX CAR PTX DzP

1 B 98,20 101,25 90,48 97,00

RSD% 3,31 2,34 2,95 1,53

10 B 107,72 104,13 94,70 94,78

RSD% 4,17 3,22 5,60 5,26

20 B 102,94 105,78 88,85 96,90

RSD% 1,01 2,96 2,76 2,99

Nhgn xét: Quy trinh dinh luong c6 ty 18 thu hoi PTX va CAR trong khoang 85% -
115 %. RSD tuwong Gtng V4i cac muc nong do thap, trung binh, cao < 15,0%. Quy
trinh chiét dat yéu cau.
* P dang va do chinh xac
- M0 tho:
+ Do dung va d6 chinh xac duoc thyc hién trong md dong nhat. Két qua trong va
lién ngay trinh bay & Bang 3.38 va chi tiét Phu lyc 11.

Bang 3.38. Két qua thim dinh d6 dung va d6 chinh xac phuong phap dinh luong

PTX trong dich chiét md tho

Nong do Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3

khiaosat Tyléphuchdi SD  Tyléphuchsi SD Ty lé phuchdi SD

(Hg/mL) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1,0 103,04 3,44 88,56 1,44 100,8 4,21
10 101,86 2,46 94,30 1,31 105,39 0,72
20 99,05 1,81 98,52 0,64 98,95 2,99

Lién ngdy Ty I¢ phuc hdi = 97,47 % - 100,52 %; SD = 1,81 % - 3,03 %

+ D§ ding va do chinh xdac tai gidi han dinh lugng dudi (LLOQ)
LLOQ dugc chon ¢ 0,1 pg/ mL va két qua trinh bay tom tat & Bang 3.39.
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Bang 3.39. Két qua tham dinh d6 dung va d6 chinh xac tai LLOQ phuong phéap
dinh lugng PTX trong dich chiét mé tho

Dién tich pic Nong 6 PTX Nong dp PTX Ty I¢

Mau AS/IS thuee té tim thay phuc hoi ?)/D
AS IS (giml)  (oml) (k) )
1 4092 174951 10,0234 0,1055 103,59 3,59
2 3996 172770 0,0231 0,1043 102,43 2,43
3 4193 172590 0,0242 0.1018 0,1095 107,60 7,60
4 3636 168357 0,0215 ' 0,0974 95,65 4,35
5 3969 167950 0,0236 0,1065 104,66 4,66
6 3621 166433 0,0218 0,0981 96,36 3,64
B 0,1035 101,71 4,37
RSD 0,005 - -

Nhdn xét: O cac ndng do khao sét ty 1 hoi phuc dat yéu cau cho phép khi Ién hon
85% va nho hon 115%. P chinh xac tai LLOQ < 20%, tai cac nong do khéc <
15%.
- M6 chuét
+ Do ding va dd chinh xéc
Do dung va do chinh x4c duoc thyc hién trong md dong nhat. Két qua & nong do 1,
5, 10 pg/ mL tuong (ng vaéi 3 mic nong do cao, trung binh, thap theo duong chuan
tuyén tinh va trong 3 ngay duoc tom tit & Bang 3.40 va chi tiét Phu luc 11.

Bang 3.40. Két qua thim dinh d6 dung va d6 chinh xac phuong phap dinh luong

PTX trong mo chudt

Nong do Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3

khaosat Ty l¢ phuchéi SD Tyléphuchsi SD Ty léphuchdi SD

(Hg /mL) (%0) (%0) (%) (%) (%) (%)
1 97,01 2,27 95,5 4,63 101,04 0,78
5 105,44 5,16 105,36 3,45 107,82 3,99
10 100,64 3,19 103,91 3,12 108,25 4,75

Liénngay Ty I¢ phuc hdi = 97,85 % - 106,21 %; SD = 2,56 % - 4,20 %
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Nhdn xét: D6 chinh xac trong ngay va khac ngay & cac ndng do khao sat dat yéu cau
cho phép vi c6 RSD nho hon 15%. Ty Ié hdi phuc, & cac nong d6 khao sét, trong
khoang 91,26 - 112,16%, dat yéu cau trong khoang 85% - 115%.

+ D0 dung va do chinh xdac tai gi61 han dinh lugng dudi (LLOQ)

LLOQ cua quy trinh dinh luong tir diém cudi duong tuyén tinh 1a 0,1 pg/ mL. Két
qua trinh bay tom tit trong Bang 3.41 va Phu luc 11.

Bang 3.41. Két qua thim dinh d6 dung va d6 chinh xac tai LLOQ phuong phép
dinh lugng PTX trong m6 chudt

) Dién tich pic Nong do eTX Nf“)l}g do E’TX Ty Ig phuc  SD
Mau AS IS AS/IS thuc te tim thay hoi (%) (%)
(Hg/ mL) (Mg/ mL)
1 9865 698324 0,0141 0,1031 103,11 3,11
2 9673 684340 0,0141 0,1032 103,17 3,17
3 8984 685302 0,0131 01 0,0957 95,69 4,31
4 9174 693420 0,0132 ’ 0,0966 96,57 3,43
5 9734 695464 0,0140 0,1022 102,16 2,16
6 9298 689434 10,0135 0,0984 98,44 1,56
B 99,86
RSD 3,38

Nhdn xét: D6 chinh xac: RSD 2 < 20 %; Do ding: ty 18 hdi phuc nam trong gidi han
80 — 120 % dat yéu cau ciia mot quy trinh phan tich dich sinh hoc.

* P 6n dinh

- Mb tho: Do 6n dinh PTX duoc khao sat & ndng d6 1,0 pg/mL va 20,0 pg/mL, két
qua trinh bay tém tat & Bang 3.42 va chi tiét Phy lyc 11.

Bang 3.42. Két qua tham dinh d6 6n dinh PTX trong dich chiét tir mé tho ¢ cac diéu

kién bao quan

Nong dé PTX Két qui Nong dé tim thAdy Ty 1é phuchdi  SD
(ug/mL) (ug/mL) (%) (%)
24 gié & nhiét do phong
131 Trung binh 1,30 08,98 1,53
! RSD (%) 1,61 1,61
19,78 Trung binh 19,71 99,66 0,37

RSD (%) 0,36 0,36
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Sau 3 chu ky dong — ra dong

131 Trung binh 1,32 100,51 1,02
’ RSD (%) 1,16 1,16

1978 Trung binh 19,74 99,78 0,49
’ RSD (%) 0,56 0,56

Sau 30 ngay ¢ nhiét d¢ -20 °C

131 Trung binh 1,31 100,25 0,76
’ RSD (%) 0,88 0,88

1978 Trung binh 19,85 100,35 0,35
’ RSD (%) 0,33 0,33

Nhdn xét: Ty 1& % phuc hdi PTX tir 98,6 — 101,36% va gia tri RSD < 15% nén chap
nhan d6 dung va do chinh xac caa phép do d6 6n dinh ciia mau thi.
- M6 chudt: Két qua khao sat ¢ hai nong d6 1,0 va 10,0 pg/mL. Két qua tom tit ¢
Bang 3.43 va chi tiét Phu luc 11.

Bang 3.43. Két qua tham dinh d6 6n dinh PTX trong dich chiét tir mé chudt

Nong d6 PTX Nong do tim thay Ty I¢ phuc hoi SD

(g/m)  Ream (ug/ L) (%) (%)
24 git & nhiét do phong
1 Trung binh 1,03 102,67 2,67
RSD (%) 2,45 2,45
10 Trung binh 9,85 08,47 1,53
RSD (%) 0,94 0,94
Sau 3 chu ky dong — ra dong
L Trung binh 0,94 94,33 5,67
RSD (%) 2,45 2,45
10 Trung binh 9,21 92,13 1,87
RSD (%) 0,60 0,60
Sau 30 ngay & nhiét d¢ -20 °C
1 Trung binh 0,90 90,33 9,67
RSD (%) 2,56 2,56
10 Trung binh 9,67 96,67 3,33

RSD (%) 1,35 1,35 39,15
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Nhdn xét: % tim lai PTX tir 88,70 - 105,46 % va gia tri SD < 15 % nén chap nhan
d6 dang va do chinh xac cua quy trinh thim dinh d6 6n dinh cua mau thir tai cac
diéu kien.
3.3.3. Thong s6 dwec ddng hoc va danh gia phan bé sinh hec trong mot s6 mo
thé va chudt caa hai ché pham bao ché chira PTX so véi ché pham déi ching
3.3.3.1. Két qud thuc nghiém nong dg PTX trong huyét fuwong tho

Nong d6 thudc PTX trong huyét twong tho sau khi tiém cac ché pham theo thoi gian
duoc thé hién trong Bang 3.44, Hinh 3.15 va chi tiét ¢ Phy luc 11.

Bang 3.44. Két qua khao sat ndong d6 PTX trong huyét twong tho (ug/ mL) sau khi

tiém thudc d6i ching Stragen®, dung dich dam dic va bot dong kho

Thoi diém Khoing wéc lwgng + SD

(phut) Thude ddi ching Dung dich dam dic Bot dong kho
5 24,837 + 4,116 30,589 + 7,455 10,538 + 1,756
10 17,473 + 3,513 20,624 + 8,439 7,816 + 1,578
15 12,673 + 0,390 12,501 + 5,568 5,030 + 1,099
30 7,542 + 2,485 8,042 + 4,084 2,675+0,794
60 3,756 £ 1,393 3,521 £ 0,889 1,063 + 0,319
120 1,458 + 0,700 1,622 + 0,394 0,625 + 0,361
240 0,839 +£ 0,404 1,067 + 0,180 0,390 £ 0,129

360 0,595+ 0,181 1,029 £ 0,170 0,000

Nhdn xét: Thuc nghiém khao sat nong do PTX trong huyét tuong cta dang bot dong
khé ciing thé hién mét sy giam ndng do lién tuc theo thoi gian trong huyét trong
tho. Nong d6 thuc giam manh trong 1 gio dau va on dinh tir 2 gio tro di, ddi Voi

bot dong kho dén thoi diém 6 gid gan nhu khong con thube trong huyét twong nira.
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Hinh 3.15. Biéu do nong d6 thuéc PTX cua thude dbi chung (1), dung dich dam dic
(2) va bot dong kho (3) trong huyét trong tho theo thoi gian

Két qua so sanh thong sé dugce dong hoc gitta thude dbi chiing, dang dung dich d¢am

dic va dang bot dong kho trinh bay tom tat & Bang 3.45 va chi tiét Phuy luc 11.
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Bang 3.45. So sanh cac thong sé duoc dong hoc trong huyét twong thé cua thude

d6i chizng vai ché pham dung dich dam dic va bot dong kho

Thé « AUCo-6 AUCo-» tus (qid) Va (litrkg)
ong so i |
J (ng.gio/mL) (pg.gio/mL) 12\ ‘ g
Thubc d6i chang 14,71+2,31 15,70x2,07  1,15+0,04 0,25+0,01
([i)?”g dungdichdam 16334753 1838242 1,36:0,21  0,21%0,06
ac
Dang dong kho 560+1,19 555138  0,87:0,09 0574010
, .. t -1,27 -2,05 -2,04 1,91
So sanh gitra
thudc chirng va
dung dichdam ¢ .. 245 2,45 2,57 2,57
dac
So sénh gitra t 13,21 7,06 -7,84
thudc ching va
dang dong kho
to,05 2,45 2,45 2,57

Nhdn xét: Nong do dinh trong huyét twong cua dang dong kho khé thap (trung binh

11,412 pg/mL) so véi dang dung dich dam dic (30,589 pg/mL) va thude dbi ching
(24,837 ug/mL). Céc thong sé duoc dong AUCo->6, AUCo->, t12 ciia dang dong kho

duoc cai thién so véi dang dung dich dam dic. So sénh giira thuéc ddi ching va

dang dong kho c6 khac biét ¢6 ¥ nghia thong ké khi t > to,es.

3.3.3.2. Két qud thirc nghiém néng dé PTX trong huyét fuong chugt

Két qua thuc nghiém duoc trinh bay tom tit & Bang 3.46, so sanh ¢ Bang 3.47 va

Hinh 3.16.
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Bang 3.46. Bang so sanh nong d6 PTX trong huyét twong chudt tai tirng thoi diém

gifta ché pham bao ché va thudc doi chiéu Anzatax®

Tr](‘ri Dung dich Anzatax® t to 05 Khéc bi§t coy
diem dam dac nghia thong ké
5 56,477+ 4,218 59,769+4583 1,36 2,23  Khong cé y nghia
10 41,946+ 2,269 42,827 +3,242 0,57 2,23  Khong cd ¥ nghia
15 29,969 + 2,124  31,945+4313 1,06 2,23 Khong co y nghia
30 20,262+ 1,704  17,485+2092 2,64 2,23 Co y nghia
60 7,330 £ 0,721 12,306 £ 1,272 9,04 2,23 Co y nghia
120 4,991 + 0,467 9,526 £ 0,762 13,04 2,23 Co y nghia
180 3,875+ 0,330 5262+0,624 511 2,23 Co y nghia
360 1,506 + 0,116 0,826 £ 0,061 12,48 2,23 C6 y nghia

Bang 3.47. Bang 50 sanh cac thong s6 dugc dong hoc trén chudt giita ché pham bao

ché va thuoc doi chiéu Anzatax®

Thong sb Dung dich dam dic Anzatax® Ti I8 (%0)
Crnax (Mg/mL) 50,434 63,483 93,62
AUCo6 (1g.h/mL) 43,733 53,595 81,60
AUCo-- qug.h/mL) 46,192 54,737 84,39
tuz () 1,132 0,058 118,13
V4 (I/kg) 0,202 0,189 106,81

Nhan xét: Khi tiém cung liéu 12mg/ kg ché pham bao ché va thubc déi chiéu
Anzatax® vao chudt nhat céi, ndng do thude dat duoc trong huyét twong cua ché
pham bao ché ludn nho hon thube d6i chiéu trong 3 gio dau va tai thoi diém 6 gio
thi cao hon han. Vao cac thoi diém 5 phat, 10 phit va 15 phit sau khi tiém, khac
biét nong do nay khong co ¥ nghia théng ké. Tai cac thoi diém theo doi sau do, sy
khac biét nong do nay c6 y nghia thong ké. Dua vao céc théng sé duoc dong hoc
trén chudt nhat cai trong Bang 3.47, so vai thube doi chiéu Anzatax®, ché pham bao
ché c6 céc thong s6 duoc dong hoc co mirc khac biét, ndng do dat duoc trong mau

thap hon so véi thude dbi chiéu nhung thoi gian luu giit lai 1au hon.
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Hinh 3.16. Biéu do ndng d6 PTX trung binh cua thudc ddi chimg (1) va dung dich

dam dic (2) trong huyét tuong chudt nhat theo thoi gian
Nhdn xét: Nong do thube trong huyét tuong chudt giam theo thoi gian, sy giam nay
rd rang nhat trong 1 gio dau va co6 xu hudng cham dan & nhiing gio ké tiép. Su
chénh léch nong d6 PTX gifra cac ca thé khac nhau trong cting mét 16 thir nghiém
khong 16n, xap xi trong khoang 10%.
3.3.3.3. Két qud phan bé PTX trong mé tho
a. Thudc dbi ching
Két qua phan tich ndng do PTX phan bd trong mé tho sir dung phuong phap phan
tich da duogc tham dinh, trinh bay tém tat & Bang 3.48 va Hinh 3.17.
Bang 3.48. Nong d6 PTX (ug/ g) trong md tho (TB + SD) cua thude di chiing (A)

Thoi gian Gan Than Phoi Buong trimg
0,5 gio 9,90 +0,78 6,03+0,50 8,26 + 0,43 1,53+ 0,40
2 gio 169+067 137+0,33 1,68%0,49 0,78 £0,12
4 gio 049+045 057+0,37 0,57+0,37 0,52 £ 0,45

8 gio 0,00 0,00 0,00 0,00
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Hinh 3.17. Buong biéu dién nong do PTX trong cac mé theo thoi gian sau khi tiém
tinh mach thudc déi chiing (A) véi liéu 6 mg/kg (TB + SD)

Nhdn xét: Vi liéu tiém 6 mg/kg, ndong d6 PTX phan bd vao md tho thir nghiém kha

10

cao. Nong do thudc tap trung trong md gan > phoi > than > budng trang. Thudc

giam nhanh trong 4 gio dau. Tu thoi diém 8 gio, nong do thude khong con du dé

phat hién. Cac mé c6 hé sé tudi mau cao ¢ ndng do thudc tap trung 16n (gan, phoi,

than).

b. Dang bao ché dung dich dam dic
Bang 3.49. Nong d6 PTX (ug/g) (TB + SD ) trong cac md tho

Thoi gian Gan Than Phoi Buong trimg
0,5 gio 14,78 + 2,69 10,71 +0,89 8,19 +1,14 1,61+0,16
2 gio 6,13 + 0,64 4,71+0,27 3,72+0,83 1,15+ 0,59
4 gio 1,73+ 0,04 212+0,31 1,96+0,30 0,14 + 0,03
8 gio 0,00 0,00 0,00 0,00
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Hinh 3.18. Puong biéu dién nong do PTX trong cac mé theo thoi gian sau khi tiém
tinh mach dung dich dam dic (B) vai liéu 6 mg/kg (TB + SD)



c. So sénh thudc d6i chitng va dung dich ddm dic

Két qua tom tat trinh bay ¢ Hinh 3.19 va Bang 3.50.
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Hinh 3.19. Phan bé trong md caa PTX sau khi tiém tinh mach liéu 6 mg/kg thudc

dbi ching (A) va dung dich dam dic (B) trén tho thir nghiém (TB + SD)

Nhdn xét: V&i cing diéu kién thi nghiém, liéu tiém 6 mg/kg, ndng d6 PTX tap trung

vao md gan nhiéu nhat, budng tring thap nhat, cac md than, phéi c6 mac phan b

thudc twong dwong nhau. Tir thoi diém 8 gid, nong do thube khong con du dé phat

hién. So sanh sy phan bé PTX trong cac mé giira 2 thudc, tir 0,5 gio dén 4 giod, ndng
d6 PTX cua dung dich ¢am dic (B) déu cao hon so véi thude dbi chung (A). Véi

cung diéu kién thi nghiém, liéu tiém 6 mg/kg, nong do PTX tap trung vao md gan

nhiéu nhat, buong triing thap nhat, cac md than, phéi c6 mic phan bé thude tuwong

duong nhau.



Bang 3.50. So sénh AUCos.sn ctia PTX trong md tho gitra thude ddi chiing va dung

dich dam dac (TB £ SD)

Mo Thudc chitng (A) Dung dich dam dic (B) Ty s6 AUCos.8n
Gan 11,83+ 3,04 27,00 £ 2,87 2,28
Than 8,63 1,97 22,64 £ 1,26 2,62
Phdi 10,84+ 2,12 18,53+ 1,59 1,71
Budng tring 4,08+1,13 3,64 +1,11 0,89
Téng cong 35,39 + 8,26 71,81+ 6,83 2,01

Nhdn xét: Gia tri AUCos.en cua dung dich ¢am dic (B) cao hon thudc so véi thude

ching (A), ty s6 AUCos.sn thude thit/ AUCos-en thudc chimg twong tng véi cac mo

gan, than, phdi, budng triing, tong cong cac mo 1a 2,28; 2,62; 1,71; 0,89 va 2,01.

3.3.3.4. Két qud phan bé PTX trong md chugt

a. Thude d6i chiing

Phuong phéap phan tich tham dinh dat yéu cau duogc ap dung khao sat nong do6 PTX

trong md chudt sau khi tiém thudc ddi chirng & Bang 3.51 va Hinh 3.20.

Bang 3.51. Nong d6 PTX (ug/g) (TB + SD) trong md chudt cia thude ddi ching

Thoi gian (gio) Gan(ug/g)  Than(ug/g)  Phdi (ug/ g)
0,5 58,70 £3,25  2153+256 12,32+0,75

1 45,65 £6,90 14,14 +1,62 9,79 +0,67

2 27,32 £3,71 10,03 £2,11 6,56 0,79

4 13,27 +1,67 5,39 £1,18 3,48 0,95

6 7,26 £2,54 3,29 +0,96 2,02 +0,71

8 0,17 £0,16 0,45 0,21 0,32 £0,09
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Hinh 3.20. Buong biéu dién nong do PTX (TB % SD) trong md chudt theo thoi gian
khi tiém thudc dbi ching

Nhdn xét: Vi liéu tiém 12 mg/ kg, nong d6 PTX phan bé vao mé chudt thir nghiém
cao. Nong do thudc tap trung trong mé gan > than > phéi. Thubc giam nhanh trong
4 gio dau. T thoi diém 8 gio, ndng do thude khong con du dé phat hién. Cac mo co
hé s6 twdi mau cao c6 nong do thudc tap trung 16n nhu gan, than, phoi. Picu nay
phu hop khi so sanh vai cac cong trinh nghién ctru trén chudt tha nghiém.

b. Dang dung dich dam dac
Phuong phép phan tich tham dinh dat yéu cau duoc &p dung khao sat nong d6 PTX
trong mo chuot sau khi tiém dang dung dich dam dac chira PTX ¢ Bang 3.52 va
Hinh 3.21.

