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MO PAU
1. Tinh cap thiét caa luan an:

Thudc diéu tri bénh ung thu c6 nhitng han ché lam giam tac dung diéu
tri nhu kha ning hoa tan trong nuéc kém, nong do cua thude giam nhanh
sau khi di vao co thé, gay ra nhiing tac dung hda hoc khdng mong mudn
hay thudc phan bb trai rong khip co thé, thiéu chon loc véi cac md bi
bénh khién cac mo binh thudng ciing bi anh huang. Chinh cac han ché
nay da thic diy dong dao cac nha khoa hoc quan tdm nghién ciu, phat
trién céc loai thubc mai, cac phuong phap dan truyén thudc, hé nano
mang thudc hudng dich,...

C6 nhiéu hudng nghién ciu nham nang cao hiéu qua trong diéu tri
ung thu, nhu tim kiém thudc méi hiéu qua hon, hay két hop nhiéu phuong
phép tri liéu nhu hoa tri, Xa tri. Trong d6 hudng nghién ciru dang duoc
quan tam 12 tong hop ra céc loai vat liéu c6 kha nang dan truyén thudc.
Céc loai vat liu méi nay dong vai trd luu giir, van chuyén thude dén
dung muc tiéu can diéu tri va c6 kha ning nha cham thudc dung liéu
lwong nham duy tri sinh kha dung ciing nhu giam thiéu doc tinh cua thube
dbi véi cac té bao lanh trong co thé. Trai qua qua trinh nghién ciu tham
khao tai liéu va nhan thiy tiém niang cua hudng nghién cau nay, toi lra
chon téng hop céc dan xuat caa gelatin 1am vat liéu tao nanogel va thuc
hién luan an: “Tong hop va danh gid hoat tinh cac hé Gelatin Pluronic
Nanogel mang Quercetin két hop thusc chong ung thu”.

Gelatin, pluronic la nhitng nguyén liéu an toan, dic tinh cau trac dic
biét c6 thé tao thanh hat nano cau trlic gel (nanogel) dang Ii — vo mang