Bang 3.52. Nong do PTX (ug/ g) (TB + SD) trong mé khi tiém dung dich dam dac

Thoi gian (gio) Gan (ug/g)  Than(ug/g)  Phoi (ug/ g)
0,5 60,80 +4,74 19,13 +2,71 13,32 £0,89
1 54,20 +3,24 14,61 £0,54 10,94 £ 1,14

2 31,09 4,24 10,31 +0,97 7,71 +£0,72

4 17,05 £3,43 5,85 +1,47 3,81 +0,98

6 9,11 +2,93 3,28 +0,73 2,16 +0,74

8 0,16 +0,04 0,33 £0,14 0,43 0,23
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Hinh 3.21. Buong biéu dién nong do PTX trong mé chudt theo thai gian sau khi
tiém dung dich dam dac (TB = SD)

Nhdn xét: Vi cung diéu kién thi nghiém, liéu tiém 12 mg/ kg. Dung dich d¢am dic
cho néng do PTX tap trung cao nhat & mo gan, sau d6 dén than va thip nhat 1a
phoi. Gibng nhu 16 thir thube dbi chang, thuée giam nhanh trong 4 gio dau.
Dua vao do léch chuan SD cua cac mé gan, than, phdi, nghién ctzu cho thiy md gan
la md c6 day bién thién rong nhat (4,74 pg/ g tai thoi diém 0,5 gid), & mo than ciing
kha cao (2,71 pg/ g tai thoi diém 0,5 gio). O hai mé nay thudc phan bd kém dong
déu gitra cac chuot thir nghiém trén cling mot thoi diém. Tuy nhién thudc van phan
bd kha déu & mé phoi (véi leéch chuan cao nhat 1,14 pg/ g o thoi diém 1 gio).
c. So séanh phan b6 PTX trén mo chudt cua dang dung dich ¢am dac (ché pham th)
vé6i thude ddi chiing
Két qua khao sat nong d6 PTX phan bé trong cac md theo thoi gian thé hién & Hinh

3.21 va tom tit so sanh cac gié tri & Bang 3.53.
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Hinh 3.22. So sanh phan b PTX (ug/ g) trong mé gan (a), than (b), phdi (c) cua
chudt sau khi tiém thubc ddi chung va ché pham thir dung dich dam dic chira PTX
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Bang 3.53. So sanh AUCo.sn ciia PTX trong mé chuét giira thudc ddi ching va dung
dich d¢am dic véi liéu 12 mg/kg (TB + SD)

Mo Thude d6i chitng  Dung dich dam dic
(Mg g) (Mg g) P
Gan 131,90 + 15,02 155,62 + 16,82 0,0453 (< 0,05)
Than 49,05 + 5,83 50,12 + 5,08 0,5752 (> 0,05)
Phdi 31,65 + 2,31 35,46 + 3,13 0,0453 (< 0,05)
Téng cong 212,60 + 18,86 241,20 + 16,26 0,0453 (< 0,05)

Nhdn xét: So sanh sy phan bd PTX trong cac mé gitta 2 thudce, tir 0,5 gid dén 4 gio,
nong do PTX cua dung dich ddm dic déu cao hon so véi thude ddi chitng & mé gan
va phoi. Con & md than thoi diém 0,5 gio nong 6 PTX trong thude ddi ching cao
hon so véi thudc thir, tuy nhién sau do, tai cac thoi diém 1, 2, 4 gid nong d6 PTX
cua dung dich dam dic lai cao hon so véi thude dbi ching. Tur thoi diém 8 gio,

nong d6 PTX thap, khdng thé phat hién trén sic ky do ddi véi ca hai ché pham.
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CHUONG 4. BAN LUAN
4.1. BAO CHE THUOC TIEM CHUA PTX DANG DUNG DICH PAM PAC
VA BOT PONG KHO
4.1.1. Khao sat tinh chat ly hoa cia ché pham déi chiéu
Stragen® duoc lra chon 1a ché pham dbi chiéu vi tai thoi diém nghién ciru day la dang
ché pham dung dich dam dic pha tiém chta PTX sir dung phé bién tai cac bénh vién.
Ham lugng PTX sau khi pha lodng trong dung dich tiém truyén NaCl 0,9% va glucose
5% dat tir 100,67 % dén 90,30% trong yéu cau gidi han cia Duoc dién USP [59] [60].
Ché pham ddi chiéu Stragen® da duoc cap sé ding ky vai tiéu chuan chat luong (theo
USP 36) duoc chap thuan theo quy dinh cia Bo Y té nhung trong qua trinh nghién
ctru cong thire bao ché dang dung dich dam dic va dang dong kho van thyc hién quy
trinh khao sat chi tiéu cam quan, pH (pha loang véi NaCl 0,9% dén liéu diéu tri), ham
lugng va d6 6n dinh céc dung dich sau khi pha lodng trong vong 72 gio sau khi pha
dé so sanh vai ché pham thi trong timg giai doan bao ché. Pay ciing duogc coi nhu
tiéu chuan quan trong cia ché pham vé mat bao ché dam bao 6n dinh phan liéu sau
khi pha loang trong thoi gian qui dinh.
Qua trinh khao sat tinh chat ly héa va ham luong cua ché pham di chiéu song song
vé6i ché pham thir trong qué trinh xay dung cong thic sau khi pha lodng trong dung
mdi theo chi dinh, cling nhu ghi nhan d6 6n dinh ctia cac thong s6 khao sat trong vong
72 gio 14 can thiét vi s& du kién dugc so bo thanh phan, ty 1é ta dugc trong cong thirc
bao ché cua ché pham thir.
4.1.2 Nghién ciru cong thiic bao ché dung dich dam dic
4.1.2.1. Khao sat thanh phan cong thirc
PTX duoc sir dung diéu tri ung thu bang pha loang dung dich ¢am dic PTX (6 mg/
mL — lo 5 mL) trong dung dich tiém truyén NaCl 0,9% hozc glucose 5% & 3 nong do
tri liéu 1a 0,3; 0,6 va 1,2 mg/ mL. Tuy nhién do dac tinh kh¢ tan trong nuéc cia PTX
nén san pham sau khi pha loang thuong khong 6n dinh vi vay phai str dung chét dién
hoat vé6i nong d6 I6n dé dam bao PTX duogc hoa tan va 6n dinh sau khi pha lodng

trong it nhat 24 gio. Cac chat dién hoat dugc nghién ctru dé hoa tan va 6n dinh dung
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dich sau khi pha 1a Kolliphor ELP va Tween 80. Pay 1a 2 chat dung phé bién cho
thudc tiém PTX (Kolliphor ELP) va dan chat Docetaxel (Tween 80) trén thi truong.
Dung méi phdi hop véi chat dién hoat dé diéu ché dung dich dam dic 1a ethanol (E)
tuyét d6i, mot dung méi hitu co twong d6i an toan so vai cac dung mai hiru co khac
dé hoa tan PTX tao dung dich dam dic. Két qua cho thay cong thirc chira tween 80
dat y&u cau dé ra va c6 nhiéu trién vong, can c6 nghién ctu cai thién thém dé co thé
rng dung vao thuc tién. Py ciing 1a mot cong thirc mai chua thay ¢é trong san pham
tiém nao chira PTX. Viéc st dung Kolliphor ELP tao dung dich sau khi pha loang 6n
dinh hon tween 80. Bén canh d6 ndng do Kolliphor ELP st dung trong khoang gidi
han ciia FDA (< 52,5 %), trong khi sir dung T80/ E (2 : 1) khi pha loing & nong do
1,2 mg/ mL thi ndng d6 tween 13 13% cao hon gidi han FDA (8%). Ngoai ra cong
thize sir dung Kolliphore ¢6 do nhét thap hon cong thirc sir dung tween. Yéu té do
nhét s& anh hudng dén qua trinh loc tiét tring va kho khan khi tiém mau cho dong
vat thir nghiém. Cong thic sir dung Kolliphor ELP 1am chét trung gian hoa tan véi ti
I& K/E 14 (1:1) duoc chon lya. Két qua bao ché dung dich ¢am dic 6mg/ mL sau khi
pha lodng dat 6 6n dinh vé cam quan va ham luong hoat chit trong vong it nhat 24
gio. Viéc thém acid citric 0,01 M vao thanh phan cua cong thirc nay mang lai sy cai
thién hon va cu thé 13 ham lugng PTX 6n dinh, dung dich hop thanh cham xuét hién
taa hon va d6 6n dinh sau khi pha loang kéo dai dén 72 gio twong duong véi thude
d6i chiéu. Cong thirc ciing dugc khao sat do 1ap lai bang cach nang 16 1én quy mé 150
mL, két qua cho thy cé su lap lai ching to qui trinh 6n dinh.

4.1.2.2. Qui trinh bao ché dung dich dam dic pha tiém truyén

Qui trinh bao ché dung dich dam dic pha tiém nhin chung 13 hoa tan don gian. Tuy
nhién do yéu cau vo khuan nén can phai tiét khuan san pham. Hai phuong phap tiét
khuan phé bién ddi véi thude tiém hién nay la tiét khuan san pham sau khi déng lo
(d6i vai san pham chiu dugc nhiét d6, 4p suat) va loc tiét khuan két hop pha ché trong
moi trudng vo khuan (cap do A/ B). Viéc tién hanh loc tiét khuan qua mang loc 0,22
um gap nhiéu kho khin do dung dich dam dic c6 do nhét 16n nén khé thuc hién &

qui md phong thi nghiém. Vi vay dé dam bao viéc vo khuan cho ché pham can thyuc
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hién tiét khuan cho ting cong doan véi qui trinh cu thé nhu sau: PTX va dung dich
acid citric loc qua mang loc kich thudc 0,22 um; Kolliphor ELP, lo, nGt hap tiét tring
& 121 °C/ 15 pht; qua trinh pha ché tién hanh trong khu vuc vé tring, cip sach A/B.
Khi nang cap 16 50 lo trong mot 16 pha ché, két qua vé mat cam quan, pH, do vo
tring, noi doc td va ham luong PTX dat yéu cau duoc dién [59] [60]. Nhu vay chat
lwong dung dich dam dic twong tng véi thude déi ching pht hop dua vao thir nghiém
tién 1am sang trén dong vat thi nghiém. Dung dich dam dic dugc diéu ché thanh cong
vé6i thanh phan twong ty thude doi chang.

4.1.3. Nghién cttu bao ché dang bt dong kho

4.1.3.1. Khao sat thanh phan cong thirc

Do PTX kho tan trong nudc, dé dam bao d6 tan, HP-B-CyD duoc dung dé tao phirc
bao véi PTX cai thién kha nang tan trong nude. Qua tham do khao sat, ti ¢ HP-p3-
CyD phu hop duoc st dung dé tao phirc véi PTX 14 0,4%. Pay ciing la gigi han cao
nhat caa HP-B-CyD trong thudc tiém tuy nhién dung dich sau khi pha loang chi 6n
dinh tdi da trong vong 1 gid do d6 can phdi hop thém chét 6n dinh gidp dung dich
bén vitng it nhat 24 gio. Nhiéu polymer duoc dung dé tao 6n dinh cho phic bao
trong d6 PVP K30 thudng duoc st dung. Két qua khi sir dung PVP K30 thi do bén
cua phirc dugc duy tri. Bidu nay phu hop véi gia thuyét cho rang cac polymer tan
trong nuéc tao thanh mot dang phirc bac 4 vai phirc hop thudc - cyclodextrin l1am
tang d6 on dinh biéu kién caa phic hop thudc-cyclodextrin. St dung thém PEG 400
phdi hop vai tween 80 véi ty 18 thich hop cho giup ting d6 tan PTX trong dung dich
dam dic va dam bao sy 6n dinh sau khi pha lodng trong dich truyén dén it nhat 24
gio. Két qua nghién ctu cho thay cac cong thic chi sir dung mot loai chat trg tan
PEG 400 hoic tween 80 déu thé hién dung dich sau khi pha loang kém bén (t6i da
dén 24 gid xuat hién tua trong khi thude d6i ching 1én dén 72 gio), chung to can co
su phéi hop cua ca 2 chat tro tan nay.

Thuc hién dong kho trén cac dung dich dam dac dat yéu cau sau khi pha loing cho
thiy kha ning déng ran cua dung dich kho do luong ta dugc long trong cong thic

chiém ty 1& cao, do d6 cac ta duoc tao khdi cho bot dong kho nhu lactose, sorbitol,
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glucose, arginin, leucin va manitol duoc lua chon thém vao dung dich véi vai tro ta
dugce don va tao khdi thude cho san pham dong kho. Két qua cho thay cong thic F
20 véi ty 16 PEG 400 va tween 80 sir dung lan luot 12 5% va 6% va manitol (mot ta
dugc dung pho bién cho tao khdi dung dich dong khé) cho kha nang tao khdi tét (san
pham déng kho c6 bé mat khd, min, chic, khdng ran nit).

Viéc thay thé dung mdi ethanol bang tertbutanol cho thay qua trinh dong khé cai thién
hon vé thoi gian (rat ngan) va tinh chat khdi bot dong kho van dat yéu cau dé ra, dic
biét Ia kha nang tai hoat chat gap 1,5 lan.

4.1.3.2. Quy trinh diéu ché bot dong kho pha tiém truyén

Két qua thir nghiém so bo trén 3 16 cia mdi cong thirc wng véi thoi gian tién dong
thay ddi lan luot 12 12, 24, 48 gid cho thay 16 3 vai thoi gian tién dong dai (48 gio)
dung dich thudc duoc dong ran hoan toan hon, cho san pham dong kho dong déu va
t6t hon hai mé con lai; hinh thiac khdi thubc min, it ran ntt va ran chic hon. Dung
dich sau khi pha lodng 6n dinh dén it nhat 12 gio.

- Pong kho hai 16 ttng véi thoi gian tién dong 1a 48 gio, giai doan 1am kho véi ap suat
lan luot 12 0,0394 mbar — 0,0108 mbar (quy trinh A) va 0,0108 mbar — 0,0026 mbar
(quy trinh B). Quy trinh dong kho véi &p suat thap - quy trinh B cho chat lugng khéi
thudc khd, ran chic va min hon so v&i quy trinh A, thoi gian duy tri d6 trong cua
dung dich sau khi hoa tan lai ciing dai hon. Lya chon quy trinh dong kho B vai thoi
gian dong lanh 48 gid, 4p suét giai doan lam kho so cap va tha cap 1a 0,0108 mbar va
0,0026 mbar dé tién hanh thuc nghiém khao sat téi wu ta dugc.

- Pha ché 3 16 cong thirc F20 va tién hanh dong kho theo quy trinh trén dé khao sat
tinh 6n dinh caa quy trinh. San pham dat c4c chi tiéu vé mit cam quan, ham luong
tuong ty ché pham dbi chirng. Nang cap sé lugng 50 lo trong maot 16 pha ché, tién
hanh trén 3 16 két qua vé mit cam quan, ham luong PTX va tap dat yéu cau theo chi
tiéu Dugc dién, chuy@n luan riéng thuéc tiém PTX [59] [60]. Nhu vay chat luong bot
dong khé tuong tng véi thude ddi chitng phi hop dua vao thir nghiém tién 1am sang
trén dong vat thi nghiém. Cong thtc va qui trinh bao ché bot dong kho pha tiém truyén

la san pham nghién ciru dau tién ¢ Viét Nam vé mit bao ché. Qui trinh diéu ché cho
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thiy c6 sy 6n dinh, c6 trién vong ap dung vao thuc tién.

4.2. TIEU CHUAN CHAT LUQNG VA PQ ON PINH CUA CHE PHAM PHA
TIEM CHUA PTX

4.2.1 Tiéu chuan chat hrong

USP hién hanh (USP 42) di c6 tiéu chuan caa dung dich dam dic pha tiém truyén
chia PTX. D4i vai ché pham bot dong kho pha tiém PTX 1a dang bao ché méi, chua
c6 cdng bd nén chua co chuyén luan riéng trong cac Dugc dién, ké ca USP va BP
hién hanh do vay tiéu chuan co so cia san pham bot dong kho chira PTX dugc xay
dung theo huéng dan cua cac phu luc 1.19 - Thudc tiém, thudc tiém truyén caa DDVN
V va USP 42.

Céc chi tiéu cua tiéu chuan co so déu dic trung cho chat lwong cua ché pham, bao
gom: tinh chat cam quan, d6 dong déu khéi luong/do dong déu thé tich, gisi han pH,
d6 vd khuan, noi doc tb vi khuan, do trong, dung dich hop thanh, ham luong nuéc,
dinh tinh, tap chat va ham luong PTX.

Cac yéu cau chat lugng cua ting chi tiéu dugc xay dung tham khao theo USP 42.
Riéng chi tiéu ham luong nuéc duoc thyc hién bang phuong phap Karl-Fisher, két
qua ham luong nude chinh xac hon phuong phéap khéi luong. Pay ciing l1a mot trong
cac diém mai cua luan an.

Cac chi tiéu caa bot dong kho pha tiém PTX duoc tham dinh béi Vién Kiém nghiém
Thudc Thanh phd H6 Chi Minh. Véi két qua nay, luan an cé thé dong gop thém
chuyén luan méi cho Duoc dién Viét Nam, chuyén luan thudc bot dong kho pha tiém
PTX.

4.2.2. Pj 6n dinh

- Tht nghiém d6 6n dinh cua ché pham dung dich ddm dic dugc bao quan ¢ diéu kién
l30 hoda cip toc (40 °C + 2 °C/ 75% + 5% RH) va diéu kién dai han (30 °C + 2 °C/
75% * 5% RH). Thir nghiém do 6n dinh cua ché pham dong kho duoc bao quan &
diéu kién 130 hoa cap toc (25 °C + 2 °C/ 60% + 5% RH) va diéu kién dai han (5 °C +
3 °C). Qua trinh thir nghiém do 6n dinh nham khao sat chat lugng ctia ché pham bao

ché va dam bao d6 o6n dinh cuaa 16 ché pham véi mot sé chi tiéu chinh trong subt qua
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trinh nghién ciru trén dong vat thi nghiém, khdng nhim muc dich tinh han dung, do
vay thoi gian nghién ctru d 6n dinh rat ngan hon so véi quy dinh khao sat ¢ 6n dinh
dé tinh toan han dung.

- Trong diéu kién bao quan dai han, ham lwong PTX cua 16 ché pham dung dich dam
dic va cua 16 ché pham déng khé van & mirc ham luong yéu cau tir 90 - 110 %. Nhu
vay 16 ché pham bao ché dua vao thir nghiém trén dong vat thi nghiém néu bao quan
trong lo kin, nhiét do 30 °C + 2 °C, d6 am twong ddi 75% + 5% RH &p dung véi dung
dich ¢am dic pha tiém; nhiét 6 5 °C + 3 °C ap dung véi bot dong kho s& dam bao on
dinh chat lwong ché pham thir trong sudt thoi gian nghién cau 24 thang

4.3. NGHIEN CUU THONG SO DUQC PONG HQC VAA PANH GIA PHAN
BO SINH HQOC TRONG MQT SO MO CUA HAI DANG BAO CHE SO VOI
THUOC POI CHUNG

4.3.1. Panh gia doc tinh cap cia hai dang bao ché

- Thudc PT>¢-ddi ching Anzatax® c6 LDso (29,84 — 38,56 mg/ kg) so vai ché pham
dang dung dich dam dac khoang tin cay ¢ ngudng p = 0,05 1a twong tu nhau (29,83 —
37,67 mg/ kg). Thudc bot dong kho c6 LDso trong khoang 35,72 — 45,75 mg/ kg cao
hon véi thudce d6i chung 1a 29,83 — 37,67 mg/ kg ¢ ngudng p = 0,05; két qua goi ¥
dang bot dong khé it doc hon so véi thude dang dung dich. Nhu vay, viéc khong sir
dung ta duoc Kolliphor ELP (c6 doc tinh) gop phan lam giam doc tinh cta san pham
trén thir nghiém dong vat.

- Tir gia tri LDso cua thude ddi ching, dung dich dam dic, bot dong kho va LDso dugc
Paramveer S. (2010) bao cio [49], dé tai chon liéu tiém ding trong thir nghiém khao
sat su phan bé cua PTX trén chudt nhat cua dung dich dam dic 1a 6 mg/ kg - 12 mg/
kg - 24 mg/ kg; tir d6 ngoai suy liéu thir nghiém trén tho cua dung dich dam dic va
bot dong kho 12 3 mg/ kg - 6 mg/ kg dya trén hé sé chuyén d6i lidu giita chudt nhit
va tho la 4.

PTX dugc pha trong NaCl 0,9% thanh dung dich c6 nong d6 1 mg/ mL dé tang thé
tich tiém, giam doc tinh trén dong vat thi nghiém ciing nhu gitp thao tac tinh thé tich

tiém thuan lgi. Nong d6 dung dich trung gian nay pht hop véi béo céo cua Lian FH.
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(20183) [37], Liu Xiangrui (2012) [40], Wang Ying (2011) [63].

Két qua khdng cd dong vat thir nghiém nao bi chét cling vai tin hi¢u trén sic d6 phan
tich bang HPLC cho thiy liéu tiém trén tho thich hop cho khao sat su phan bd cua
PTX la 6 mg/ kg; pht hop véi cac bao cao trude day vé lidu tiém khoang 5 mg/ kg
[40], 7 mg/ kg [24] va 8 mg/ kg [37]. Dbi véi liéu tiém trén chudt nhit, két qua cho
thiy liéu thich hop 1a 12 mg/kg, twong tw nhu cac bao céo vé liéu trong khoang 5 - 15
mg/kg [36], [62], 20 mg/ kg [61] va 30 mg/ kg [24].

Nhu vay, gia tri LDso thu duoc giup goi ¥ vé kha nang giam doc tinh cua san pham
bang c4ch thay d6i cong thic bao ché va dinh hudéng liéu thich hop cho cac thir
nghiém khao sat su phan bd cua PTX.

4.3.2. Phan bd PTX trong huyét twong dong vt thi nghiém

4.3.2.1. Chiét mau

Quy trinh chiét long-léng (LLE) duoc st dung chiét tach PTX tir huyét twong tho vi
cling 13 quy trinh chiét da va dang 4p dung phé bién nghién ciru ndng do thude trong
huyét tuong ngudi trong cac nghién ciru twong duwong sinh hoc tai Viét Nam. Cac
nghién cau cdng bd vé nghién ciru ndng do PTX trong huyét twong ctia dong vat ciing
déu sir dung quy trinh chiét long - 16ng [26] [38] [54], [65], [66]. Chiét pha rin (SPE)
cho hiéu nang tbt, cong sut Ién hon va co thé ty dong hod tuy nhién nhuoc diém 1a
thoi gian tién hanh 1au, kho thuc hién khi lwong mau nho va s luong nhiéu mau
(huyét twong) nhu trong dé cuong nghién ctru. Trong qué trinh nghién cuu, hiéu suat
chiét tir huyét trong tho cua IS (CAR) trong khoang 86,21 % - 98,63 % va AS (PTX)
trong khoang 77,93 % - 98,35 %; Hiéu suat chiét tir huyét twong chudt cia AS (97,66
- 117,36 %) va IS (98,18 - 101,15 %) dat so v&i yéu cau chung FDA [19] nén phuong
phap chiét long - long phl hop vai dbi twong mau 1a huyét twong thé va chudt thir
nghiém.

4.3.2.2. Thir nghiém trén tho

Tham dinh quy trinh

Dé tai xay dung quy trinh dinh lwong PTX trong huyét trong thé bing HPLC dua
theo nghién ciru cia Rajender G. [54] va huéng dan cia FDA [16] [17]. Guo W.
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(2005) [23], Fu-Heng va cong su (2015) [26] bao céo co thé &p dung phuong phap
LC/ MS; tuy nhién thiét bi nay chua duogc trang bi phd bién trong céc phong thi
nghiém Viét Nam nén d¢é tai dinh hudng ap dung phuong phap HPLC dau do PDA.
Theo hudng dan cia FDA (2018) [19], mot phuong phap phén tich sinh hoc can tham
dinh tinh dac hiéu, d6 chinh xac trong ngay (d6 lap lai) va lién ngay (d6 chinh xac
trung gian), d6 dung, giGi han dinh luong (LLOQ), dudng chuin va khoang tuyén
tinh, do phuc hdi va 6n dinh ngan han, dai han, sau cac chu ki rd dong. Dé tai da trién
khai tham dinh tat ca cac thdng s6 nay trén dong vat thir nghiém gilp cung cap co so
khoa hoc mot céch hé théng vé phuong phap phan tich PTX trong nghién ctu trén
dong vat thur nghiém.

Trong céc nghién ciu thir nghiém ché pham chira PTX trén dong vat di cong b cua
Fujita H. va cong su (1994) khéng cong bd chuan noi [24], [25]; Rajender G. (2009)
su dung carbamazepin [54], Guo W. (2005), Fu-Heng va cong su (2015) Wang Y.
(2011) str dung docetaxel [23] [26] [62]; Usha K.W. va cong su (2013) cdng b chuan
ndi « -naphthoflavon [61], Liang Taigang Y. (2012) cng b chuan noi osthole [38].
Nghién ctru da lva chon chuin noi carbamazepin vi la chat d6i chiéu hoa hoc sin co,
gia thanh ré va két qua trong qua trinh tham dinh cho thiy viéc sir dung chat chuan
noi carbamazepin dam bao dg diing va tinh chinh xac cho quy trinh dinh luwong PTX
trong dich sinh hoc.

So véi nhitng bao c&o vé quy trinh phan tich PTX trong huyét twong thé da dugc cong
bd con han ché, quy trinh tham dinh phwong phap xac dinh ndng dd PTX trong dich
chiét tir huyét twong tho dat cac thong sé theo yéu cau chung danh cho huyét tuong
ngudi cia FDA (2018) [19] nén cd thé ap dung dé xac dinh néng do PTX trong dich
chiét.

Mau véi ndng do 25 pg PTX/ mL (MOQ) ¢6 d6 6n dinh ngan han trong autosampler
va trong diéu kién phong vai ty 1& hoi phuc tir 98,07 % - 100,06 %. D6 6n dinh cua
chuan géc (500 pug PTX/ mL) dat yéu cau vé ty & hdi phuc trong diéu kién bao quan
-20 °C trong 30 ngay. Mau huyét trong tho 6n dinh nong d6 PTX sau 3 chu ki dong
réi ra dong ¢ -80 °C trong 60 ngay vai ty & hdi phuc 98,66 %. Ap dung bao quan
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mau chuan goc PTX ¢ diéu kién -20 °C trong 30 ngay va mau huyét tuong c6 PTX &
diéu kién -80 °C trong 60 ngay trong qua trinh tién hanh nghién ciru 14 phu hop.
Phan bg PTX trong huyét twong tho

Trén tho, két qua cho thay liéu 6 mg/ kg khong gay chét va khdng thé hién dau hiéu
cua doc tinh cép, tin hiéu dap tng cua PTX trén sic ky dd HPLC rd va 6n dinh. Do
vay, liéu 6 mg /kg dugc chon khao sat sy phan b PTX trong huyét twong so séanh véi
thudc d6i chitng Anzatax®.

Nong d6 PTX trong huyét tuong tho khac biét co y nghia thong ké gitra hai mau thir
(dung dich d¢am dic, bot dong khé) so véi thude ddi chirng dan dén su khac biét vé
cac thong sé dugc dong hoc, cu thé nhu sau:

- S0 v6i thude dbi ching AUCo-56, AUCo-w, tr2 lan luot 12 14,71 pg.gio/ mL; 15,70
1g.gio/ mL; 1,15 gio, dung dich dam dac c6 cac thong s6 cao hon (16,33 pg.gio/ mL;
18,38 pg.gio/ mL; 1,36 gio) trong khi dang bot dong kho c6 céac théng sé nay thap
hon (5,60 pg.gio/ mL; 5,55 pg.gio/ mL; 0,87 gio) & ngudng p = 0,05. O thoi diém 6
gio, khong dinh luong dugc PTX trong huyét trong d6i véi ca 3 ché pham.

- Dung dich dam dic c6 Va 0,21 L/ kg tuong tu thude dbi ching (0,25 L/ kg) va thap
hon bot dong kho (Va = 0,57 L/ kg), goi y kha nang phan b thudc vao md tho cua
bot dong khé t6t hon. Sy khac biét ndy c6 thé giai thich Ia do thanh phan va ty 18 ta
duoc & mdi dang bao ché da thay doi. Dang dung dich dam dic, ta duoc chinh I
Kolliphor ELP va ethanol khan trong khi & dang dong khé, ta duoc gom hdn hop
hydroxypropyl-p-cyclodextrin, PVP K30, PEG 400, Tween 80 va ethanol khan. Viéc
khong sir dung Kolliphor EL ¢ dang dong kho cd thé gop phan lam giam doc tinh cua
ché pham. Két qua nay budc dau goi y c6 thé nghién ciu phat trién dang bot dong
kho dé ang dung trén 1am sang.

4.3.2.3. Thir nghiém trén chuot

Tham dinh quy trinh

Phuong phép dinh lugng PTX trong huyét twong chudt nhat bang HPLC véi dau do

PDA, ndi chuan CAR tiép tuc duoc sir dung trong qué trinh tham dinh va dat yéu cau
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ciia mot quy trinh dinh lwong thude trong dich sinh hoc theo huéng dan caa FDA [19]
va twong ty voi mot s6 nghién ctiru di cong bé.

Diéu kién bao quan chuan géc va mau thir (v6i chuan goc ¢ -20 © trong 30 ngay va
v6i mau thir & -80 °C trong 60 ngay) dat theo diéu kién bao quan cua dich sinh hoc.
Mau phan tich 6n dinh ndng do khi bao quan trong autosampler trong 24 gid & 15 °C
Véi ty & phuc hdi trung binh 88,62 % (SD = 2,19 %) dam bao qué trinh phan tich
mau qua dém khong anh huong két qua.

So Vi cac bao cao trude day, do chinh xac trong ngay cta phuong phap da xay dung
(0,48 - 3,39 %) tuong tur két qua cua He Lian (2013) (< 9,64 %) [37], Taigang Liang
(2012) (2,91- 8,82 %) [38], Yonglu Wang (2011) (3,3 %) [62] va tot hon so véi cong
b cua Xiangrui Liua (2015) (6,65 — 11,9 %) [65]. Ngoai ra, 6 chinh xac lién ngay
thu duoc (2,96 - 8,21 %) tuong tu cdng bd cua Taigang Liang (2012) (4,07 — 11,25
%) [38], Yonglu Wang (2011) (3,7 %) [62] va tt hon két qua cua Xiangrui Liua
(2015) (8,23 — 9,88 %) [65]. Khoang tuyén tinh cua phuong phap c¢6 R? = 0,9993
tuong tu cdng bd Guo W. (2005) (> 0,99) [26], Taigang Liang (2012) (0,9991) [38],
Yonglu Wang (2011) (0,9992 [62]. P9 dung tai LLOQ (98,51 %) tuong tu Vi cong
bd Guo W. (2005) (99,0 %) [26], tot hon so véi He Lian (2013) (107,96 %) [37] va
Xiangrui Liua (2015) (105,0 %) [65]. Hiéu sut chiét AS (97,66 - 117,36 %) va IS
(98,18 - 101,15 %) cao hon so véi cdng b He Lian (2013) (AS: 88,3 - 90,15% %;
IS: 90,31%) [37], cua Taigang Liang (2012) (As: 82,07 - 88,63 %; IS > 80 %) [38],
tuong ty cua Yonglu Wang (2011) (AS: 97,7 %) [62].

Véi két qua tham dinh quy trinh phan tich PTX trong huyét twong chudt nhat bang
HPLC voi dau do PDA, noi chuian CAR dat yéu ciu theo huéng din cua FDA, quy
trinh phu hop tng dung dé khao séat sy phan bd PTX trong huyét tuong chudt nhat.
Phan bg PTX trong huyét tuwong chuét

- Feihu (2013) [20] Fujita (1994) [24] [25] d3 bé&o céo su phan bd PTX trong huyét
tuong chudt cong vai vu diém lwong mau lay duoc nhiéu. Nghién ctru ndy st dung
chudt nhét trang vi tinh phd bién tai cac phong thi nghiém va dang duoc nudi, nhan

giong theo quy trinh dat yéu cau GLP tai Vién Kiém nghiém Thudc Tp. H6 Chi Minh.
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Tir két qua khao sat LDso cho thay vaéi liéu 24 mg/kg, chudt giam van dong, phan xa
cham, véi lidu 12 mg/ kg chudt khdng cé dau hiéu bat thuong, tin hiéu dap tng cua
PTX trén sic ky d6 ré va 6n dinh hon 1iéu 6 mg/ kg; do dé dé tai chon lidu 12 dé khao
sat sy phan b PTX trong huyét twong chudt.

- D& tai da thiét 1ap duoc dudng biéu didn ndng d6 PTX trong huyét twong chudt theo
thoi gian tai cac thoi diém 5 - 10 - 30 - 60 - 120 - 180 - 360 (phut) sau khi tiém ché
pham dung dich dam dic va thude d6i chitng Anzatax®. So véi khoang cach giita cac
thoi diém lay mau da duoc bao céo trude day cua Ying Wang (2010) (0-2-4-6-8
gio) [63], khoang cach giita cac thoi diém ban dau ngan hon nén viéc ting s6 diém
ldy mau gilp dy doan chiéu hudng thay d6i nong d6 PTX trong huyét tuong va goi y
thoi diém thudc phan bé vao mé chinh xac hon.

- Tur két qua thu dugc cho thay nong d6 PTX trong huyét twong tai cac thoi diém 5,
10, 15 (phut) khéng khac biét gitra 2 mau thir; su khac biét tai cac thoi diém 30, 60,
120, 180 va 360 (phat) vé gia tri ndng do trung binh ciing nhu cac thong sé duoc
dong hoc theo mé hinh duoc dong hoc tuyén tinh giira dung dich dam dic va thude
d6i chiéu nam trong khoang cho phép (80 % - 125 % - chuyén dang In). Tir d6, c6 thé
két luan 2 ché pham dugc xem 1a twong tu duoc dong hoc trén chudt nhat cai khi tiém
tinh mach liéu duy nhat. Két qua ciing cho thiy nong 6 PTX trong huyét twong giam
manh tir thoi diém 30 phdt; goi ¥ kha nang PTX duoc phan bd vao md. Tir do, dé tai
chon thoi diém lay mau mé tir 30 phut sau khi tiém thudc trong quy trinh khao sét
ndng d6 PTX trong md.

- Khi so sanh duoc dong hoc cia PTX trén chudt nhat va trén tho caa ché pham dung
dich ¢am dic tiém tinh mach nhanh mét lidu duy nhat, duong do thi biéu dién nong
d6 PTX trong huyét twong theo thoi gian trong khoang tir 5 dén 360 phut sau khi tiém
trén chuét lieu 12 mg/kg va trén tho lieu 6 mg /kg twong tu nhau, cu thé: nong do
giam nhanh trong 1 gio dau sau khi tiém, tir 2 gio tro di, nong d6 PTX giam cham.
Quan sat nay phu hop véi cac bao cao trudc day cua Feihu W. (2013) [20], Li F.
(2018) [36], Liu Xiangrui (2009) [40], Yinglu Wang (2011) [63]. Tuy nhién, tai thoi
diém 360 phut sau khi tiém, dé tai khdng thé xac dinh dugc nong do PTX trong huyét
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turong chudt [dudi LLOQ (0,1 pg/ mL)] trong khi van xac dinh néng d6 PTX trong
huyét twong tho 1a 1,029 + 0,170 pg/ mL. Két qua nay cd thé goi y téc do thai trir
PTX trén chuot nhanh hon so véi véi trén tho.

- Pé tai tién hanh khao sat nong do PTX trong huyét twong trén ca chudt nhat va tho
nham cung cap bé sung dit liéu cho cac bao céo vé khao sat nong d6 thudc trong huyét
turong thé con han ché, déng thoi cung cip co sé so sanh dugc dong hoc cua cing
mot mau thir trén hai loai dong vat thir khac nhau.

4.3.3. Phan b6 PTX trén mé dong vat thi nghiém

4.3.3.1. Trén mo tho

Tham dinh quy trinh

- Quy trinh phan tich néng d6 PTX trong md thé bang phuong phap HPLC - PDA
dugc xay dyng dya trén nghién ciu cia Yumeng Wei (2014) [68] véi ndi chuan
carbamazepin va céac thong sé tham dinh theo yéu cau cua FDA [19].

- Két qua tham dinh va khao sat nong do PTX phan b trén mé gan, than, phdi va
buong trizng cua tho: Qué trinh tham dinh &p dung yéu cau vé thong sb tham dinh doi
vé6i phan tich dich sinh hoc bao gém: tinh tuyén tinh cua ndng do PTX trong céc dich
chiét tir md gan, than, phoi va budng trimg. Gidi han dinh luong dudi (LLOQ) ciing
duogc xac dinh tir duong tuyén tinh & nong d6 0,1 pg/ mL va d6 1éch tai LLOQ trén
mau mo gan, than, phoi, budng trimg déu < 20 %. Po chinh xac trong ngay c6 RSD
% va khac ngay c6 RSD % & cac nong do khao sat dat yéu cau khi so véi cac nghién
ctu hién dang ap dung tai Viét Nam khi thim dinh quy trinh dinh Iuong thudc trong
huyét twong ngudi tinh nguyén. Nhu vay, phuong phap dinh lwong PTX bang HPLC
v6i diéu kién sic ky da tham dinh kha thi dé ap dung trén tho thir nghiém trong diéu
kién phong thi nghiém tai Vi¢t Nam.

- Hiéu suét chiét PTX trong khoang 96,4 - 111,1 (%) v&i RSD % tuwong &ng VGi Cac
muc nong do thap (1 pg/ mL), trung binh (10 pug/ mL), cao (20 pg/mL) 14 3,3 %; 4,1
% va 1,0 %. Po ding co ty 1& hdi phuc lién ngay tai 03 muc ndng do lan luot trong
khoing 88,1 - 103,0 (%): 94,3 - 105,4 (%) va 98,5 - 99,0 (%). Tai LLOQ c6 ty I¢ hdi
phuc 101,7 %. Nhu vay, phuong phap chiét PTX tir dich sinh hoc tir md thé c¢6 do
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chinh xac va ty 1& phuc hoi cao. Céc két qua nay chua dugc tim thiy trong cac cong
bd caa cac cong trinh nghién ciru trude day.

- Két qua khao sat ¢ 6n dinh cua ndng d6 PTX trong md than tai mac nong do 1,0
ng/g va 20,0 pg/g & diéu kién ngan han (24 gio) ty 1& phuc hdi trong tng 99,7 % va
99,7 %; & diéu kién dai han (30 ngay) twong tng 100,4 % va 100,3 %; ¢ diéu kién
déng-ra dong twong tng 100,8 %; 99,8 %. Phan tich théng ké cho thiy cac gia tri
trung binh caa mdi néng d6 khac nhau khong c6 ¥ nghia. Khi tiép tuc cac giai doan
tham dinh tiép theo va khao sat trén cac mo gan, phoi, budng trimg ciing dat yéu cau
tuong tu VGi Y8u cau caa quy trinh tham dinh thudc trong huyét twong ngudi. Do do,
mau md chira PTX c6 thé bao quan & nhiét do phong trong 24 gid va o diéu kién nhiét
d6 -20 °C trong 30 ngay va 6n dinh nong d6 PTX sau 3 chu ki dong — rd dong. Piéu
nay dam bao qué trinh phan tich kéo dai van duy tri 6 6n dinh néng d6 PTX trong
mau & diéu kién bao quan du kién.

Phan bé PTX trén m6 tho

- Véi liéu tiém 6 mg/kg caa ca 2 mau thir (dung dich dam dac va thude ddi chiéu)
nong d6 PTX tap trung & md gan cao nhat, budng triing thap nhat, cac mé than, phoi
c6 mirc phan bé twong ty nhau. T thoi diém 8 gio, ndng d6 PTX trong cac md khdng
thé phat hién tin hiéu khi phan tich trén sic do.

- Trong khoang thoi gian tir 0,5 gio dén 4 gio, nong 6 PTX trong tat ca cac md khao
sat cua dang dung dich dam dic cao hon so véi thude dbi ching. Ngoai ra, ty sb
AUCo5.8n ché pham thi/ AUCos.sn thude d6i chitng & cac mé gan, than, phéi, budng
trirng va tong cac mo lan luot 14 2,28; 2,62; 1,71; 0,89 va 2,01. Céc két qua nay goi y
dang dung dich ddm dic c6 kha ning phan bd vao mé cao hon so véi thude déi ching
khoang 2 lan.

4.3.3.2 .Trén mo6 chuot

Tham dinh quy trinh

- Két qua tham dinh va khao sat nong do PTX phan bé trén m gan, than va phoi. Sau

khi mé duoc ddng nhat hoa, tiép tuc st dung phuong phap chiét long - long dé duoc
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dich chiét sinh hoc dua vao phan tich. Qua trinh thdm dinh ap dung yéu cau vé thdng
s6 tham dinh ddi véi mét quy trinh phan tich duoc chét trong dich sinh hoc.

- Quy trinh HPLC dau do PDA dé xac dinh nong do PTX trong mé chudt dugc xay
dung dua trén cac nghién ciu cua Feihu Wang [20], Guo W. [26], Rezazadeh M. [65]
vé6i noi chuan diazepam va cac thdng sé tham dinh theo yéu cau caa FDA (2018) [19].
Noi chuan carbamazepin khong ap dung dwoc véi nghién ciru dinh lwong PTX phan
bd trén mo chudt du da ap dung kha thi trong qui trinh dinh lwrong ndng 6 PTX trong
huyét tuong tho, md tho, huyét twong chudt do trong qué trinh khao sat, tin hiéu trén
sic ky do cua noi chuan CAR khong tach duoc khoi cac tin hiéu nhiéu duong nén va
pic PTX. Noi chuan diazepam ciing 1a mot chuan ddi chiéu sin c6 va gia thanh khdng
dat nhu cac ndi chuan khac (Doxetaxel) [37].

- Qua trinh tham dinh tham khao tir quy trinh dinh luong thudc trong huyét tuong
nguoi tinh nguyén [19] bao gdm: Xac dinh gidi han dinh luong dudi (LLOQ) tir
duong tuyén tinh va d6 1éch tai LLOQ (0,1 pg/ mL) trén mau mé gan, than, phéi (déu
< 20 %) twong ty bdo céo ciia Guo W. [26], Rezazadeh M. [65]; Hiéu suat chiét PTX
Véi gia tri RSD tir 87,8 - 99,1 % twong ung Véi cac mirc nong do thap (1 pg/mL),
trung binh (5 pug/ mL), cao (10 pg/ mL) chua thiy c6 trong cac cong bé trude day; do
dung c6 ty 1& hoi phuc lién ngay tai 03 mtc nong do (95,0 - 108,2 %) va tai LLOQ
(99,9 %) tuwong tu bdo cdo cua Guo W. (96,4 - 107,0 % va 98,9 - 103,0 %) [26]; do
chinh xéc & cac ndng do khao sat trong ngay (1,7 - 6,8 %) va khéac ngay (3,5 %) tuong
tu bao cdo cia Guo W. (6,8 - 12,5 % va 8,7 - 14,0 %) [26]; dat yéu cau tham dinh
d6i v&i mot phuong phap phan tich duoc chat trong dich sinh hoc. Céc thong s6 tham
dinh da tham khao tur cac bao cdo ciia Guo W. [26], Rezazadeh M. [65] ciing khao sat
thong sb tuong tu trén dong vat thi nghiém tuy nhién cong b6 khong day du.

- Két qua phan tich thong ké do 6n dinh cua nong d6 PTX khao sét trong md than ¢
diéu kién ngan han 12 24 gio; diéu kién dai han 12 30 ngay; ¢ dicu kién dong - ra dong.
Két qua théng ké cho thay céc gia tri trung binh caa mdi ndng d6 khéac nhau khong
¢6 ¥ nghia. Do ¢6, mau md chudt chira PTX ¢d thé bao quan ¢ nhiét do phong trong

24 gio, ¢ nhiét d6 - 20 °C trong 30 ngay va 6n dinh sau 3 chu ki dong — ra dong.
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Phan bé PTX trén mo chugt

- Pé tai khdng dung gia tri RSD % dé biéu thi mac d6 dong déu caa ndng do thude
trong mé giira cac chudt thir nghiém tai mot thoi diém, vi do bién thién 16n ¢ cac thoi
diém cudi. Thong sé SD (%) duoc sir dung trong céc nghién ciru 1am sang nén ciing
duoc 4p dung trong nghién cau. Két qua SD ¢ thoi diém 0,5 gio twong Gng véi md
gan (3,25), than (2,56), phéi (0,75) cho thiy gan 1a mé cd dai bién thién rong nhat c6
thé 1a do sy chuyén hoa thudc & gan thay d6i dang ké giira ca thé riéng lé.

- B6i véi ca 2 mau thir, tai thoi diém 0,5 gio nong do PTX & cac md khao sét 1a cao
nhét, tir 2 — 4 gio ndng d6 PTX trong mé giam nhanh. Gia tri AUCo-sn 4 2 ché pham
& gan la cao nhat (thude ddi chung: 131,9 pg.h/ g; dung dich dam dic: 155, 62 pg.h/g)
tiép sau d6 1a than (49,05 pg.h/g va 50,12 pg.h/ g) va thap nhat Ia phéi (31,65 ug.h/
g va 35,46 pg.h/ g). Biéu nay cho thay mic do PTX phén b vao cac md lan luot gan
> than > phoi. AUCo.sn ché pham thir & gan va phoi cao hon thube dbi chiing c6 v
nghia. Nhu vay, ché pham thir nghiém c6 kha ning phan bb vao 2 mé gan, phdi tét
hon thube ddi chirng vai do tin cay 95 %. AUCo-en & than ciia ché pham thir va thube
d6i chimg khong khac nhau cé ¥ nghia, dan dén kha niang phan bd & than cua ché

pham thir va thudc dbi chiéu tuong tu nhau.
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PIEM MOI CUA BE TAI

Nghién ctiru bao ché bot dong kho pha tiém chira PTX trong diéu kién thi nghiém
c6 do 6n dinh dai han ¢ diéu kién bao quan 2 - 8 °C. Ham luong PTX 6n dinh & cac
16 thir nghiém. Tiéu chuan chat lwong cua bot dong kho di dugc tham dinh va dat céc
thong sb yéu cau cua 01 tiéu chuan chét luong theo dugc dién. Nhu vay dang bot
dong kho dat yéu cau chat luong cua ché pham bot pha tiém chira PTX. Néu tiép tuc
nang ¢ 16, danh gia do 6n dinh dai han va du doan han ding phu hop, tiéu chuan c6
thé dé xuat ban hanh chuyén luan dugc dién.

Nghién cttu danh gia phan bé sinh hoc cua thudc tiém chira PTX bao ché trong
phong thi nghiém va so sanh vai thude d6i chung la ché pham dang dung dich dam
dic. San pham Ia cac dich chiét tir huyét twong va mé dong vat thi nghiém duoc danh
gia theo yéu cau tham dinh quy trinh phan tich cua dich sinh hoc, két qua céc thong
s6 dat yéu cau, quy trinh xir Iy mau 6n dinh. Ap dung trén cac ché pham két qua ban
dau cho thay c6 su khac biét vé nong d6 PTX trong huyét trong va phan b trong
mot s6 md cia dong vat thi nghiém giira ché pham bao ché va thudc ddi chiing. Nhu
vay, quy trinh c6 thé ap dung trong qué trinh nghién ctu tién 1am sang cac dang bao
ché méi truge khi dua vao nghién ciru 1am sang.

Trong nghién ctru di ap dung phuong phap chiét long - l16ng va ki thuat HPLC a
thiét bi phd bién trong cac phong thi nghiém tai Viét Nam nén huéng phét trién
phuong phép phan tich ndng d6 thudc trong dich sinh hoc chiét tir huyét twong va mo

dong vat thr nghiém vai ki thuat nay 1a kha thi trong nghién ctu tién 1am sang.
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KET LUAN
Tir nhitng két qua nghién ctu, ludn 4n d3 hoan thanh cac ndi dung dit ra. Céc két
qua nghién ctru dat dugc nhu sau:
1. Xay dung cbng thic va quy trinh diéu ché thudc tiém truyén chira PTX véi hai
dang bao ché dung dich dam dic va bot dong khé pha tiém truyén tuong duong ché
pham dbi chiéu Stragen®.
Dung dich dam dic chira PTX dung dé pha truyén tinh mach duoc diéu ché theo quy
trinh dat y&u cau vé do vo khuan va chat gay sét cé thanh phan:
Paclitaxel ..o 30 mg
ACI CItIC oo 10 mg
Kolliphor ELP va ethanol khan (1:1) .....vd 5 ml
Thudc bot dong kho pha truyén tinh mach chira PTX ¢6 thanh phan:
Paclitaxel.......cccoveviiiiiiece e 24 mg
Hydroxypropyl — B — Cyclodextrin......... 107 mg

Polyvinyl pyrrolidon K30............c.......... 533 mg
Polyethylen glycol 400 ..........ccccovvenennee. 1,3ml
TWEEN 80..ceeeiieeeieiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 1,6 ml
MaNItOl .. ..o 1979

Pa nang ¢& 16 va xac dinh quy trinh bao ché bot dong kho 50 lo/ 16 ; va két qua nghién
ctru chat lugng trén 03 16 lién tiép da chiing to quy trinh on dinh.

2. bi xdy dung dugc qui trinh quy trinh dinh lugng PTX va tap lién quan trong ché
phdm bang phuong phap HPLC va thim dinh dat yéu cau theo ICH va di &p dung
kiém nghiém cho ca dang dung dich dam dic va dang bot dong kho chira PTX. Ché
pham dung dich ¢am dic pha tiém truyén chia PTX dat tiéu chuan USP 42, 6n dinh
sau 24 thang & diéu kién bao quan dai han (30 % 2 °C/ 75 + 5% RH). Ché pham bot
d6ng kho pha tiém truyén chira PTX dat tiéu chuan thudc bot pha tiém ctua Duoc dién
Viét Nam V, 6n dinh sau 24 thang & diéu kién bao quan dai han (5 + 3 °C). Tiéu chuan
chat luong bot dong kho pha tiém truyén chia PTX di duoc Vién Kiém nghiém
Thudc Tp. H5 Chi Minh tham dinh.
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3. bi nghién ciru thdng sé duoc dong hoc va danh gia phan bé sinh hoc trong mot sé
md cua hai ché pham bao ché chira PTX so sanh véi ché pham ddi chiing vai cac két

qua cu thé sau:

- P xdy dyng va tham dinh quy trinh dinh lugng PTX trong huyét twong va mo (gan,
than, phéi, budng trirng) cua thé va chudt bang phuwong phap HPLC. Cac thong s6
tham dinh dat y&u cau cua quy trinh phan tich thudc trong dich sinh hoc theo EMA
va FDA. Ap dung quy trinh dinh lugng xac dinh cac thong sé duoc dong hoc va nong
d6 PTX trong huyét twong va phan b trong cac md theo thoi gian. P6i vai dung dich
dam dac, cac thong sé duoc dong AUCo.56, AUCo->«, ti2 trong tur 0 véi thude doi
chtng trong khi dang bot dong khé cho thay su khac nhau c6 ¥ nghia théng ké & cac
thong s6 dugc dong AUCo->«, t2 VA & thoi diém 6 gio hdu nhu khong con dinh lwong
dugc PTX trong huyét tuong. Xu hudng thay doi thong sé duoc dong hoc co thé dy
doan xu hudng phan b thudc vao mé néu dinh huéng tac dung thude trén mot sé co
quan. O nghién ciu dang dong kho c6 thong s6 Vg ting hon so véi thude dbi ching
s& du doan kha niang phan b thudc vao mo s& Ion hon.

- Quy trinh khao séat phan b thudc PTX trong mé dong vat thi nghiém 1a nghién cau

dau tién tai Viét Nam c6 thé ap dung phu hop véi cac nghién ciu tién 1am sang trong

nghién ctru bao ché thuéc quy mé phong thi nghiém tai Viét Nam.
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KIEN NGHI

Dé hoan thién dé tai, can thyc hién thém cac néi dung sau:

- Nghién ctu nang cap ¢& 16 qui mo pilot dang bao ché dong khé va tbi vu quy mo
san xuat pilot.

- Y&u cau vé chat luong cua cac chi tiéu trong tiéu chuan chét luong can duoc tiép
tuc khao sét trén ¢4 16 pilot dé xay dung thanh chuyén luan duogc dién Viét Nam.

- Panh gia d6 6n dinh cua dang dong kho ¢ diéu kién bao quan dai han va 130 hoa cap
téc theo thoi gian quy dinh va dé xuat han dung.
- Khao sat dang phan bé sinh hoc cua dang dong kho tir quy trinh san xuat pilot trén

mo tho va chudt thi nghiém dé c6 sy danh gia vé phan b so véi thude ddi chizng cling
dang bao ché.
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Certificate of analysis
Product Name Paclitaxel Batch Murmbser 20081201
Quantity 1091.245g Test Standard “:““"‘“‘ Standard
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Manufacturar Date Daecembar, 2009 Expiry Date December. 2010
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PHU LUC 3
HINH ANH THUOC POI CHUNG VA CHE PHAM THU

Paclitaxe|
-~ Stg\)gen

Hinh PL 3.2. Ché pham dung dich dam dic pha tiém chia PTX (6mg/ mL - 5 mL)
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Hinh PL 3.3. Ché pham bot dong khé pha tiém chira PTX (24 mg/ lo)
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PHU LUC 4
DUNG DICH PAM PAC PHA TIEM CHUA PTX
A. SO PO CAC GIAI POAN PHA CHE

PTX, acid citric

Ethanol khan

»
>

A

y

Loc qua mang 0,22 um

Chai thay tinh, nut cao
su hap 121 °C/ 15 phut

Kolliphor EL

Hap 121 °C/ 15 phut

\/

Dung dich dam dac chaa
PTX ham lugng 6 mg/mL

»
L

A

y

Dong chai, day nép,
boc parafin

y

A

Kiém tra ham luong,
danh gia
d6 vo tring va chat gay sét

Hinh PL 4.1. So d6 quy trinh pha ché
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B - MO TA CAC CONG DOAN SAN XUAT
B.1. QUI PINH CHUNG

— Trong qua trinh san xuat, ho so 16 luon di cing vdi san pham.

— Ki€m tra cdc nguyén liéu dau vao dé ddm bao cac nguyeén liéu nay ding va ph hop
véi tén, s& lugng, s6 16 kiém so4t,... vao thoi diém san xuat.

— Thuoc tiém vo tring phai duge san xudt & khu vuc vo tring vé6i su kiém sodt dic
biét va chi ¥ loai vi sinh vat va sy nhiém cdc tiéu phan. T4t cd cdc nguyén tic, chi
dan va ky thuat vo tring phai dugc giam sat & tdt ca cdc giai doan.

— Kiém tra rang khu vuc san xuat va tit ca cic thiét bi can thiét duoc vé sinh sach va
khong con bét ky ddu v&t nao tir cac san pham trude dé khi ching duoc st dung.

— Tat ca cac thiét bi cin thiét cho san xuat va thiét bi loc vo tring phai dugc tiét trung
trong nodi hdp & nhiét do 121°C trong 20 phut.

— Phai mac ding trang bi bao ho lao dong, vé sinh sach s& trudc khi vao phong vo
trung.

B.2. QUI TRINH SAN XUAT

1. Céc budc chuin bi trudc qua trinh san xuat

1. Kiém tra va phan loai t4t c cdc nguyén vat liéu déng géi theo yéu cau dé bao dam
su chinh x4c, phii hop v€ tén, s6 luong, s6 16 kiém sodt, mau sic, ndi dung, hinh
thic. ..

2. Kiém tra va bdo ddm phong déng & tinh trang vo tring.

3. Tiét trung bom déng, kim déng, day silicon din dich thudc ciia may déng lo va
day nit cao su, dung cu can, ... trong ndi hap & 121°C trong 20 phiit trudc khi
dung.

4. Kiém tra khu vic pha ché, dong thudc, déng géi va tat ca cac thiét bi gébm bo phan
doéng thube va dan niit cao su, may déng lo, may xié€t ndp nhom, mdy in phun, may
dan nhan, may gdp don dugc vé sinh sach va khong con bat ky ddu vét nao ctia san
pham truéc do. ‘

5. Hop carton, nhan va bao bi déng géi trong phai dugc kiém tra, phan loai va dé’ -
trong cac thung gidy ctng ¢6 ddn nhan véi ghi chid vé s6 luong.

6. Séan pham phai duoc ddn nhan & tét ca cic cong doan déng thudc va déng goi.

2. Xir 1y bao bi dong géi so cap
2.1. Xwt ly lo thuy tinh
- Lo thay tinh duogc rlra bing may rira siéu am JCXP III va tiét tring qua ham sdy
HSTRUCK ¢ nhiét do 350°C trong 45 phuit.
- Lo sau khi ra khoi hdm sdy dugc dé€ nguoi va chuyén sang may déng lo. Lo vo
trung chi duogc st dung trong vong 24 gid sau khi sdy.
2.2. Xu ly nit cao su
- Niit cao su dugc rira 3 14n véi nudc cit va dem hép tiét tring bang mdy hap nut cao
su 2 ctra XG1.DWS.0,24B & 121°C trong 20 phiit, thoi gian 1am kho 45 phiit.
- D€ nguoi 161 chuyén vao phong déng vo trung. C4c nit cao su vo trung chi su
dung trong vong 24 gid sau khi sdy.
2.3. Xut Iy nap nhom
- Cho nap nhém vao dung dich Natri laurylsulphat 0,1%, khudy dao trong 1 phuit.
Rira lai bang nudc may 4 14n, nudc tinh khiét 2 14n va trang lai 2 14n bang nudc
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cit.
- Dem say kho & 80°C trong 4 gid bing ti sdy nap nhom CDO3.
- DE nguodi va chuyén vao phong xiét nip nhom.

3. Pha ché
3.1. Can nguyén liéu
- Cac nguyén liéu déu phai c6 phicu kiém nghiém dat tiéu chudn.
- Can cac nguyén liéu theo cong thic & phan P.3.1. D€ riéng timg loai, ghi nhan.
3.2. Pha ché
- Cho luong cremophor RH 40 da can vao binh pha ché Pharmatec. Gia nhiét 1én
nhiét d6 khoang 60°C (cremophor s& chdy 16ng).
- Bat canh khudy, cho tir tir lugng paclitaxel da can vao binh pha ché. Khudy cho
dén khi nguyén liéu tan hoan toan.
- Lam mat dung dich trong binh pha ché xuéng nhiét do khoang 30°C.
- Cho tir tir lugng ethanol vao binh pha ché€ cho t6i thé tich yéu cdu. Khudy ti€p
trong 15 phiit d€ dung dich déng nhat hoan toan.

4. Loc tiét trang

- C8p khi nén d3 loc vo trung, ap suat 0,5 - 2,0 bar vao binh pha ché Pharmatec dé
ddy dung dich thuéc chay qua hé thong loc 0,45um va 0,22um.

- Kiém tra ban thanh phdm:
+ Do trong, mau sac: Dung dich trong sudt, khong mau dén mau vang nhat, khong
c6 vat thé la nhin thdy bing mat thudng.
+pH: 3,0-7,0.
+ Dinh luong: Ham luong paclitaxel trong ché phdm phai tir 90,0% - 110,0% so
v&1 ham luong ghi trén nhan.

- Ban thanh ph4m dat tiéu chuin dugc dem déng lo.

5. Dong lo - day niit cao su - xi€t nip nhom

- Van hanh mdy déng lo Auto AMPACK theo SOP T1IQTVHO016. Qua trinh dong
dich va day nit cao su dugc thuc hién dudi LAF vo tring cia may dong lo.

- Kiém tra thé tich thudc déng vao lo khoang 60 phit mot 1an va ghi lai vao ban
theo déi thé tich dong.
Theé tich déng theo tieu chudn: 5,0 ml/lo (gi6i han 5,0 — 5,5 m/lo).

- Kiém tra do trong cha dung dich thudc déng trong lo khoang 60 phit mot 1an va
ghi lai vao ban kiém soat trong qud trinh.

- Céc lo sau khi dugc déng dich thudc va day nit cao su dugc chuyén vao cac khay
va chuyén qua th chuyén sang phong xiét nip nhom dé xiét nip.

- Soi kiém tra thudc bang may V90 — AVSB/60 LR.

- Van hanh mdy soi theo SOP T1IQTVHO007.

- Loai bé 1o khong dat yéu cau: Lo c6 vat thé la, lo xiét nip hong, lo nit va...

- Thong bdo v6i phong kiém nghiém 14y mau kiém nghiém todn bo cdc chi tiéu
theo tiéu chusn s6: 0471 - 042 - 12.

7. Déng goi
- Ti€n hanh in nhan lo theo yéu cau in (s6 16 SX, han dung).
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- Daén nhan lén cic lo di dugc kiém nghiém dat tiéu chudn.

- Kiém tra to hu6ng din sir dung, tién hanh gip don.

- Kiém tra noi dung in trén mdi hop carton (ngay san xudt, s6 16 SX, han dung).

- Cho 01 lo thudc tiém truyén Radicel 30 da dugc ddn nhan kém 01 t& hudng dan s
dung thudc vao 01 hop carton da duoc in ddy du noi dung.

- Xép cidc hop thubc vao thung carton. S6 luong hop thudc phai phit hop véi s6
luong ghi trén nhan thing. Trén nhin thing ghi r6: tén thudc, s6 lugng, s6 10 SX,
ngay SX, han ding, noi SX, ngudoi déng goi.

- Sau khi déng thing xong ddn nhan chd ki€ém nghiém.

Thong bdo v6i phong kiém nghiém 14y méu kiém nghiém toan bo cac chi tiéu theo
tiéu chudn s6: 0471 - 042 - 12.

8. Nhap kho ;
- Thanh phém c6 phiéu kiém nghiém dat tiéu chudn dugc nhap kho.
- Bao quan: Noi kho, du6i 30°C, tranh 4nh sang.

Ne b B mo: g
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VIEN KIEM NGHIEM THUOC
TP. HO CHI MINH

200 Cé Bic — Q.1 - TEHCM

B 38368453 — Fax: 38367900

PL-13

CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM

Déc Lap - Tu Do - Hanh Phic

PHIEU PHAN TICH

Ma s6: DC/P-QA-03/F03

(Két qua dwgce dam bdo theo mau givi t6i kiém nghiém)

MAu kiém nghiém

Noi san xuit

S6 16

S$6 ding ky kiém nghiém
Pon vj giri miu

Nguoi giao miu

Ngudi nhdn miu

Ngay giao nhin miu
Yéu ciu kiém nghi¢m

Tiéu chuin hode tai liéu ap dung

Tinh trang mau khi nhén

: Thudc tiém NC-PTX (B6 6n dinh

VILAS 108

S : 0920/VKN-YC2013

25°C)

* Khoa Dugc - PH Y Duge Tp. HCM

: NC020513
: 32G0920

Han ding : .
S6 dang ky

: Khoa Dugc - PH Y Dugec TPHCM -

: L& Nguyén Nguyét Minh
: Nguyén Thi Phuong U’yen
: 03/09/2013

‘( s
[

: Dinh tinh, dinh | mmg, tap chat I}en quan ndi doe té vi khuuin, do

vd khuan
: USP 35

: MAu dong trong 1(;; thuy tmh nut kin, co dan nhén rﬁ Luopgmau

gui 4 1o (o x Sml:)

= "\

. Chi tleu ﬂ

(\‘ ( \M}c\chat luqn“g/

\\\‘f\\ Oﬁ* qu

Tinh chét

Dinh tinh.
HPLC

Tap chit lién quan
Baccatin 111

I O-Deacetyérzacf itaxel
10-Deacetyl-7-epipaclitaxel
7-Epipaclitaxel

Tong tap
Pinh lrgng
Paclitaxel

A A A
P§ vo khuan

Noi doc to vi kKhuan

| Paclitaxel

g
/\
T
1

] Du‘ngfhch mau vang nhat,

. 5 ~t|’ohg subt, hot nhét

Khong qua 0,8 %
Khéng qua 0,8 %
Khong qué 0,5 %
Khéng qua 0,6 %
Khong qué 2,0 %
90,0 % - 110,0 % C47HSINO14 so voi

ham lugng ghi trén nhin
Theo USP 35

bPung

Pat (Khong phat hién;
LOD =0,0125 %)
Pat (Khong phat hién;
LOD =0,0125 %)
Pat (Khdng phat hién;
LOD = 0,0125 %)
Dat (Khdéng phat hién;
LOD = 0.0125 %)
Dat (0,006 %)

Pat (99,33 %)

Dat

Khéng qua 0,67 EU/mg

Pat

Tr. 1/2-32G0920

Ghi chii;

- Chi tiéu thir nghiém c6 ddu (*) 1a chua ding ky vii VILAS
- Chi tiéu thir nghiém c6 ddu (**) la dwoc thiee hién boi nha théu phu

- Méu chi diroe Tuu 60 ngay ké tie ngay cé két qua kiém nghiém
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PHU LUC5
BOT PONG KHO CHUA PTX
1. KHAO SAT TA DUQC CUA CONG THU'C PONG KHO
Bang PL 5.1. Két qua khao sat dung moi

Dung méi khao sat

Ticu ohi dénh i
feu el canti gl Ethanol Tert-butanol DMSO
Kha nang hoa tan PTX falahed *x folalad
Do 6on dinh cua * kel ekl
dung dich phuc (15 phat) (>120 phut) (>120 phut)
, S6i, khéng tao
Cam quan san pham Min, udt Min, kho thanh kﬁéia
thudc
* Kém ** Binh thuwong *x Tt

(Suw ddnh gic mang tinh dinh tinh, chi sit dung dé tim ra dung moi téi wu)

Bang PL 5.2. Thoi gian 6n dinh cta ché pham (gid) tng véi timg nong do

HP-B-CyD va PVP K30

HP-B-CyD PVP K30
0,5% 1,0% 1,5% 2,0%
0,1% 05 1,5 3 5
0,2% 2 5 8 10
0,3% 5 8 12 18
0,4% 12 17 24 > 24

Bang PL 5.3. Khao sat mdi lién quan giita ndng d¢6 HP-B-CyD va lugng nude
do6i véoi do bén cua dung dich phuce

A A 0,1% 0,1% 0,4% 0,4%
Do bén
10 mg/125uL. 10 mg/2000uL. 40 mg/500uL 40 mg/2000uL
Sau 30 phut + + + +
Sau 60 phut + - + +
Sau 120 phat + — + —

+ Dung dichbén  — Dung dich tia duc
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Bang PL 5.4. Khao sat ta duoc tao khdi don

Tiéu T4 duoc khao sat
chi
danh
gia
Kha
nang
tan * Kk -2 B *k -3 *k ok
trong
nuoc

Dang
Mannitol Lactose Sorbitol Glucose Glycin Leucin Arginin  phéi hop

Cam

quan

san *kk -1 -2 *% *%x -3 *% -4
pham

(-1): Dung dich phic b; sdi va tan chay, khdng tao diroc cau tric dang khoi sau khi déng khé.
(-2): Sorbitol s dung ¢ dang long, khi thém vao dung dich phzc thi dung dich tach Iép, khéng
phan tan vao nhau, dac biét dung dich phite khong déng déic dwoc ¢ - 80 °C.

(-3): Leucin ¢6 sirc cing bé mdt 1om, khéng tan dwoe trong nwéc nén khong thich hop siz dung
trong truong hop nay.

(-4): Dang phai hop cho chdt lirong cam quan trung binh. Vi du: Khi két hop mannitol va lactose,
khai thuac 6 cam quan tot hon khi ding lactose nhung kém hon khi diing mannitol. Céc két hop
khdc ciing cho két qud twong tir.

Bang PL 5.5. Khdo sat ham lugng manitol st dung va lugng nude hoa tan

Tiéu chi 0,75¢9/ 0,759/ 0,59/ 0,59/ 0,25 ¢/ 0,25 g/
danh gia 3,5mL 5 mL 2.3mL 3,3mL 1,2mL 1,7mL

Cém quan *k*k * k% ** **% * *
khéi thubc

Do 6n dinh

cua dung ++ 4+ — ++ + - — + + - —
dich sau

khi hoan

nguyén

**% - Khoi thusc min, khéng nit

** - Khoi thudc frong doi min, bdt dau xudt hién vét nirt dac biét & day.

* 2 Khai thuac xuat hién nhiéu vét nit ¢ bé mét va day.

+++ Dung dich bén trong 24 gio.  ++  Dung dich bén trong 6 gio.

- Dung djch tua lgi trong 2 gio.  — —  Dung dich tua lai trong 30 phat.
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2. NGHIEN CUU BAO CHE
A. SO PO CAC GIAI POAN

Dung dich HP-B-CYD trong nudc

B PVP K30
cat

A

A

Dung dich PTX
trong dung moi

\4

Dung dich phac chira PTX ham
lugng 6 mg/ml

Hinh PL 5.1. So @6 phéi hop PVP 30 tao hdn hop phic

Lo thay tinh/ NGt cao su xé ranh

Rura xa phong

y
Rtra nuéc RO

Rira nudc cat

A 4
Tiét khuan
121 °C/ 15 phut

A 4
Say kho
200 °C/ 2 gic

Hinh PL 5.2. So d6 quy trinh xir ly nat va bao bi
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Dung dich phac PTX

Dung dich manitol

A

A 4

Do pH va diéu chinh néu can

\ 4

Loc qua mang 0,22 pum

Kiém nghiém ban thanh

> pham
A
bong lo, day nap ho
Dong lanh
A 4
Lam khd
A 4
Dong nat Kiém nghiém
thanh pham

Hinh PL 5.3. So do quy trinh bao ché bot dong kho
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B - MO TA CAC CONG DOAN SAN XUAT
B.1. QUI PINH CHUNG

— Trong qua trinh san xuét, ho so 16 ludn di cing vdi san phdm.

— Kiém tra cdc nguyén liéu ddu vio dé ddm bao cc nguyén lidu nay ding va phi hop
Vi tén, s6 lugng, s6 16 kiém sodt,... vao thoi diém san xudt.

— Thudc tiém v6 tring phai dugc san xuit & khu vic vo tring voi su kiém soat dac
biét va chd ¥ loai vi sinh vat va su nhiém céc tiéu phan. T4t ca cic nguyén tic, chi
dan va k¥ thuét vo tring phai duoc gidm sat & tat ca cdc giai doan.

— Kiém tra rang khu vuc sin xudt va t4t ci cc thiét bi can thiét duoc vé sinh sach va
khong con bat ky ddu v&t nao tir cac san pham truée d6 khi ching duoc st dung.

— Tét ca cdc thiét bi can thi€t cho san xudt va thiét bi loc vo tring phai dugc tiét tring
trong ndi hap & nhiét 46 121°C trong 20 phit.

— Phai mac ding trang bi bao ho lao dong, vé sinh sach s€ trudc khi vao phong vo
trung.

B.2. QUI TRINH SAN XUAT

1. Céc budc chuén bi trude qua trinh san xuvat

1. Kiém tra va phan loai tit cd cic nguyén vat liéu déng géi theo yéu ciu dé bdo dam
su chinh x4c, phii hop vé tén, s6 luong, s6 16 kiém sodt, mau sic, noi dung, hinh
thuec...

2. Kiém tra va bdo ddm phong d6ng & tinh trang vo tring.

3. Tiét tring bom dong, kim déng, day silicon dan dich thudc cia may déng lo va
day nit cao su, dung cu can, ... trong néi hap & 121°C trong 20 phiit trudc khi
dung.

4. Kiém tra khu vuc pha ch€, dong thuéc, dong géi va tét ca cac thiét bi gdm bo phan
doéng thudc va dan miit cao su, may déng lo, mdy xié€t nip nhom, may in phun, may
dan nhén, may gap don dugc vé sinh sach va khong con bat ky ddu vét nao chia san
phdm truéc do. :

5. Hop carton, nhin va bao bi déng géi trong phai dugc kiém tra, phan loai va dé’
trong cac thing gidy cing c6 dan nhan voi ghi chi vé s6 luong.

6. Sén phdm phai dugc ddn nhan & tit ca cac cong doan déng thudc va dong goi.

2. Xu 1y bao bi dong géi so cap
2.1. Xu ly lo thiiy tinh
- Lo thay tinh duoc rlira bang mdy rira siéu am JCXP III va tiét tring qua ham say
HSTRUCK & nhiét d6 350°C trong 45 phuit.
- Lo sau khi ra khoi ham sdy duoc dé ngudi va chuyén sang mdy ddéng lo. Lo vo
trung chi dugc st dung trong vong 24 gio sau khi siy.
2.2. X& Iy nit cao su
- Niit cao su dugc rira 3 14n véi nudc cédt va dem hép tiét tring bang mdy hap mit cao
su 2 cltra XG1.DWS.0,24B & 121°C trong 20 phit, thoi gian 1am kho 45 phut.
- DéE nguoi r6i chuyén vao phong déng vo trung. Cac niit cao su vo tring chi st
dung trong vong 24 gi¢ sau khi sfy.
2.3. Xut Iy nap nhom
- Cho nip nhom vao dung dich Natri laurylsulphat 0,1%, khudy dao trong 1 phit.
Ria lai bing nudc may 4 14n, nude tinh khiét 2 1an va trang lai 2 1an bang nudc
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cat.

- Pem séy kho ¢ 80 °C trong 4 gid trong ti sdy.

- Dé ngudi va chuyén vao phong.

3. Pha ché

3.1. Can nguyén li¢u

- Céc nguyén lidu déu phai c6 phiéu kiém nghiém dat tiéu chuan
- Can céac nguyén liéu theo cong thirc nhu & phan 1.

3.2. Pha ché

Trong becher thuy tinh 2 lit 3 duoc tiét trung trudc, cho vao lugng PTX dé cén,
cho tiép luong vira dt ethanol khan (khoang 20 ml), khudy dé hoa tan hoan toan (1)

Cho hydroxypropyl-p- -cyclodextrin vao 300 ml nuée cit pha tiém, khudy hoa tan,
cho tiép PVP K30 vao, khudy hoa tan hoan toan (2).

Cho (1) vao (2), khuay manh dé tao dung dich phirc PTX.

Cho mannitol d& cin vao 400 ml nudc cat, hoa tan. Cho tiép dung dich nay vao
dung dich trén, khuay déu.

4. Loc ti€t trung
Loc qua mang loc 0,22 pm.
Kiém tra ban thanh pham

- B¢ trong va mau sic: dung dich trong sudt, c6 mau vang nhat, khong c6 vat thé la
nhin bang mat thuong,.

- pH : tir 3,0 d&n 7,0

- Pinh lugng: ham lugng PTX trong ché pham phai tir 90,0% dén 110% so v6i ham
luong ghi trén nhan.

Pem ban thanh phim chiét vao lo, mdi lo khoang 16-18 ml
5. Pong kho theo quy trinh sau
Céc thong sb k¥ thuat ctia quy trinh dong kho khéo sat

Giai doan Nhiét @6 (°C)  Thoi gian (gio) Ap suit (mbar)
Giai doan tién dong -80 °C 12, 24, 48 1000
Lam kho so cap -60 °C 3 0,0394 hay 0,0108
-55°C 3 0,0394 hay 0,0108

-50 °C 230 0,0394 hay 0,0108
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-45 °C | 2:30 0,0394 hay 0,0108
-40 °C 2:30 0,0394 hay 0,0108
35°C 2:30 0,0394 hay 0,0108
-30 °C 2:30 0,0394 hay 0,0108
-25°C 2:30 0,0394 hay 0,0108
-20 °C 2:30 0,0394 hay 0,0108
-15°C 2:30 0,0394 hay 0,0108
1% 2:30 0,0394 hay 0,0108
-5°C 2:30 0,0394 hay 0,0108
iLs 2:30 0,0394 hay 0,0108
590 2:30 0,0394 hay 0,0108
10 °C 2:30 0,0394 hay 0,0108
15°¢ 2:30 0,0394 hay 0,0108
20 °C 3 0,0394 hay 0,0108
Lam kho thtr cap 20 °C 3 0,0108 hay 0,0026
25°C 3 0,0108 hay 0,0026

6. Pong lo - Pay niit cao su — Xiét nip nhoém

- Pong béng tay va ddy nép, xiét nip nhom bang may thu cong.

- Kiém tra bing cén, trong luong khdi thude phai tir 1,2-1,45 g.

7. Dong goi

- Dan nhan

- Cho vao hop

- Thong béo cho bd phan kiém nghiém theo TCCS
8. Bio quan

Kho mat, tranh anh sang, nhiét do < 10 °C
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PHU LUCG

1. YEU CAUKY THUAT

1.1.

1.2.

1.3.

Cong thirc (cho mét 1o)

Paclitaxel

Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin .................

Polyvinyl pyrolidon K30 ........c.ccccvvvenennne..

Polyethylen glycol 400
Tween 80

Mannitol

Tiéu chuin nguyén phu lidu

Bb YTE

VIEN KIEM NGHIEM THUGC
TP HO CHf MINH

cBATHAM DINH

Stt | Nguyén phu li¢u Pat tiéu chuin
1 | Paclitaxel USP 40
2 | Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin Dugc dién chau Au 7.0
3 | Polyvinyl pyrolidon K30 Dugc dién chau Au 7.0
4 | Polyethylen glycol 400 Duogc dién chau Au 7.0
5 | Tween 80 Dugc dién chau Au 7.0
6 | Mannitol Dugc dién chau Au 7.0

Tiéu chuan thanh phiam

Stt Chi tiéu Yéu ciu

L Cam quan Bot dong khé pha tiém mau trang dung trong lo thiy
tinh.

2. |pH 3,0-7,0

3 Ham lugng nudc Khong qua 5,0 %

4. | Do trong Khéng c6 tiéu phan khong tan khi kiém tra bang mét
thuong.

5. | Gi6i han tiéu phan | Trén 90% s6 tiéu phan c6 kich thuéc nhé hon 15 pm,
khong qua 10% s6 ti€u phén kich thude 15 pm dén
20 pm va khong co6 tieu phan kich thudce 16n hon 20
pm.

e
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= Bg%lf]
THAM] . lgf%}g] inh Phai c6 phan tng dinh tinh cia paclitaxel

”_‘,,_,,_m’;;—‘:"")'.”"" mluwg 90% -110% C47H51NO14 ham lugng trén nhan.

8. | Ddng déu khéi lugng | + 10 % khéi luong trung binh bot thude trong lo

9. | Tap chat lién quan - 10-Deacetyl-7-epipaclitaxel < 0,5%
- Tap khong xdc dinh <0,1 %
- Tong tap <2,0%

10. | Do vo khuan Phai v6 khuan

11. | Noi doc td < 0,4 EU/mg paclitaxel

2. PHUONG PHAP THU

2.1.  Tinh chat

Biang cam quan, ché pham phai dat cac yéu cau da néu.

2.2. pH

Can chinh x4c khoang 30 mg paclitaxel vao binh dinh mac 5 mL, pha lodng vira du voi
nude, lac déu. Tiép tuc pha loang 1/10 dung dich thu dugc. Xac dinh chi sb pH theo Phu
luc 6.2, DDVN V.

2.3. Ham lugng nudc

Tién hanh véi 0,5 g ché phdm. Phuy luc 10.3, DDVN V.

2.4. Do trong

Can chinh x4c khoang 30 mg paclitaxel vao binh dinh mic 5 mL, pha lodng vira du voi
nude, lic déu. Khong c6 tiéu phan khong tan khi kiém tra bang mét thuong (Phu luc 11.8,

muc B, DBDVN V).

2.5. Giédihan tidu phan: theo Phu luc 11.8, muc A, DDVN V.

2.6. Dinh tinh

Trong muc dinh lugng, thoi gian Ivu cua pic chinh trong sic ky dd cua dung dich thi phai
twong tng vai thoi gian luu cua pic paclitaxel trong sdc ky d6 cua dung dich chuan.

2.7. Dinh lwong

Piéu kién sdc ky

- Cot sic ki: PFP (pentafluorophenyl) 150 x 4,6 mm, Sum, nhiét d cot 25 °C
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PL-23 BO Y TE
g , , VIEN KIEM NGHIEM THUGC
- Dung moi hoa tan mau: 200 pl acid acetic bang trong 1000 mL ‘methagatidungidich

. DA THAM PINH

- Thé tich tiém mau: 10 pl,
- Téc d dong: 1,2 mL/phat

- Péu do PDA va budc song phat hién 227 nm
- Pha dong: hdn hop nuéc : acetronitrile (50:50), rira giai dang dong trong 15 phut
Mau chudn: Hoa tan mot lugng chinh xac chit chudn ddi chiéu PTX véi dung mdi pha
mau, pha lodng néu can dé thu dugc dung dich c6 ndéng d6 PTX khoang 0,6 mg/mL.
Dung dich sau khi pha dugc loc qua mang 0,45 pm truée khi tiém vao hé thong.
Mau thir: Ché phdm dugc hoa tan thanh dung dich dam dic véi nuée mudi sinh 1y dén
ndng d6 PTX khoang 1,2 mg/mL rdi dugc pha long 2 lan trong dung dich A dén ndng
do 0,6 mg/mL. Dung dich sau khi pha dugc loc qua mang 0,45 um trude khi tiém vao
hé thong.
Tinh phit hop hé thong: Tiém lap lai 06 1in mau chudn, RSD cta dién tich dinh gifta
cac 1an phan tich khong qua 1,5 %.

Ham luong PTX trong mdi lo (%) dugce tinh theo cong thic
SeXm X C

X M x 100%
StXmy Xm

X (%)=

Trong d6:  Sc dién tich dinh PTX trén sic dd mau chuin
St dién tich dinh PTX trén sic do mau tha
m. khdi lugng chuén (mg)
m; khéi lugng mau (mg)
C: Ham luong chuan PTX (%)
M: Khdi lugng trung binh bot thude trong lo (mg)

m: Lugng PTX trong lo trén nhan

2.8. Tap chit lién quan
DPiéu kién scic ky
- Cotsacki: C18, 150 x 4,6 mm x 5um, nhiét d6 cot 25 °C
- Dung mdi hoa tan mau: Acetonitril.
- Thé tich tiém mau: 10 uL
- Téc do dong: 1,0 mL/phut
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P PL-24

BO Y TE )
VIEN KIEM NGHIEM THUGC
P HHEHIMMBD A va bud song phat hién 227 nm.

}) [’i Tlﬂﬁfﬁm op nude - acetronitril, rira giai theo chuong trinh sau

‘Ngay JO...thang. 0./ T gid®20|  Acetonitril (%) Nuéc (%) Rira giai
{phtty '
0-26 phut 40 60 Ping dong
26-66 phit 40-85 60-15 Gradient
66-67 phut 85-40 15-60 Gradient
67-70 phut 40 60 Déng dong

Mau chudan tgp: Hoa tan mot luong chudn ddi chiéu PTX va 10-deacetyl-7-
epipaclitaxel (tap B) trong acetonitril dé thu duoc dung dich chuan c6 ndng do PTX
12 1,2 mg/mL va tap B 13 0,006 mg/mL. |

Mau thir: Ché pham dugce hoa tan hoan toan trong nudc mudi sinh 1y dén ndng do
PTX khoang 1,2 mg/mL. _

Tinh phit hop hé thong: Tiém lap lai 06 1an mau chuédn tap, RSD cua dién tich dinh
gifta cac 1an phén tich khong qua 2,0 %. Hé sb rira giai gitta pic paclitaxel va tap B
khong nho hon 1,2.

Ham lugng tap duogc tinh toan theo cong thirc:
100 x (Cs/Cu) x (Si/Ss)

Trong d6:  Cs landng do (mg/mL) cta tap chuin B trong dung dich chudn;
Cu 1a néng d6 (mg/mL) ctia PTX trong dung dich thi,
Si la dién tich dinh cua tap don trén sdc dd mau thu,

S 1a dién tich dinh cua tap chuan B trén sic ¢4 mau chudn tap.

2.9. Pong déu khéi lwong

Tién hanh v&i 20 lo, theo Phu luc 11.3, DDVN 'V, phuong phép 3.
2.10. D¢ v6 khuin |

Tién hanh thir theo Phu luc 13.7, DDVN V, phuong phap mang loc.
2.11. Nai doc th '

Tién hanh tht theo Phuy luc 13.2, DDVN V.

e
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PL-25
3. PONG GOI - BAO QUAN

BO Y TE
VIEN KIfM NGHIEM THUGC
TP HO CHf MINH

Doéng géi : Trong lo thuy tinh tring, duﬁg tich 20 ml, nt
Bao quan : Nhiét d6 2 °C - 8 °C

tkinp A THAM PINH

PHE DUYET

[ —

7. o Ui 10

Ngay Z£0....thang.K....

BIEN SOAN

Al

NGUYEN THANH HA
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BOY TE
VIEN KIEM NGHIEM THUOC
THANH PHO HO CHI MINH

M

200 C6 Bic — Quén 1 — TP. H) Chi Minh
® 028. 38368453 — Fax: 028. 38367900

Ma s6/Code: DC/P-QA-03/F02

VILAS 108

PHIEU KIEM NGHIEM

MAiu kiém nghiém
Noi sédn xuat

Sé : 0655/VKN-NB2019

: Bot dong kho Paclitaxel pha tiém
¢ Khoa Duoc, Pai hoc Y Dugc TPHCM

S6 16 : NC010615 Han dung : -
S6 ding ky kiém nghiém : 38NB0655 S6 dangky : -
Don vij giti mau : Khoa Duoc, Pai hoc Y Dugc TPHCM
Nguoi giao miu : Lé Minh Tri

Ngudi nhin méu : Nguyén Thj Phuong Uyén

Ngay giao nhin méu : 21/11/2019

A A R oA
Yéu cau kiém nghiém
Tiéu chuan hoic tai liéu ap dung :
Tinh trang miu khi nhén

: Kiém tra chit luong
TCCS
: Mau dung trong lo thuy tinh mtt kin, dan nhén in

P dong déu khéi lwgng

Tinh chat Bot dong kho pha tiém mau tring Dat
 dung trong lo thiy tinh N\

pH 3,00-7,0\ | Dat (4,2)
Dinh tinh ' ) \}

HPLC | Paclitaxel | bung
Ham lwgng nwéc | Khong qua 5,0 % Dat (2,5 %)
b trong Theo TCCS Dat
Gié6i han ti¢u phan Theo TCCS Dat

+ 10 % so v6i KLTB bot thube trong

Dat (P = 2,1202 g)

Tr.1/1-38NB0655

lo

Dinh lwgng
Paclitaxel 90 % - 110 % C47HS51NO14 so véi Dat (99 %)

ham lugng ghi trén nhin
Tap chit lién quan
10-Deacetyl-7epipaclitaxel |Khong qua 0,5 % Dat (khong phat hién)
Tap khong xdc dinh Khong qua 0,1 % Dat (khong phat hién)
Tong tap Khong qua 2,0 % Dat (0,3 %)

Ghi chu:

- Khong dugc sao chép mot phan phiét{ két qua nay khi chua
co dwoc sy dong y cua Vién truong bang van ban.
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N¢i doc t6 vi khuén Khéng qua 0,4 EU/mg

P§ v6 khuin Theo TCCS

KET LUAN: Mau thir dat yéu cAu chét lugng theo TCCS./-

' A

n Viét Hung

Tr.2/2 -38NB0655
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PHU LUC 7

KET QUA THAM PINH PHUONG PHAP PINH LUQNG PTX
TRONG CHE PHAM DUNG DICH PAM PAC

1. Tinh twong thich ciia h¢ théng
Tinh twong thich cua hé théng duoc xac dinh bang céach tiém lap lai 6 1an dung
dich chuan c6 nong d6 PTX khoang 0,6 mg/mL
Bang PL 7.1. Két qua khao sat tinh twong thich cia hé théng

Thaoi gian luu

STT (phat) Dién tich S6 dialy thuyét  Heé sb ddi xirng
1 7,256 14041606 5305,381 1,050
2 7,219 13932144 5294,031 1,051
3 7,177 13925844 5296,873 1,051
4 7,153 13980868 5283,222 1,050
5 7,119 13996019 5281,899 1,052
6 7,060 14012431 5268,858 1,053
TB 7,164 13981485 5288,377 1,051
RSD (%) 0,98 0,32 0,246 0,11

Két qua thu dugc cho thay diéu kién sic ky pht hop cho viéc phan tich PTX trong
ché pham (RSD < 1,5%).

2. Tinh dac hiéu

Bang PL 7.2. Két qua thoi gian luu ctia PTX

STT  Thoi gian lru mau chuin Thoi gian lru mau thir
(pht) (phut)
1 7,256 7,294
2 7,219 7,266
3 7,177 7,31
TB 7,217 7,290

RSD (%) 0,548 0,306




PL-27

3. Tinh tuyén tinh

Bang PL 7.3. Khao sat tinh tuyén tinh ctia phwong phap

STT Nongdd (ug/mL)  Dién tich pic

1 1431,36 26498060
2 1192,80 21938402
3 954,24 16930404
4 763,39 13739005
5 596,40 10731082
6 95,42 1662332

30000000 -
y = 18554.845x - 316446.478
25000000 - R2 = 0.999

20000000 -

15000000 -

Area

10000000 -

5000000 +

0

0 500 1000 1500 2000
ug/ml

Hinh PL 7.1. 6 thi biéu dién mdi twong quan giita nong d6 va dién tich pic

Khao sat su twong quan giira y (dién tich pic) va x (ndng do).

F =6551,21 > Foos = 7,71. Vay phuong trinh hoi qui ¢6 tinh twong thich

to = 0,385 < to,05 = 2,776. Vay hé s6 bo khong cé ¥ nghia.

t; = 80,940 > toos = 2,776. Vay hé sb a c6 ¥ nghia.

Két luan: C6 su twong quan tuyén tinh chit ché gitta ndng d6 va dién tich pic, phuong

trinh hdi quy: y = 18554,845x; r = 0,999
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4. bp diung
Bang PL 7.4. Két qua khao sat do dung
KL oKL Nengap i TV Epe
P diing placebo  chuan chuan Dién tich thdy ol
(mg) (mg)  (mg/mL) (mg/mL) (%)
4414 2,3856 0,4831 8692435 2,4155 101,3
80% 445,9 2,3856 0,4838 8704677 2,4189 101,4
4422 2,3856 0,4834 8697170 2,4168 101,3
4437 2,9820 0,6063 10909768 3,0317 101,7
100% 441,9 2,9820 0,6064 10910645 3,0319 101,7
4445 2,9820 0,6059 10901303 3,0293 101,6
441,6 5,9640 1,2193 21938282 6,0963 102,2
120% 443,4 5,9640 1,2120 21808295 6,0602 101,6
441.8 5,9640 1,2170 21897805 6,0851 102,0
B 101,6
RSD (%) 0,3

5. Do chinh xac - d¢ 1ap lai

Bang PL 7.5. Két qua khao sat do lap lai

MAu thir Digntich  Ndng d (mg/mL) Hé‘r?o;)‘;‘-mg

1 10903761 0,6060 101,00

2 10904507 0,6060 101,01

3 10865269 0,6039 100,64

4 10872635 0,6043 100,71

5 10884806 0,6049 100,82

6 10889141 0,6052 100,86
B 100,84
RSD 0,15
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PHU LUC 8

KET QUA THAM DPINH PHUONG PHAP PINH LUQNG PTX
TRONG CHE PHAM BOT PONG KHO

1. Tinh twong thich ciia h¢ théng
Tinh twong thich cua hé théng duoc xac dinh bang céach tiém lap lai 6 1an dung
dich chuan c6 ndng d6 paclitaxel khoang 0,6 mg/mL

Bang PL 8.1. Két qua khao sat tinh twong thich cia hé théng

STT Ir:"('p%'i:‘) Dientich  S6 dialy thuyét  Hé sb dbi xing
1 6,416 9919509 5486,527 1,063
2 6,385 9868481 5398,652 1,067
3 6,411 9885694 5378,980 1,066
4 6,412 9889947 5364,867 1,066
5 6,417 9824969 5369,008 1,062
6 6,430 9858809 5330,762 1,068
B 6,412 0874568 5388,133 1,065
RSD (%) 0,23 0,32 0,98 0,22

Két qua thu dugc cho thay hé théng trén phi hop cho viéc phan tich PTX trong ché
pham (RSD < 1,5%)

2. Tinh dac hi¢u

Bang PL 8.2. Két qua thoi gian luu ciia paclitaxel

STT  Thai gian lwvu trong miu chuan  Thai gian lwu trong mau thir

(phat) (pht)

1 6,416 6,493
2 6,385 6,398
3 6,411 6,357
TB 6,404 6,416

RSD (%) 0,26 1,28
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3. D¢ dung
Bang PL 8.4. Két qua khao sat do dung
KL KL  Néngdo Lueng Ty 1 phyc
D) diing  Placebo chuin chuén Dién tich Chliﬁg;lm hoi
(mg) (mg) (mg/mL) (mg/mL) (%)
9234 23856  0,4831 77690 2,4118 101,1
80% 9220 23856  0,4838 79863 2,3999 100,6
9228 23856  0,4834 81645 2,4238 101,6
9230 29820  0,6063 110096 3,0029 100,7
100% 9223 29820  0,6064 110440 3,0207 101,3
921,9 29820  0,6059 109965 3,0476 102,2
9240 59640 12193 129208 5,9819 100,3
120% 9229 59640 12120 128903 6,0296 101,1
9236 59640 12170 129346 6,0415 101,3
B 101,1
RSD (%) 0,3

4. D0 chinh xac - D¢ lap lai

Bang PL 8.5. Két qua khao sat do lap lai

Miuthe  Digntih  rvone 40 Ham o
1 10336219 0,628 104,68
2 10384513 0,631 105,16
3 10298493 0,626 104,29
4 10184837 0,619 103,14
5 10246580 0,623 103,77
6 10184721 0,619 103,14
TB 104,03
RSD 0,87




PL-31

PHU LUC 9

KET QUA THAM DPINH PHUONG PHAP DINH LUQNG TAP
TRONG CHE PHAM CHUA PTX

|. DANG DUNG DICH PAM PAC

1. Tinh twong thich ciia h¢ thong

Tinh twong thich cua hé thdng dugc xac dinh bang cach tiém l3p lai 6 1an hdn
hop dung dich chuan c6 nong d6 PTX 1a 1,2 mg/ mL va 10-deacetyl-7-epipaclitaxel
(10-DAP) 14 0,006 mg/ mL trong hdn hop dung mdi hoa tan.

Bang PL 9.1. Két qua khao sat tinh tuong thich cua hé thdng vai pic 10-DAP

STT 11 2";'131'3:) Dientich  Sé dialy thuyét Hé sé déi xing
1 28554 85727 8193.596 0.933
2 28.465 84998 7418.265 0.946
3 28.434 83851 7245.639 0.944
4 28533 84299 7617.724 0.935
5 28531 86717 7253.138 0.949
6 28.694 86342 8172.642 0.933
TB 28535 85322 7650.167 0.940
RSD (%)  0.32% 1.33% 5.681 0.76 %

Bang PL 9.2. Két qua khao sat tinh twong thich cua hé théng véi pic paclitaxel

STT ;:T;ﬂig Digntich  Sédialy thuyét Hg sé déi xing
1 30.703 24232282 14995 361 0.989
2 30.640 24301217 13693.934 1.001
3 30.617 24368260 13328.738 1.005
4 30.690 24463348 13751.633 1.001
5 30.688 24583983 13222.242 1.009
6 30.814 24604071 14622.464 0.999
B 30.692 24425577 13935.729 1.001
RSD (%)  0.22% 0.62 % 5.14 % 0.67 %
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Két qua thu duoc cho thdy hé théng phi hop cho viéc phan tich 10-deacetyl-7-
epipaclitaxel va céc tap lién quan trong ché pham c6 chira paclitaxel (RSD < 2%)

2. Tinh dic hiéu

- Sir dung sic do6 ddi chiéu cua chuan Chau Au va thoi gian luu twong ddi cua cac tap
lién quan theo chuyén luan riéng Paclitaxel - USP dé xac dinh c4c tap tuong tng:

Impurity G = 10-Deacetylpaclitaxel - Thoi gian luu twong ddi 0,50
Impurity A = 2-Debenzoylpaclitaxel-2-pentenoat - Thoi gian luu twong d6i 0,8
Impurity | = 7-acetylpaclitaxel - Thoi gian luu twong d6i 1,54
Baccatin - Thoi gian luu twong ddi 0,19
Tiém lan luot cac dung dich vao hé thdng séc ky, két qua:
- Thoi gian lwu ciia 10-DAP trong dung dich chuan 1a 28,5 phut

- Thoi gian luu ciia paclitaxel trong dung dich mau chuan va thi lan luot 13 30,7 phit
va 30,6 phut.

- Mau placebo va miu trang (dung mai hoa tan) khéng cho pic ¢ thoi gian luu tuong
ung vai thoi gian luu cua paclitaxel va 10-deacetyl-7-epipaclitaxel trong dung dich
chuan va dung dich thtr,

- Hé s6 rura giai gitra pic 10-DAP va PTX 16n hon 1,2.
Bang PL 9.3. Két qua thoi gian luu ciia 10-DAP

STT Thoi gian luu trong mau Thoi gian luu trong
chuan (phut) mau thir (phut)
28.554 -

28.465 -
28.434 =
28.533 -
28.531 -
28.694 =

B 28.535 -
RSD 0.32%

o o1 A oW DN




PL-33

Bang PL 9.4. Két qua thoi gian luu cua paclitaxel

STT  Thoigian luvu trong  Théi gian lru trong mau

méu chuin (phut) thir (pht)
1 30.703 30.672
2 30.640 30.683
3 30.617 30.512
4 30.690 30.711
5 30.688 30.682
6 30.814 30.592
B 30.692 30.642
RSD 0.22% 0.25%

Do léch thoi gian luu trung binh giira chuan va tha: 0,01 %
Két luan: Phuong phép c6 tinh dac hiéu khi p dung dbi vai thanh pham.
I1. BOT PONG KHO
1. Tinh twong thich ciia hé thong

Tinh twong thich cta hé théng dugc xac dinh bang cach tiém lap lai 6 1an hon
hop dung dich chuan cé néng do paclitaxel 1a 1,2 mg/mL va 10-deacetyl-7-
epipaclitaxel 1a 0,006 mg/mL.

Bang PL 9.5. Két qua khao sat tinh tuong thich cua hé thdng vai pic 10-DAP

Thai gian luu

STT (ohat) Dién tich S6 dia ly thuyét  Hé sé dbi xieng
1 23,568 50067 6712,245 1,087
2 23,546 51092 6756,923 1,088
3 23,355 49702 6589,268 1,088
4 23,368 51018 6624,972 1,090
5 23,454 50250 6807,425 1,086
6 23,449 51084 6742,209 1,082
TB 23,457 50536 6705,507 1,087

RSD (%) 0,38 1,20 1,24 0,25
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Bang PL 9.6. Két qua khao sat tinh twrong thich cua hé thdng vai pic paclitaxel

Thaoi gian luu

STT (oht) Dién tich S6 dialy thuyét  Heé sb dbi xieng
1 25,635 3748321 5296,571 1,348
2 25,582 3750598 5439,891 1,345
3 25,531 3752824 5377,782 1,350
4 25,451 3753990 5452,683 1,345
5 25,387 3746854 5462,575 1,353
6 25,324 3745725 5381,373 1,347
TB 25,485 3749,719 5401,813 1,348
RSD (%) 0,47 0,08 1,17 0,23

Két qua thu dugc cho thay hé thong trén phu hop cho viéc phan tich paclitaxel va
10-deacetyl-7-epipaclitaxel trong ché pham (RSD < 2%)

2. Tinh dac hiéu

Tiém lan luot cac dung dich trén vao hé thdng sic ky, két qua:

Thoi gian Iuu caa 10-DAP trong dung dich chuan 1a 23,568 phdit.

Thoi gian luu ciia PTX trong dung dich chuan 1a 25,662 phut va thi la 25,635 pht.
- Mau placebo khéng cho pic c6 thai gian luu twong wng voi thai gian luu ctia PTX

va 10-DAP trong dung dich chuan va dung dich th.

3. P chinh xac
Bang PL 9.11. Két qua tham dinh do chinh xé4c phwong phéap dinh luong tap lién
quan trong ché pham chira PTX

Lan Dién tich Ham hrong (%) Xir ly thong ké
Dung dich dam dac
1 85727 100,12
2 84998 101,41
N=6

3 83851 101,42

Xih = 99,86%
4 84299 99,30

RSD =1,65%
5 86717 99,95
6 86342 96,98
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DPong kho

50067

51092
49702
51018
50250

S 01 A W DN

51084

100,13
102,18
99,40
102,04
100,50

102,17

N=6

X =101,07 %
RSD =1,27%

Summary(Compound)
Mix 0.0125% (so voi PTX) - 2.led

wv 1500

1250

1000~

=500 T e T —

min

Mix 0.5% (so voi PTX) - 2.lcd

Mix 0.025% (so voi PTX) - 2.led

20.0 225

Mix 0.7% (so voi PTX)-2dcd
41000 T
9000 | \

800

7001
6000
5000+ \

4000

3000+

2000

1000

00- w—-——-——J
T T

mi

i

Mix 0.2% (so voi PTX) - 2.led

7 10000~
9000
8000

7000

6000~

__Mix 1% (so voi PTX) - 2.lcd

Hinh PL9.1. Tin hiéu tap chuan ¢ céc nong do pha lodng 0,0125% - 1,0% (S0 V&i
nong d6 PTX trong mau chuan - 1,2 mg/ mL)
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PHU LUC 10
KET QUA PQ ON PINH CHE PHAM

Bang PL 10.1. Két qua khdo sat do 6n dinh cua dung dich dam dac chira PTX

Piéu kién thwong

Diéu kién ldo hoa cap toc

Thang L6 1 (NC0105) L6 2 (NC0205) L6 3 (NC0305) Lo 1 Lo 2 L6 3
0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3
PTX (%) 101,0 99,42 101,01 99,56 99,42 100,64 100,71 99,33 100,82 99,49 100,86 99,36
Tap (%) Pat - Pat - Pat - Pat - Pat - Pat -
pH 3,33 3,33 3,33 3,30 3,30 3,30 3,33 3,40 3,33 3,40 3,33 3,40
Chit gy sot Dat - Pat - Pat - Pat - Dat - Pat -
Dg vo trung Pat - Pat - Pat - Pat - Pat - Pat -
Pieu Kién thuong Dieu kién lao hoa cap toc
. L61 Lb2 L6 3 L61 L6 2 L6 3
Thang 6 1 6 12 6 12 6 6 6
PTX (%) 100.14 99,04 99,04 99,02 99,15 98,50 96.93 96,68 96,54
Tap (%) - Pat - Pat - Pat Pat Pat Pat
pH 3,35 3,35 3,35 3,35 3,35 3,35 3,95 3,95 3,95
Chit gay sot - Pat - Pat - Pat Pat Pat Pat
D§ vo trung - Pat - Pat - Pat Pat Pat Pat
Diéu kién thudong
. LO1 L6 2 L6 3
Thang 18 24 18 24 18 24
PTX (%) 99,10 98,51 99.04% 98,42 99.02% 98,19
Tap (%) Pat Dat Dat Dat Dat Dat
pH 3,35 3,35 3,35 3,35 3,35 3,35
Chiit gay sot Pat Pat Pat Pat Pat Pat
D§ vo trung Pat Pat Pat Pat Pat Pat
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Bang PL 10.2. Két qua khao sat d 6n dinh ctia bot dong kho pha tiém chira PTX

Piéu kién thwong

Diéu kién lao hoa cap toc

Thang L6 1 (NC0106) L6 2 (NC0206) L6 3 (NC0306) L6 1 L6 2 L6 3
0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3
PTX (%) 99,78 99,72 99,68 99,71 99,75 99,58 99,78 98,24 99,68 98,57 99,75 97,89
Tap (%) Dat - Dat - Dat - Dat - Dat - Dat -
pH 4,05 4,15 4,05 4,15 4,05 4,15 3,33 3,30 3,33 3,30 3,33 3,30
Chit gay sot Pat - Pat - Pat - Pat - Pat - Pat -
D§ vo trung Pat - Pat - Pat - Pat - Pat - Pat -
Diéu kién thudong Diéu kién a0 hoa cap toc
. L61 L6 2 L6 3 L61 Lo 2 L6 3
Thang 6 12 6 12 6 12 6 6 6
PTX (%) 99,68 98,18 99,53 98,56 99,62 98,42 96,42 96,87 95,76
Tap (%) - Pat - Pat - Pat Pat Pat Pat
pH 4,20 4,30 4,20 4,30 4,20 4,30 4,40 4,40 4,40
Chit gy sot - Pat - Pat - Pat Pat Pat Pat
P§ vo trung - Pat - Pat - Pat Pat Pat Pat
Diéu kién thudng
. L6 1 L6 2 L6 3
Thang 18 24 18 24 18 24
PTX (%) 96,67 95,15 96,54 94,89 97,25 94,11
Tap (%) Pat Pat Pat Pat Pat Pat
pH 4,40 4,60 4,40 4,60 4,40 4,60
Chit gay sot Pat Pat Pat Pat Dat Dat
P§ vo trung Pat Pat Pat Pat Pat Dat
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PHU LUC 11
THU NGHIEM TREN PONG VAT THI NGHIEM

Mii s6: DC/P-QA-03/F03

()

BOYTE
VIEN KIEM NGHIEM THUOC

CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Djc Lap - Ty Do - Hanh Phac

[} TP, HO CHI MINH A
A | 200 C6 Bie - Q.1 - TRHCM
W 38368453 - Fax: 38367900 N

VILAS 108

PHIEU PHAN TiCH

(Ket qua dwge dam bao theo mau gui tii kiém nghiém)

Miiu kiém nghi¢m

Noi san xuét

Sé 16

S diing ky kiém nghi¢m
Don vi gu
Ngwéi giao miu
Ngudi nhiin miu

P 1
wlmau

Ngily giao nhin miu
Yéu ciu kiém nghi¢m
T'iéu chuin hojc ti

¢u ap dung
Tinh trang miu khi nhin

S6: 1805/VKN-YC2014
: Dung dich truyén tinh mach ANZATAX 30mg/Sml
* Hospira Australia Pty. Ltd. (Uc)
: AD46840AA Han dang : 07/2015
: 33G1805 Sb dang ky : VN-13010-11
¢ Khoa Dugce - DH Y Duge TP.HCM
: Lé Minh Tri
: Nguyén Thi Phuong Uyén
: 02/07/2014
: LD5O
: Phuong phap Behtens
: Miu déng trond lo thay tinkrmat kin, ¢6 dén nhin-tam; Lugng
mau guri 4 lo.

Chi tiéu Miic chitt lwgng Két qui
Tinh chit Chit Iong trong sudt, hoi dnh
VD
Dic tinh c:"lp 1D50 = 33,75 + 3,92 mg/kg &
P=0,05

Ngay Z... thangld.. nam 2044
: Vi¢n Truong .

k) v’\%\\i

o JRN
/)

1-33G1805

Ghi cha;

- Chi tiéu thii nghigm c6 déu (*) la chica dang ky véi VILAS

- Chi tiéu thir nghigm c6 déu (**) I dioe thue hign by nha thu phe

- Mdu chi duge hou 60 ngay ké nir ngay c6 két qua kiém nghi¢m

Hinh PL 11.1.

Két qua LDso ciia thube ddi chung
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Ma &0 DOP-QADIFO3

o m:z‘\‘:;“ = CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET N.AM/"; Wi
T 4O CItl MINH Die Lip - Ty Do - Hynh Phic ."€ l-l\“’J,
200 Cb Rie - Q.1 - TEHEM S o
W MRS - Fax MO0 \-\s.l‘-él;

PHIEU PHAN TiCH

(Kt qua dhege dam o theo meiu gin 163 kicm nghiém

Sb 1 1804/VKN-YC2014

Miu kiém nghi¢m : Dung dich tiém Paclitaxel
Noi sin xuit ¢ By mon Hoa Duge - Khoa Duge - DH Y Duge TP. HOM
Sé 16 1 NC 2013 Han ditng -
S6 ding ky kiém nghi¢m : 33GI804 Sb dang ky : -
Dom vj giri mu : Khoa Duge - DH Y Duge TRHCM
Ngwiri gino miu : L& Minh Tri
Nguwriri nhin miu : Nguyén Thi Phuong Uy&i
Ngiy giao nhin miu 1 0200772014 /
Yéu cu kiém nghigm 1 LD30
Tiéu chufin hodc thi ligu dp dyng : Phuomg phip Behrens E i
Tinh trgng mitu khi nhin : Milu dong treng o thity tinhmit kin, c6 d4n nhan tany, Lugng
il giri 4 1oy, QBN
Chi tiéu " Mie ehit luyng o K g
Tinh chit ) & | Chit Yo tring sudt, boi dnh
Dijc tinh cip - N CHEDS0 = 28,20 4 4,356 mg/kg &
X ‘ O\ P = 0,05

... thangl nam 254

\ vann el
W Ll MING)

Tr. 1/ 1+ 33G1804 Ghi chii:
<« Chi théw thi mghiim co du (%) i chana ddwg & w1 VILAS
«  Chi tiéu thor mghigm co dan (**) ki dhpre thue hign ot mha thau phy
M chi docre et 60 ngay ké bl mpdy 06 két qua ksém nighigm

Hinh PL 11.2. Két qua LDso cua dang dung dich dam dic
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I. KHAO SAT PHAN BO PTX TRONG HUYET TUONG

Can kho

4 ) 50 pl dd IS 10 pg/mL
Mau thir hoic | 200l dd dém phosphat
mAu tht ty tao ; 0.02M pH 50 )
- 4 mL diethyl ether
\_ J
Lic 5 phat
Ly tdm 4000 vong/ phat
trong 10 phat
Dich chiét ether
Dubi dung moi
Thoi nito, gia nhiét 40 °C
—

500 pl pha dong

Lic 5 phat
Ly tam 4000 vong/ phat
trong 10 phat

Mau phan tich

<

Loc 0,45 pum

Hinh PL11.3. So d6 chiét PTX tir huyét tuong
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1.1. KET QUA THAM PINH TREN THO
1.1.1 Tinh phu hgp hé théng

Bang PL11.1 Théng s twong thich hé théng

Thong s6
STT Thot Dién tich Chicu He so Hésdé Sodialy Do phan
gian lu dinh ca0 dung bat d6i  thuyét giai
(phut) dinh lwong

1 9,028 266069 17417 0,337 1,452 7967 3,506
= 2 9,030 279394 17829 0,338 1,482 7763 3,577
g‘_ 3 9,041 270581 17641 0,337 1,453 7935 3,520
E 4 9,037 271411 17690 0,338 1,455 7989 3,537
S 5 9,031 271063 17685 0,339 1,457 7958 3,560
6 9,033 271035 17677 0,339 1,458 7956 3,573
Trung binh 9,033 271592 17657 0,338 1,460 7928 3,546
SD 0,005 4313,23 133,94 0,009 0,011 82,704 0,029
RSD% 0,054 1,588 0,759 0,265 0,771 1,043 0,821
1 12,851 781222 31590 0,904 1,384 6468 7,325
2 12,844 785614 31897 0,903 1,377 6478 1,277
g 3 12,871 790976 31940 0,904 1,387 6469 7,323
g 4 12,863 790895 32037 0,904 1,380 6521 7,347
- 5 12,856 788258 31968 0,907 1,381 6517 7,343
6 12,856 787480 31992 0,906 1,379 6515 7,336
Trung binh 12,857 787 408 31904 0,905 1,381 6 495 7,325
SD 0,009 3663,40 160,91 0,002 0,004 25,508 0,025
RSD% 0,073 0,465 0,504 0,166 0,262 0,393 0,347
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1.1.2. Pwong chuan va khoang tuyén tinh
Bang PL11.2. Két qua khao sat nong do PTX trong MeOH va huyét twong

Nong dd PTX trong  Néng dé PTX trong

methanol (ug/mL) huyét twong (ng/mL) Ty I¢ diégn tich pic AS/IS

0,500 0,311 0,056
1,000 1,000 0,105
2,500 2,485 0,236
5,000 5,546 0,579
10,000 10,305 1,043
12,500 12,346 1,282
20,000 20,616 2,123
25,000 25,000 2,546
50,000 50,000 5,201

y =0,1037-0,0066; R? = 10,9998 ; LLOQ = 0,5 pg/mL

- N
=y
g, Y=0.1037x-0.0066
= = R2 = 0.9998
@ V)
= <
(20
&>
Nong d6 (ng/mL)

Hinh PL 11.4. D6 thi duong chuan va khoang tuyén tinh

- Tric nghiém Fischer F = 39352,1> Fo0s = 3,23: phuong trinh hdi quy tuong
thich.
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- Trac nghiém Student (ta = 198,37 > to0s = 2,36, t, =-0,61 <t =2,36); hé s a
(46 ddc) c6 ¥ nghia vé mat thong ké va hé sé b (tung do gbc) khong co ¥ nghia
vé mit théng ké => phuong trinh hdi quy c6 thé viét lai: y = 0,1037x.

- Puong chuan c6 R? = 0,9998> 0,9990, tric nghiém F va t thoa man yéu cau
chung. Dudng chuan va khoang tuyén tinh dat yéu cau.

1.1.3. B¢ ding va chinh xac ¢ LLOQ
Bang PL11.3. Két qua do dung va chinh xac & LLOQ

Nong dd thuc Nong dd tim Ty Ié phuc hoi o) AA 1A
(ug/mL) thiy(ug/mL) (%) o dg Igch

0,461 92,14 7,86

0,473 94,68 5,32

0,460 91,99 8,01

0,500

0,514 102,77 2,77

0,428 85,61 14,39

0,461 92,24 7,76

TB 0,543 93,238 7,686

1.1.4. Ty & thu hdi — Hiéu suat chiét CAR
Bang PL11.4. Ty Ié thu hdi va hiéu suét chiét CAR

Néng d PTX (ug/mL) Ry Di@ﬁj}'}%ﬂ‘ flifntlg’”g Diénl\tﬂ"g{‘hgir:’otlmng Hiéu ?;j)t chiét
(Mg/mL)

297879 98,77

302167 100,20

297250 98,56

05 297048 301578 98,50
294113 97,52

206141 98,20

B 2 297433 98.63
206141 98,20

319279 91,21

1 316467 350050 90,41
317509 90,70

318670 91,04
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321788 91,93
B 3188087 91,08
323584 94,15
324031 94,28
324525 94,42
25 329038 343689 95,74
331290 96,39
332711 96,81
B 327529,83 95,30
306919 83,27
309256 83,90
307742 83,49
>0 307831 368594 83,51
336814 91,38
338107 91,73
B 31777817 86,21

1.1.5. Ty I thu hdi — Hiéu suat chiét PTX
Bang PL11.5. Ty Ié thu hdi va hiéu suat chiét PTX trong huyét twong ¢ 4 nong do

Nong @6 PTX  Dién tich pic trong huyét  Dién tich pic trong Higu suat
(Mg/mL) tuwong Methanol chiét (%)
18480 93,72
20414 103,52
19520 98,99
0 19562 19719 99,20
19230 97,52
19160 97,17
B 19394,33 9835
35781 77,40
36003 77,88
L 36011 16227 77,90
36351 78,64
36285 78,49
35711 77,25
B 36023,67 7793
25 918192 944683 97,20

923520 97,76
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926127 98,04

926882 98,12

919773 97,36

924295 97,84

TB 923131,5 97,72
1576486 84,22

1582202 84,52

50 1577599 1871877 84,28
1581246 84,47

1827667 97,64

1834504 98,00

TB 1663284 88,86




1.1.6. P§ chinh xac trong ngay va khac ngay
Bang PL11.6. B6 chinh xac trong ngay va khac ngay

Trong ngay Khéc ngay
Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3 RSD (%) trong
Nong do thuc Ndng d6 tim thiy Nong do thuc Nong do tim thdy Nong do thyc Nong d6 tim thdy ~ ngay va khac ngay
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (bg/mL)

0,461 0,474 0,539
0,473 0,517 0,545

05 0,460 05 0,502 05 0,528 7,95
0,514 0,504 0,448
0,428 0,500 0,423
0,461 0,495 0,554
1,067 0.859 1,092
1,028 0,861 1,104

1 0,936 1 0,859 1 1,026 10,74
1,087 0.864 1,102
1,094 0.854 1,097
1,045 0,857 1,088
25,447 25,809 26,482
25,390 25,923 26,666

25 25,427 25 25,956 25 26,603 4.36
25,266 25,621 22,919
25,184 25,252 23,176
25,213 25,268 23,236
47,717 50,572 53.485
48,971 50,371 53.670

5 50,605 5 50,472 60 55,076 500
57,276 50,574 54,429
56,175 53.425 50.854

54,766 53,420 50,638




1.1.7. P diang trong ngay va khac ngay
Bang PL11.7. b6 dang trong ngay va khac ngay

PL-47

Nong d thye | —g 0 timTrong ?qali (ngiy . Ndng do tim '#qa}xe/ 2huc Nong do tim T‘Nf%ayhic hoi
(Hg/mL) thay(ugimL) b %dolech | R i) hot oy edolech | Rl (o) % do lech

0,461 92,14 7.86 0,474 94,88 512 0,539 107,76 7,76

0,473 94,68 5.32 0,517 103,32 3.32 0,545 108,96 8,96

05 0,460 91,99 8,01 0,502 100,43 0.43 0,528 105,51 5,51
0,514 102,77 2,77 0,504 100,72 0,72 0,448 89,56 10,44

0,428 85,61 14,39 0,500 100,00 0,00 0,432 86,43 13,57

0,461 92,24 7,76 0,495 98,95 1,05 0,554 110,76 10,76

B 93,238 7,686 99,72 1,77 101,50 9,50
1,067 106,69 6,69 0.859 85,90 14,10 1,092 109,22 9,22

1,028 102,80 2.80 0,861 86,15 13.85 1,104 110,40 10,40

1 0,936 93,63 6,37 0,859 85,88 14,12 1,026 102,57 2,57
1,087 108,65 8.65 0,864 86,38 13.62 1,102 110,21 10,21

1,094 109,35 9,35 0,854 85,39 14,61 1,097 109,71 9,71

1,045 104,47 4,47 0,857 85,73 14,67 1,109 110,89 10,89

B 104,27 6,39 85,91 14,16 108,76 8,83
25,447 101,79 1,79 25,809 103,23 3.23 26,482 105,93 5,93

25,390 101,56 1,56 25,923 103,69 3.69 26,666 106,66 6.66

25 25,427 101,71 1,71 25,956 103,82 3.82 26,603 106,41 6.41
25,266 101,06 1,06 25,621 102,48 2.48 22,919 91,68 8.32

25,184 100,74 0.74 25,252 101,01 1,01 23,176 92,70 7.30

25,213 100,85 0.85 25,268 101,07 1,07 23,236 92,94 7,06

B 101,29 1,29 102,55 2,55 99,39 6,95
47,717 95,43 457 50,572 101,14 1.14 53,485 106,97 6,97

48,971 97,94 2,06 50,371 100,74 0.74 53,670 107.34 7.34

50 50,605 101,21 1,21 50,472 100,94 0.94 55,076 110,15 10,15
57,276 114,55 14,55 50,574 101,15 1.15 54,429 108,86 8.86

56,175 112,35 12,35 53.425 106,85 6.85 50,854 101,71 1.71

54,766 109,53 9,53 53,420 106,84 6.84 50,638 101,28 1,28

B 105,17 7,38 102,94 2,94 106,05 6,05
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1.2. KET QUA THAM PINH TREN CHUQT
1.2.1.Tinh phit hop hé théng
Bang PL11.8. Thong s6 tuong thich h¢ thong

Thoéng so
Thoi o Chiéu H¢ so i i .
STT Dién tich Héso Sodialy D9 phan
gian luu cao dung A ; .
. dinh bat doi thuyet giai
(phut) dinh lwong

9,028 266069 17417 0,337 1,452 7967 3,506
9,030 279394 17829 0,338 1,482 7763 3,577
9,041 270581 17641 0,337 1,453 7935 3,520
9,037 271411 17690 0,338 1,455 7989 3,537
9,031 271063 17685 0,339 1,457 7958 3,560
6 9,033 271035 17677 0,339 1,458 7956 3,573
Trung binh 9,033 271592 17657 0,338 1,460 7928 3,546

g A W N P

Carbamazepin

SD 0,005 4313,23 133,94 0,009 0,011 82,704 0,029
RSD% 0,054 1,588 0,759 0,265 0,771 1,043 0,821

1 12,851 781222 31590 0,904 1,384 6468 7,325

2 12,844 785614 31897 0,903 1,377 6478 7,277

% 3 12,871 790976 31940 0,904 1,387 6469 7,323
S 4 12,863 790895 32037 0,904 1,380 6521 7,347
- 5 12,856 788258 31968 0,907 1,381 6517 7,343
6 12,856 787480 31992 0,906 1,379 6515 7,336

Trung binh 12,857 787408 31904 0,905 1,381 6 495 7,325
SD 0,009 3663,40 160,91 0,002 0,004 25,508 0,025
RSD% 0,073 0,465 0,504 0,166 0,262 0,393 0,347
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1.2.2. Pwong chuian va khoang tuyén tinh
Bang PL11.9. Két qua danh gi4 tinh tuyén tinh ctia phuwong phép dinh luong.

) . Nong dd xac
. ) Dién tich Ti so dién
Nong d9 Dién tich dinh tw
dinh tich dinh . D¢ léch (%)
thuc (ug/ml) dinhPTX dwong chuan
CAR(IS) PTX/CAR
(Mg/ml)
0,1 21113 312804 0,0675 0,0828 17,21
0,5 49531 310885 0,1593 0,4707 5,85
1 92078 300559 0,3064 1,0919 9,19
5 332806 312932 1,0635 4,2907 14,19
10 753943 319957 2,3564 9,7528 2,47
15 1215442 332573 3,6547 15,2377 1,58
20 1617660 326064 4,9612 20,7574 3,79
25 1976798 327039 6,0445 25,3343 1,34
50 3371293 286152 11,7815 49,5715 0,86
4 A

<

q A

S EE ¥ =0,2367x

SE R2=0,9993

=<

5O

=3 X

- =

— o

F

L Nong d6 Paclitaxel (pg/ml) )

Hinh PL10.4. Db thi biéu dién su twong quan tuyén tinh giira ti 1& dién tich dinh
PTX/CAR(AS/IS1) va ndong d6 PTX trong huyét tuong.

- Trac nghiém Student: kiém tra y nghia cua cac hé sé hoi quy

t = 98,9030> to 05 = 2,3060: H sb a ¢6 ¥ nghia théng ké.

ty = 0,9640< to 05 = 2,3060: Hé s6 b khong c6 y nghia thong ke.

- Tric nghiém Fisher: kiém tra tinh twong thich ctia phwong trinh hdi quy

F = 9781,8013> Fo s = 5,5914: Phuong trinh hoi quy c6 tinh twong thich.



PL-50

- Khoang tuyén tinh duoc xac dinh & ndng d6 tir 0,1-50 pg/mL 1a phu hop dé dinh
lwong PTX trong huyét tuong.

1.2.3. Gi6i han dinh lwgng dwéi (LLOQ)
Bang PL11.10. Két qua x4c dinh giéi han dinh luong dudi (LLOQ).

Dién tich dinh Nong do Tylé.
STT tim thay phuc hoi
PTX CAR PTX/CAR (Hg/mL) (%)
Trang 1938 0
Chuan 22285 293649 0,0759
1 20434 260863 0,0815 0,1032 103,22
2 22486 270834 0,0830 0,1094 109,40
3 21879 265257 0,0826 0,1087 108,69
4 21628 263050 0,0822 0,1083 108,34
5 20551 263708 0,0779 0,1027 102,69
6 21228 264617 0,0802 0,1057 105,71
Trung binh 21368 264722 0,0807 0,1063 106,34
RSD% 2,7371 2,7371 2,7371

1.2.4. P9 chinh xéac
Bang PL11.11. Két qua do chinh x4c trong ngay va khac ngay

Ngay 0,1 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL
0,1038 11,2445 23,8660 56,1123
0,0993 10,7871 23,7788 54,1892
0,0937 11,2018 22,7726 52,8988
! 0,0973 11,1676 23,1829 51,6963
0,0994 11,1442 23,1170 51,9815
0,0974 11,1343 22,5304 51,4637
Trung binh 0,0985 11,1132 23,2080 53,0570
SD 0,0033 0,1648 0,5322 1,7994

RSD% 3,34 1,48 2,29 3,39

0,1032 9,0290 24,1655 52,6917
1 0,1094 9,2273 24,3595 51,3473

0,1087 9,1492 24,3844 52,6636
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0,1083 9,5365 25,8160 49,6027

0,1027 9,6470 25,6201 51,0781

0,1057 9,6580 25,4656 51,0451

Trung binh 0,1063 9,3745 24,9685 51,4048

SD 0,0029 0,2730 0,7412 1,1599
RSD% 2,74 2,91 2,97 2,26

0,1177 10,2272 25,3347 50,8561

0,1193 10,2339 24,4317 51,7915

0,1198 10,2434 23,8562 51,7272

. 0,1193 10,3034 24,3487 51,8986

0,1192 10,3495 23,4205 53,6639

0,1159 10,3051 23,9763 49,8775

Trung binh 0,1185 10,2771 24,2280 51,6358

SD 0,0015 0,0494 0,6534 1,2582
RSD% 1,24 0,48 2,70 2,44

Trung binh 3 ngay

Trung binh 0,1078 10,2549 24,1348 52,0325

SD 0,0088 0,7513 0,9602 1,5423
RSD% 8,21 7,33 3,98 2,96




1.2.5. D¢ ding trong ngay va khac ngay

PL-52

Bang PL11.12 S liéu khao sat dién tich pic trong ngay va lién ngay.

Dién tich dinh

Nong do
khao sat STT Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
(hg/mL.) PTX CAR PTX/CAR PTX CAR PTX/CAR PTX CAR PTX/CAR
Chuan 22068 302194 0,0730 22285 293649 0,0759 19653 291609 0,0674
1 20329 268303 0,0758 20434 260863 0,0783 23350 294444 0,0793
2 19439 267979 0,0725 22486 270834 0,0830 22918 284958 0,0804
01 3 18058 263781 0,0685 21879 265257 0,0825 22881 283362 0,0807
4 18995 267201 0,0711 21628 263050 0,0822 22488 279610 0,0804
5 19481 268262 0,0726 20551 263708 0,0779 22467 279728 0,0803
6 19054 267775 0,0712 21228 264617 0,0802 23108 295745 0,0781
Chuan 761243 302487 2,5166 738358 296013 2,4943 871405 309772 2,8131
1 781222 276069 2,8298 695300 308727 2,2522 880420 306024 2,8770
2 785614 289394 2,7147 695774 302300 2,3016 877594 304841 2,8789
10 3 790976 280581 2,8191 690136 302410 2,2821 878306 304806 2,8815
4 790895 281411 2,8105 703652 295809 2,3787 882656 304533 2,8984
5 788258 281063 2,8046 713212 296396 2,4063 888163 305066 2,9114
6 787480 281035 2,8021 712787 295879 2,4090 888216 306399 2,8989
Chuan 2108464 333143 6,3290 2128097 311311 6,8359 2102305 344444 6,1035
» 1 1798797 297719 6,0419 1923786 291142 6,6077 2052287 331807 6,1852
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2 1806620 301898 5,9842 1946840 292284 6,6608 2067444 346611 5,9647

3 1829149 319168 5,7310 1945993 291859 6,6676 2083333 357701 5,8242

4 1839053 315217 5,8342 1952271 276563 7,0590 2083090 350425 5,9445

5 1845560 317234 5,8177 1947616 278013 7,0055 2052125 358897 5,7179

6 1826542 322140 5,6700 1961704 281723 6,9632 1980380 338321 5,8536
Chuan 4240078 319136 13,2861 4427899 310978 14,2386 4407892 315277 13,9810
1 4338033 290942 14,9103 4434408 295526 15,0051 4608885 324104 14,2204
2 4499369 312472 14,3993 4539227 310432 14,6223 4586982 316738 14,4819
50 3 4463917 317572 14,0564 4497254 299874 14,9971 4592142 317488 14,4640
4 4396564 320056 13,7369 4480071 317162 14,1255 4610545 317708 14,5119
5 4408032 319130 13,8127 4478720 307908 14,5456 4618821 307808 15,0055
6 4368719 319466 13,6751 4588802 315680 14,5362 4595231 329484 13,9468




Bang PL11.13. Két qua thong ké do dung trong ngay va lién ngay.
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. Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
nong 40 Nong do Ty lé A in Nong do Ty lé nin Nong do Ty lé A in
‘{ﬁ;‘,‘?ﬁﬁ; STt fimthdy  phuc hdi D‘i’o}(‘;’)ch timthdy  phuc hdi D‘i’o};’)‘:h fimthdy  phuc hdi D‘gof)c“
(Mg/mL) (%) (Mg/mL) (%) (Mg/mL) (%)

1 0,1038 103,76 3,76 0,1032 103,22 3,22 0,1177 117,67 17,67

2 0,0993 99,33 0,67 0,1094 109,40 9,40 0,1193 119,34 19,34

3 0,0937 93,75 6,25 0,1087 108,69 8,69 0,1198 119,81 19,81

0,1 4 0,0973 97,35 2,65 0,1083 108,34 8,34 0,1193 119,34 19,34
5 0,0994 99,44 0,56 0,1027 102,69 2,69 0,1192 119,17 19,17

6 0,0974 97,44 2,56 0,1057 105,71 5,71 0,1159 115,94 15,94

Trung binh ~ 0,0985 98,51 2,74 0,1063 106,34 6,34 0,1185 118,54 18,54

1 11,2445 112,45 12,45 9,0290 90,29 9,71 10,2272 102,27 2,27

2 10,7871 107,87 7,87 9,2273 92,27 7,73 10,2339 102,34 2,34

3 11,2018 112,02 12,02 9,1492 91,49 8,51 10,2434 102,43 2,43

10 4 11,1676 111,68 11,68 9,5365 95,37 4,63 10,3034 103,03 3,03
5 11,1442 111,44 11,44 9,6470 96,47 3,53 10,3495 103,50 3,50

6 11,1343 111,34 11,34 9,6580 96,58 3,42 10,3051 103,05 3,05

Trung binh 11,1132 111,13 11,13 9,3745 93,75 6,25 10,2771 102,77 2,77

1 23,8660 95,46 4,54 24,1655 96,66 3,34 253347 101,34 1,34

25 2 23,7788 94,55 5,45 24,3595 97,44 2,56 24,4317 97,73 2,27
3 22,7726 90,55 9,45 24,3844 97,54 2,46 23,8562 95,42 4,58
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4 23,1829 92,18 7,82 25,8160 103,26 3,26 24,3487 97,39 2,61

5 23,1170 91,92 8,08 25,6201 102,48 2,48 23,4205 93,68 6,32

6 22,5304 89,59 10,41 25,4656 101,86 1,86 23,9763 95,91 4,09
Trung binh 23,2080 92,38 7,62 24,9685 99,87 2,66 24,2280 96,91 3,53
1 56,1123 112,22 12,22 52,6917 105,38 5,38 50,8561 101,71 1,71

2 54,1892 108,38 8,38 51,3473 102,69 2,69 51,7915 103,58 3,58

3 52,8988 105,80 5,80 52,6636 105,33 5,33 51,7272 103,45 3,45

50 4 51,6963 103,39 3,39 49,6027 99,21 0,79 51,8986 103,80 3,80
5 51,9815 103,96 3,96 51,0781 102,16 2,16 53,6639 107,33 7,33

6 51,4637 102,93 2,93 51,0451 102,09 2,09 49,8775 99,75 0,25
Trung binh 53,0570 106,11 6,11 51,4048 102,81 3,07 51,6358 103,27 3,35
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1.3. KET QUA NONG PQ PTX TRONG HUYET TUONG THO VA CHUQT
1.3.1. Thé

Bang PL 11.14. Ndng d6 PTX trong huyét tuong tho sau khi tiém thude déi ching

Thoi diém Nong dé PTX (pg/ mL)
(phat) Thé1 Thé2 Th63 Thé4 Thé5 Tho6
5 23,934 23,829 26,750 24,855 25780 26,245
10 17,023 16,340 19,058 17,564 18,215 17,559
15 12,737 12,788 12,494 12,669 13,050 14,920
30 8,127 8,113 6,387 8055 7,890 8,276
60 4,403 3404 3461 4210 3,750 4,009
120 1,782 1,324 1268 1,795 1320 1517
240 0875 0661 0981 0898 0,820 0,890
360 0540 0,678 0566 0560 0,695 0,754

Bang PL 11.15. Cac thong sé duoc dong cua thude déi chitng trén tho
AUCo-6 AUCo-»

Thoéng so (ug.givimL)  (ug.gio/mL) t12(gio) V4 (lit/kg)
Trung binh 14,71 15,70 1,15 0,251
Do léch chuan 0,99 0,90 0,02 0,003
Do phan tan 0,07 0,06 0,02 0,01
Khoang udc lugng  14,71+£231  1570+2,07 1,15+0,04 0,251 0,006

Bang PL 11.16. Nong do PTX trong huyét twong tho sau khi tiém dung dich dam dic

Thoi diém Nong d¢ PTX (ng/ mL)
(phat) Thé1 Thé2 Th63 Thé4 Thé5 Thoo
5 36,519 36,529 36,585 26,172 19,624 28,102

10 22,896 23,163 33,439 19,288 15,027 9,929
15 18,675 18,854 7,412 12,694 10,583 6,788
30 12,99 12,629 6452 7,125 5561 3,493
60 4491 4486 3514 2,793 3402 2438
120 1468 1463 1728 1227 1531 2,315
240 1,042 1013 115 0853 098 1,357
360 1,061 1,071 1,046 0838 0875 1,29
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Bang PL 11.17. Cac thong s6 duoc dong cua ché pham dung dich dam dic trén tho

Thong sé (p;;;f"nju (ug;gﬁu tua(gid) Ve (lit/kg)

Trung binh 16,33 18,38 1,36 0,208
Do léch chuan 3,08 2,94 0,25 0,06

Do phan tan 0,19 0,16 0,18 0,27

Khoang udc lugng 16,33+ 0,19 18,38+0,16  1,36+0,18  0,208+0,27

Bang PL 11.18. Nong d6 PTX trong huyét twong tho sau khi tiém bot dong kho

Thoi diém Nong d6 PTX (ug/ mL)
(phat) Thé1 Thé2 Thé3 Thé4 Th65 Thoo6
5 12,486 11,197 10556 12,065 8,808 8,116
10 7,841 10595 6,839 8,021 5889 7,708
15 4133 5815 6,741 4695 3,775 5,022
30 3312 1872 3855 2,797 1943 2,273
60 0875 1,077 1,334 1544 0812 0,736
120 0623 0834 1242 0346 0,340 0,364
240 0,490 0492 0537 0289 0276 0,256
360 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000

Bang PL 11.19. Cac thong sé duoc dong cua ché pham bot dong kho trén tho

A X AUCO-G AU CO-oo . .
Thong so (uo.gioimL)  (ug.gio/mL) tuz (gio)  Va (lit/kg)
Trung binh 5,06 5,55 0,87 0,57
Do léch chuan 1,19 1,38 0,09 0,10
Do phan tan 0,24 0,25 0,11 0,18

Khoang uéc lwong 5,06 £0,24 555+0,25 0,87+0,11 0,57 +0,18
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1.3.2. Chuot
Bang PL 11.20. Nong d6 PTX trong huyét twong chudt sau khi tiém thudc d6i ching

Théi diém Nong d6 PTX (ng/ mL)
(phut) Chugt 1 Chu¢t2 Chuot3 Chuot4 Chuot5 Chuotb
5 56,472 54566 66,221 62,380 57,386 61,586
10 41,548 39,903 44553 40586 42,152 48,219
15 33,400 26,987 34,947 34,938 34981 26,416
30 17,302 15,862 14,705 17,889 19,0417 20,110
60 13,074 10,915 12,523 13452 13,199 10,675
120 10,207 10,014 10,127 9,046 8,375 9,387
180 4,832 5,393 4,932 5,302 4,753 6,357
360 0,875 0,807 0,828 0,913 0,769 0,766

Bang PL 11.21. Cac thong s6 dugc dong hoc cua thudc ddi chirng trén chuot

N X AUCo-6 AUCo-» . P
Thong so (ug.giv/mL)  (ug.gio/mL) t12(gio) Vi (lit/kg)
Trung binh 53,595 54,737 0,958 0,219
Do léch chuan 0,99 0,90 0,02 0,003

Khoang udc lugng 53,60 0,99 54,74+09 0,96 +0,02 0,22 + 0,006

Bang PL 11.22. Nong d6 PTX trong huyét twong chudt sau khi tiém dung dich ¢am

dac
Thoi diém Noéng d6 PTX (ng/ mL)
(phut) Chugt 1 Chu¢t2 Chuft3 Chuot4 Chuot5 Chudtb
5 60,941 51,777 61,530 56,777 53,814 54,021
10 41,205 43,769 41,044 43,173 38,396 44,085
15 27,242 30,889 29,608 28,165 31,269 32,637
30 21,348 17,927 18,717 21,719 20,174 21,686
60 6,978 7,459 6,825 6,697 7,883 8,136
120 4,438 4,984 5,292 4,476 5,264 5,493
180 3,632 3,575 3,726 4,047 4,406 3,754

360 1,356 1,403 1,499 1,519 1,693 1,567
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Bang PL 11.23. Céc théng s6 duoc dong hoc cua dung dich dam dac trén chuot

Théng sé AUCos AUCE  e@iv) Ve (litkg)
(ng.gioY/mL)  (pg.gio/mL)
Trung binh 43,733 46,192 1,132 0,202
Do léch chuan 0,99 0,90 0,02 0,003

Khéang udc lwgng  43,73+0,07  46,19+0,06 1,13+0,02 0,20+0,01

Il. KET QUA KHAO SAT PHAN BO PTX TRONG MO

4 ) 50 pl dd IS 10 pg/mL
~ 4
Mau thtr hoac «—| 200 pl dd dém phosphat
mau thir tu tao 0.02M pH 5.0
9 )‘— 2 mL acetonitril
Lic 5 phat
Ly tam 4000 vong/ phat
trong 10 phut
Dich chiét ether
Pudi dung moi
Thoi nito, gia nhiét 40 °C
Can khd — 500 pl pha dong
Lic 5 phat
Ly tdm 4000 vong/ phat
trong 10 phat
M3u phan tich < Loc 0,45 pm

Hinh PL11.2. So dd chiét PTX tir mo



PL-60

2.1. KET QUA THAM PINH TREN THO
2.1.1. Tinh phi hep hé théng

Bang PL11.24. S6 liéu tham dinh tinh pht hop hé théng

IS AS
" tr Dién tich k' As tr Dién tich k' As
1 4,759 505349 0,59 1,169 9,472 215961 2,16 1,056
2 4,762 504370 0,59 1,179 9,475 215216 2,16 1,065
3 4,759 503387 0,59 1,180 9,475 216168 2,16 1,057
4 4,757 505155 0,59 1,186 9,475 217437 2,16 1,067
5 4,757 495185 0,59 1,159 9,478 214123 2,16 1,044
6 4,751 502552 0,58 1,166 9,466 214884 2,16 1,049
B 4,758 502666 0,59 1,173 9,474 215632 2,16 1,056
SD 0,004 - - - 0,004 - - -
RSD% 0,08 0,76 0,17 0,86 0,04 0,54 0,06 0,84
Yéu cau RSD < 2%
Kétluan  Dat Dat Pat  Dat Dat Dat Pat  Dat

n: s6 lan tiém 1ap lai; tr: thoi gian luu; As: hé s6 bat ddi; k’: hé s6 dung luong.

2.1.2. Tinh tuyén tinh va mién gia tri

- Tinh tuyén tinh trong mé gan

5.0 ~
4.0 -
n 3.0 -
a_ y = 0,2221x - 0,0519
<20 R? = 0,9985
1.0 -
0.0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Nong d9 PTX ( pg/mL)

Hinh PL11.3. Buong biéu dién ndng d6 PTX theo ty sé AS/IS trong md gan
Puong chuan tuyén tinh trong md gan: y = 0,2221x - 0,0519, R? = 0,9985

F =3906 > F (005:6) = 5,59 : Phuwong trinh hoi quy tuong thich voi do tin cay 95%.

ta= 62,5 > to,0s:6)= 2,37: Hé s a cd y nghia théng ké.
th = -1,7 < t0,05:6) = 2,37: Hé s6 b khong c6 ¥ nghia thong ké.
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Bang PL11.25. S liéu tham dinh tuyén tinh trong md gan

Dién tich pic Nong d
Nong d9 PTX Xac Do ‘ ,
PTX thuc dinh tir | 1éch Yéu cau Keét luan
té (ug/mL)  AS IS AS/IS  dwong chuin (%)
(Hg/mL)
0,1 3984 195670 0,0204 0,0917 8,33  DJ 1éch <20% Pat
0,5 20456 189063  0,1082 0,4872 2,57 Dat
1 38906 187450 0,2076 0,9345 6,55 Pat
2,5 88000 186904  0,4708 2,1199 15,20 Khong dat
5,0 177718 189536  0,9376 4,2217 15,57 Poléch < 15% Khong dat
75 308044 192305 11,6019 7,2123 3,84 Dat
10,0 428157 198430  2,1577 9,7151 2,85 Dat
20,0 878116 198118 4,4323 19,9563 0,22 Dat

Do léch tai LLOQ 14 8,33 % nho hon 20%, tai cac diém khac déu nho hon 15%. 6/8 diém

dat yéu cau do léch trong d6 c6 LLOQ va diém gidi han trén. Do d6 chap nhan dudng

chuan trong mé gan.

Tuyén tinh trong md Than

5.0
4.0
3.0
(7))
<2.0
1.0

0.0

y = 0,2038x - 0,0106
R2=0,9999

5 10

15 20 25

Nong do PTX (ug/mL)

Hinh PL11.4. Budng biéu dién ndng d6 PTX theo ty sé AS/IS trong md than

DPuong chuan tuyén tinh trong mé than: y = 0,2038 x - 0,0106, R? = 0,9999

F =3906 > F (005:7) = 5,31 : Phuwong trinh hdi quy tuong thich voi do tin cay 95%.

ta= 62,5 > t 0057 = 2,37: Hé s6 a c6 y nghia thong Ke.

th =-1,7 <tos7 =2,37: Hé s6 b khong co y nghia thong Ke.
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Néng dp Dién tich pic Néng dp PTX
PTX thye xdc dinh tr  DJ léch Yéu ciu Két
te duwong chuan (%) ludn
0,1 4071 236890 0,0172 0,0843 15676 Do léch<20%  Dat
0,5 20467 220780  0,0927 0,4549 9,025 Pat
1 41640 210017  0,1983 0,9729 2714 Pat
15 65906 219395 0,3004 1,4740 1,734 Pat
25 103707 216780 0,4784 2,3474 6,105 Dat
) ) ) ) ~ ~ < 0 .
50 221513 222377  0,9961 4,8877 2245 DOMeCh=1S%
10,0 458119 224994  2,0361 9,9909 0,091 Pat
150 709097 231243  3,0665 15,0464 0,309 Pat
20,0 963429 237757  4,0522 19,8830 0,585 Pat

Do léch tai LLOQ 14 15,676% nho hon 20%, tai cac diém khac déu nho hon 15%. Do

d6 chip nhan dudna chuan trona mé than.

Tuyén tinh trong md phoi

5.0 -
4.0 -
®
g 3.0 -
2 20 4 y =0,2218x - 0,0086
R2=0,9972
1.0 -
0.0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Nong d PTX (ug/mL)
Hinh PL11.5. Buong biéu dién nong do PTX theo ty s6 AS/IS trong md phoi

Puong chuan tuyén tinh trong md phoi: y = 0,2218 x -0,0086. R? = 0,9972

F = 2466 > F (0057 = 5,32 : Phuong trinh hdi quy twong thich voi do tin cay 95%.

ta= 49,67 > t (0057 = 2,31: Hé 56 a ¢6 ¥ nghia thong ké.
th=-0,2 < t(o.os7) = 2,31: Hé s6 b khong ¢6 ¥ nghia thdng ke.
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Bang PL11.27. S6 liéu tham dinh tuyén tinh trong mé phoi

Nong d9 Dién tich pic Nﬁ,n & q@ P]:X A A
PTX thuc ' xac dinh tir -~ DO lch Yéu ciu Két luan
té (ng/mL) duong chuan (%)
AS IS AS/IS (ug/mL)

0,1018 3985 199058  0,0200 0,0903 11,338  Dolech<20%  DAT
0,509 20014 184788  0,1083 0,4883 4,064 DAT
1,018 42461 191970  0,2212 0,9972 2,040 DAT
1,527 50951 194552  0,3081 1,383 9,017 DAT
2,545 100485 197101  0,5098 2,2985 0684 |, AT
5,0 211675 187873  1,1267 5,0798 0,201 = DAT
10,18 429150 192103  2,2340 10,0719 1,061 DAT
15,27 654508 183056  3,5755 16,1202 5,568 DAT
20,36 834886 190977  4,3717 19,7099 3,193 DAT

Do léch tai LLOQ 11,338% nho hon 20%, tai cac diém khac déu nho hon 15%. Do d6 chap
nhan duong chuan trong md phoi.
6.0 ~
5.0 -
4.0 -
V30 -
>
<20 - y =0,2567x - 0,025

o R2 = 0,9992

0.0 T T T T 1
0 5 . 10 15 20 25
Nong d¢ PTX (ng/mL)

Hinh PL11.6 Puong biéu dién ndng d6 PTX theo ty sé AS/IS trong md budng triang

Puong chuan tuyén tinh trong mé budng trang : y = 0,2567x - 0,025, R2 = 0,9992
F = 7453 > F (005:6) = 5,59 : Phuong trinh hdi quy twong thich véi do tin cay 95%.
ta= 86,33 > t(00s:6) = 2,37: Hé 56 a co ¥ nghia thong ké.

to = -0,88 < t (0,05:6) = 2,37: H& s6 b khong c6 y nghia théng ké.
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Bang PL11.28. S6 liéu tham dinh tuyén tinh trong mé budng triing

. Dién tich pic Nong dd
Nong do PTXXAC b4 lach s -
l:TX thuc fi;nh tur . i%) Yeéu cau Ket luan
té (ng/mL) AS IS AS/IS  dudng chuan
(Hg/mL)

0,098 4012 195680 0,0205 0,0799 18,50 Do 1éch <20% Pat
0,48 20456 189063 0,1082 0,4215 12,19 Pat
0,98 41436 171041 0,2423 0,9437 3,70 Pat
2,45 103379 172689 0,5986 2,3321 481 Pat
4,9 140396 120222 1,1678 4,5493 7,16 Do léch < 15% bat
9,8 489848 191844 2,5534 9,9469 1,50 bat
14,7 694962 190002 3,6577 14,2488 3,07 Pat
19,6 881872 174322 5,0589 19,7073 0,55 bat

Do léch tai LLOQ la 18,50% nho hon 20%, tai cac diém khac déu nho hon 15%. Do dé

chap nhan duong chuan trong md budng trang.
2.1.3. Ty Ié hoi phuc (hiéu suat chiét)

Ty I& h6i phuc duoc thyc hién trong md dong nhat, chon 3 nong d6 cao, trung binh, thap
ciia mién gid tri, mdi ndong d6 5 mau. Pinh luong va xac dinh ty 1& hdi phuc theo ty sb

dién tich pic cua mau sau chiét va dién tich pic cia mau chuan trong methanol.

Bang PL11.29. Bang s6 liéu tham dinh ty 1& hoi phuc

Nong @9 PTX thuc té Dién tich dinh PTX  Dién tich dinh PTX trong T 1¢ héi phuc

(Mg/mL) trong mo methanol (%)

41640 96,41

41872 96,94

1,002 43616 43192 100,98

40810 94,49

44136 102,19

Trung binh 98,20
RSD (%) 3,31

10,02 455990 444876 102,50

492561 110,72
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494306 111,11

494427 111,14

458791 103,13

Trung binh 107,72
RSD (%) 4,17

963429 101,43

976103 102,76

20,04 987502 949850 103,96

986755 103,89

975154 102,66

Trung binh 102,94
RSD (%) 1,01

Quy trinh dinh luong PTX ¢ ty I¢ hoi phuc trong khoang 96,41 - 111,14%.
RSD tuong tng véi cac mac nong do thap, trung binh, cao 1a 3,3%; 4,17%, 1,01%. Dat
y&u cau (< 15%).

2.1.4. P§ dung va d¢ chinh xac

P dung va do chinh xac duoc thuc hién trong mé déng nhat. Chon 3 nong d6 20, 10, 1
Hg/mL twong tng véi 3 mic ndng do cao, trung binh, thap theo duong chuan tuyén tinh.
MJi nong d6 5 mau, dinh lugng trong 3 ngay dé xac dinh d6 dung va do chinh xac trong

ngay va lién ngay.
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Bang PL11.30. Bang s6 liéu tham dinh d6 dung va d6 chinh xac trong ngay va lién ngay

Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
Nong do . . Néng . . Nong . .
PTX thwe Nongddtim Tylghdi % Pd dOPTX Nongddtim Tyléhdi %Py doPTX Nongddtim Tyléhdi % P
te thay phuc % léch thue te thay phuc % léch thue te thay phuc % léch
(Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL)
1,025 102,28 0,74 0,971 96,88 2,85 0,849 86,48 1,86
1,026 102,37 0,66 1,079 107,66 8,08 0,864 87,96 0,18
1,002 0,981 97,95 4,95 1,002 1,014 101,25 1,58 0,982 0,876 89,17 1,19
1,075 107,28 4,11 0,981 97,95 1,76 0,880 89,59 1,67
1,056 105,35 2,24 0,999 99,69 0,00 0,858 87,39 0,82
Trung
binh 103,05 2,54 100,69 2,85 88,12 1,14
RSD% 3,44 4,21 1,45
10,470 104,49 2,58 10,634 106,13 0,66 9,425 95,98 1,77
10,045 100,25 1,59 10,464 104,43 0,96 9,155 93,23 1,15
10,02 10,490 104,69 2,78 10,02 10,515 104,95 0,47 9,82 9,349 95,20 0,95
9,992 99,72 2,10 10,639 106,18 0,70 9,154 93,22 1,15
10,036 100,16 1,68 10,572 105,51 0,07 9,222 93,91 0,42
Trung
binh 101,86 2,14 105,44 0,57 94,31 1,09
RSD% 2,46 0,72 1,31
20,157 97,14 1,81 19,467 97,14 1,81 19,423 98,89 0,38
19,935 103,58 4,70 20,758 103,58 4,70 19,160 97,55 0,98
20,04 19,421 100,18 1,27 20,04 20,076 100,18 1,26 19,64 19,468 99,12 0,61
20,200 96,91 2,04 19,421 96,91 2,04 19,404 98,80 0,29
19,524 96,83 2,12 19,404 96,83 2,12 19,289 98,22 0,31
Trung
binh 98,93 2,39 98,93 2,39 98,52 0,51
RSD% 2,99 2,99 0,64
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2.1.5. Giéi han dinh lwgng dwéi (LLOQ)

Bang PL11.31. Bang s6 liéu thim dinh d6 dung va d6 chinh xac tai ndng d6 LLOQ

ien ti i A n Nong do
Thir tyy D en tieh pic NOngdd i Tylehdi PG lech
x AS/ISI  PTX thue p
mau AS IS1 té (ug/mL) thay phuc % %
(Mg/mL)
1 4092 174951  0,0234 0,1055 103,59 3,59
2 3996 172770  0,0231 0,1043 102,43 243
3 4193 172590  0,0242 0,1095 107,60 7,60
4 3636 168357  0,0215 0,1018 0,0974 95,65 435
5 3969 167950  0,0236 0,1065 104,66 4,66
6 3621 166433  0,0218 0,0081 96,36 3,64

2.2. KET QUA THAM PINH TREN CHUQT
2.2.1. Tinh phi hep hé théng
Bang PL11.32. S6 liéu tham dinh tinh phd hop hé théng

IS AS
N

Rt  Diéntich kK’ As Rt Dién tich K’ As
1 8,257 721559 0,522 1,352 10,186 529557 0,234 1,065
2 8,253 720561 0,521 1,351 10,189 531612 0,235 1,066
3 8,256 720345 0,521 1,349 10,185 529973 0,234 1,061
4 8,260 719857 0,522 1,351 10,188 529125 0,234 1,060
)
6

8,257 720104 0,521 1,348 10,179 532986 0,234 1,057

8,258 720378 0,521 1,354 10,181 530768 0,235 1,064

B 8,257 720467 0,521 1,351 10.185 530670 0,234 1,062
SD 0,002 587,873 0,000 0,002 0,004 1440,307 0,001 0,003
RSD% 0,03 0,08 0,09 0,16 0,04 0,27 022 0,32

Yéu cau RSD < 2%

Kétluan  Pat Dat Dat Pat  Pat Dat Dat Dat

2.2.2. Tinh tuyén tinh & mién gia tri

e Tinh tuyén tinh trong md gan
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Hinh PL11.9. Buong biéu dién nong do PTX (ug/mL) theo ty sé AS/IS trong md gan

DPuong chuan tuyén tinh trong md gan: y = 8,255x — 0,028, R2 = 0,9996
F =16127,43 > F (00s:6) = 5,59 : Phuong trinh hdi quy twong thich c6 do tin cdy 95%.
Ta = 126,99 > to,05:6) = 2,37: Hé s6 a c6 y nghia thong ké.
Th =-0,42 < t0s:6) = 2.37: Hé s6 b khong c6 ¥ nghia thong ké.
Phuong trinh hoi quy c6 thé viét lai : y = 8,255x.
Bang PL11.33. S6 liéu tham dinh tuyén tinh trong mé gan

A A cn ar . Nﬁng dﬁ
Nong do Dién tich pic PTX tir D6 ’
PTX i o o Két
thue té du’u’pg léch Yéu cau luan
‘/m D) AS 1S2 AS/1S2 chuan (%) :
(kg (ng/mL)
0,1 7605 696389  0,0109 0,0901 9,85 Doléch<20% Dat
0,5 41621 728650 0,0571 0,4715 5,69 bat
1 86294 778074  0,1109 0,9155 8,45 Dat
2,5 226993 766240 0,2962 2,4455 2,18 Dat
5 472521 749725  0,6303 5,2028 406 Doléch<15% Dat
7,5 659646 713658  0,9243 7,6302 1,74 Dat
10 918720 743671 1,2354 10,1981 1,98 Dat
20 1761279 731610 2,4074 19,8731 0,63 bat

Do léch tai LLOQ 1a 9,85% nhé hon 20%, tai cac diém khac déu nhé hon 15%. Do
d6 chap nhan dudng chuan trong mo gan.

e Tinh tuyén tinh trong md than
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Hinh PL11.10. Pudng biéu dién ndng do PTX pg/ mL theo ty sé AS/IS trong md than

Puong chuan tuyén tinh trong mo than: y = 8,809x — 0,099, R? = 0,9991

F =7557,78 > F (0.05:6) = 5,59 : Phuong trinh hdi quy tuong thich c6 d6 tin ciy 95%.

Ta = 86,94 > t(00s:6) = 2,37: Hé 50 a c6 y nghia théng ké.
To=-1,00 < t(0s:6) = 2,37: Hé s6 b khong c6 ¥ nghia thong ké.
Phuong trinh hoi quy c6 thé viét lai : y = 8,809x.

Bang PL11.34. S liéu tham dinh trong mo than

Nong do Dign tich pic Nﬁr‘lg d(ft PTX D6 .
PTX tir duwong o . a Ket
thuc té chuan Iéch Yeu cau luan
: AS 1S2 AS/IS2 (%) -
(ng/mL) (ng/m)
0,1 9602 775872 0,0124 0,1092 9,23 Doléch<20%  Pat
0,5 47501 751916 0,0632 0,5567 11,35 DPat
1 86139 719504 0,1197 1,0544 5,44 Pat
2,5 226788 758913 0,2988 2,6321 5,29 Pat
5 452856 767014 0,5904 5,2008 402 Doléch<15% Dat
7,5 691838 764804 0,9046 7,9686 6,25 Pat
10 863481 776394 11,1122 9,7974 2,03 Pat
20 1830632 803478 2,2784 20,0704 0,35 Pat

Do léch tai LLOQ 1a 9,23% nho hon 20%, tai cac diém khac déu nhé hon 15%. D
d6 chap nhan duong chuan trong mo than.

e Tinh tuyén tinh trong md phoi

(0]
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Hinh PL11.11.Duong biéu dién nong do PTX (ug/ml) theo ty sé AS/IS trong md phoi

Puong chuan tuyén tinh trong mé phdi: y = 8,581x - 0.157, RZ = 0,9995
F=10811,38 > F (0,056 = 5,59 : Phuong trinh hdi quy twong thich c6 do tin cay 95%.
Ta = 103,98 > t(o,05:6) = 2,37: Hé s6 a c6 y nghia thong ké.

Th =-1,88 < t0s:6) = 2,37: Hé s6 b khong co ¥ nghia thong ké.

Phuong trinh hoi quy c6 thé viét lai : y = 8,581x.

Bang PL11.35. Thong ké s6 liéu tuyén tinh trong mé phoi

A N o . Nong do
Nong do Dién tich pic PTX tir Po
PTX . Act AU CA &t lua
£ dwong léch Yéu cau Ket luan
thuc te Z
(ng/mL) AS IS AS/IS  chuan (%0)
(ng/mL)
0,1 726480 9630 0,0146  0,1137 13,75 DO léch <20% Pat
0,5 711005 52235  0,0735 0,6304 26,08 Khong Dat
1 756800 92005  0,1216  1,0432 4,32 Pat
2,5 755280 257232 0,3406  2,9225 16,90 Khong Dat
5 748564 458783  0,6129  5,2592 518 Doléch<15% Pat
7,5 746210 677242 0,9076  7,7879 3,84 Pat
10 765883 887880 1,1593  9,9479 0,52 Pat
20 778579 1828482 12,3485 20,1524 0,76 Pat

Do léch tai LLOQ 1a 13,75% nhoé hon 20%, tai cac diém khac déu nho hon 15%. 6/8

diém dat yéu cau do léch trong d6 c6 LLOQ va diém gigi han trén. Do d6 chap nhan

duong chuan trong md phi.
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2.2.3. Ty 1é phuc hdi va hiéu suit chiét PTX
Bang PL11.36. S liéu tham dinh ty 1 hdi phuc PTX

Nong dd PTX thucté  Dién tich pic  Dién tich pic PTX Ty Ié héi phuc

(ng/mL) PTX trong mo trong methanol (%)
87913 93,50

86194 91,67

1 81176 94028 86,33
85599 91,04

84497 89,86

Trung binh 90,48
RSD (%) 2,95
452783 88,48

495493 96,83

5 505672 S11713 98,82
510683 99,80

458416 89,58

Trung binh 94,70
RSD (%) 5,60
891492 89,28

876452 87,77

10 924625 998576 92,59
857675 85,89

886135 88,74

Trung binh 88,85
RSD (%) 2,76

Quy trinh dinh lugng PTX ¢4 ty 18 hoi phuc trong khoang 87,77-99,08%, cé4c gia tri
nam trong khoang 85-115%. RSD tuong (g vai cac mic ndng d6 thap, trung binh,
cao 14 2,95%; 5,60%; 2,76%. Dat yéu cau vé do dang va do chinh xéac khi nhé hon
15%.
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2.2.4. Ty 1é phuc hdi va higu suit chiét diazepam (DZP)
Bang PL11.37. S liéu tham dinh ty Ié phuc hdi DZP

Nong do DZP thucté  Diéntich pic  Dién tich pic DZP Ty 18 hoi phuc

(ng/mkL) DZP trong mo trong methanol (%)
735194 98,77

732503 98,40

2 716614 744378 96,27
714529 95,99

711239 95,55

Trung binh 97,00
RSD (%) 1,53
669682 93,16

686157 95,46

2 682317 718819 94,92

733949 102,10

634394 88,26

Trung binh 94,78
RSD (%) 5,26
734447 97,68

693432 92,23

2 749989 751868 99,75
740915 98,54

724050 96,30

Trung binh 96,90
RSD (%) 2,99

Quy trinh dinh lugng DZP c6 ty 18 hoi phuc trong khoang 88,26-102,10%, cAc gia tri
nam trong khoang 85-115%. RSD tuong (ng vai cac mic nong do thap, trung binh,
cao 13 1,53%; 5,26%:; 2,99%. Pat yéu cau vé do ding va do chinh xéc khi nho hon
15%.
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Bang PL11.38. Bang sb liéu tham dinh do ding va do chinh xéc trong ngay va lién ngay

Nong do Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3
PTX thucté Nongd$p Tyléhdi Do léch Nongdd Tyléhdi Pdoléch  Nongdd Tyléhoi  Péléch
(ng/ml) timthay  phuc (%) (%) timthay  phuc (%) (%) tim thdy  phuc (%) (%)
0,9871 98,71 1,29 0,9497 94,97 5,03 1,0029 100,29 0,29
0,9714 97,14 2,86 0,9126 91,26 8,74 1,0248 102,48 2,48
1 0,9351 93,51 6,49 0,9712 97,12 2,88 1,0152 101,52 1,52
0,9889 98,89 1,11 0,9136 91,36 8,64 1,0114 101,14 1,14
0,9807 98,07 1,93 1,0182 101,82 1,82 1,0112 101,12 1,12
Trung binh 97,26 95,31 101,31
RSD% 2,27 4,63 0,79
4,8562 97,12 2,88 5,2589 105,18 5,18 5,5929 111,86 11,86
5,4818 109,64 9,64 5,2650 105,30 5,30 5,5613 111,23 11,23
5 5,3358 106,72 6,72 5,4593 109,19 9,19 5,3505 107,01 7,01
5,5189 110,38 10,38 5,3558 107,12 7,12 5,3900 107,80 7,80
5,1529 103,06 3,06 4,9725 99,45 0,55 5,0534 101,07 1,07
Trung binh 105,38 105,25 107,79
RSD% 5,16 3,45 3,99
10,0201 100,20 0,20 10,0245 100,25 0,25 11,0362 110,36 10,36
10,4338 104,34 4,34 10,7373 107,37 7,37 11,3022 113,02 13,02
10 10,1772 101,77 1,77 10,0769 100,77 0,77 11,2157 112,16 12,16
9,5559 95,56 4,44 10,4507 104,51 451 10,2455 102,45 2,45
10,1030 101,03 1,03 10,6408 106,41 6,41 10,2799 102,80 2,80
Trung binh 100,58 103,86 108,16
RSD% 3,19 3,12 4,75
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Bang PL11.39. S liéu tham dinh d6 ding va do chinh xéc tai nong do 0,1 pg/mL

Dién tich pic Nongdp omede  Tyle

STT ' P AS/1S PTthhl_l.'c PTXtim  phuc Do Iéch
AS IS % (ug/mL) | T hel (%)

(ng/mL) (%)

1 0865 698324 0,0141 0,031 10311 3.1
2 0673 684340 0,0141 0,032 10317 3,17
3 8084 685302 0,0131 o 0,0957 9569 431
4 90174 693420 0,0132 ’ 0,0966 96,57 3,43
5 90734 695464  0,0140 0,022 102,16 2,16
6 9298 689434 0,0135 0,0984 9844 156
TB + SD 99,86 + 3,38

2.3. KET QUA NONG PQ PTX PHAN BO TRONG MO THO VA CHUQT

2.3.1. Thé

Bang PL11.40. Nong d6 PTX trong md tho sau khi tiém thude dbi ching

. Thoi diém Néng d) PTX (ug/g)

Mo (gid) The1 2 3 4 5 6 B SD
0,5 1070 913 986 945 950 815 9,90 0,78
can 2 246 133 127 170 125 147 1,69 0,67
4 1,00 019 027 105 070 022 049 0,45
8 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
0.5 639 546 625 632 510 680 603 0,50
. 2 167 102 143 158 114 112 1737 0,33
' 4 099 029 042 105 104 055 0,57 0,37
8 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
0.5 855 847 7,76 824 919 787 826 0,43
ops 2 221 161 123 312 467 339 1,68 0,49
4 099 029 042 055 062 075 0,57 0,37
8 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
0.5 179 173 107 143 172 168 153 0,40
Budng 2 082 065 08 050 075 131 0,88 0,12
tring 4 000 076 080 017 015 010 0,52 0,45
8 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
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Bang PL11.41. Nong do PTX trong mé tho sau khi tiém dung dich dam dic

. Thoi Néng dd PTX (ug/g)
diém (gio) Thé 1 2 3 4 5 6 B Sb
0,5 1449 17,60 12,25 1845 1560 12,10 1478 2,69
Gan 2 670 625 544 670 625 544 6,13 0,64
4 1,78 1,72 1,69 1,72 170 1,69 1,73 0,04
8 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
0,5 1091 11,49 974 995 105 9,80 10,71 0,89
Thn 2 480 441 493 458 414 487 471 0,27
' 4 2,46 204 18 200 204 1,95 212 031
8 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
0,5 7,11 939 806 824 919 787 819 1,14
Phéi 2 312 467 339 312 467 339 372 083
4 2,04 1,62 221 204 162 221 1,96 0,30
8 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
0,5 1,43 1,72 168 143 1,72 1,68 1,61 0,16
Budng 2 0,50 165 1,31 050 1,65 1,31 1,15 0,59
trimg 4 0,17 015 010 017 015 0,10 014 0,03
8 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
2.3.2. Chuét

Bang PL11.42. Nong do PTX trong mé chudt sau khi tiém thudc ddi chung

. Thoi diém Nong dd PTX (ug/g)
Mo (gi¥)  Chuptl 2 3 4 5 6 8 SD(%)
05 5777 5560 6358 57,81 5574 61690 5870 3.2
1 4143 3386 5299 4800 47,78 4981 4565 69
can 2 2840 2446 2415 3236 30,73 2380 2732 37
4 11,00 1154 1351 1525 1344 1476 1327 17
6 554 418 970 1085 624 7,07 726 25
8 003 027 001 004 038 0,29 017 02
05 2552 21,03 2147 2330 1919 1869 2153 26
1 1440 1381 1634 1465 1134 1432 1414 16
Than 2 872 713 1117 1312 925 1080 1003 21
; 4 686 461 676 454 543 413 539 12
6 189 333 403 463 281 302 329 10
8 027 042 055 078 050 0,19 045 02
05 1205 1306 1244 1109 1217 1310 1232 07
- 1 1002 1058 997 996 856 9,66 9,79 07
2 638 659 744 560 749 585 656 08
4 285 327 347 415 223 491 348 09
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2,10
0,46

3,31
0,25

1,60
0,39

1,67
0,24

1,30
0,26

2,17
0,31

2,03
0,32

0,7
0,1

Bang PL11.43. Nong do PTX trong mé chuét tiém dung dich dam dic

. Thoi diém Nong d¢ PTX (ug/g)

Mo (gi¥)  Chugt1 2 3 4 5 s B SD(O
0.5 5471 6227 66,11 6174 5537 6462 6080 47

1 51,76 49,06 54,52 57,84 5559 5640 5420 32

can 2 2853 36,10 24,16 3392 3249 3135 31,00 42
4 1505 2204 1383 1874 17,32 1444 1705 34

6 601 966 688 1347 1141 723 911 29

8 019 015 017 009 019 017 016 00

0,5 2184 2002 21,66 1953 1518 1658 1914 27

1 1453 1459 1471 1530 1366 1486 1461 05

i 2 926 998 978 1006 1080 1202 1032 10
: 4 633 513 669 461 421 812 585 15
6 300 250 373 303 289 453 328 07

8 049 053 019 028 024 027 033 01

0,5 1364 13,04 1458 1271 1217 1286 1332 09

1 990 1041 10,70 11,98 995 1269 1094 11

o 2 792 778 653 753 773 875 771 07
4 400 375 322 240 418 532 381 10

6 186 279 167 327 130 204 216 07

8 052 075 055 042 012 021 043 02
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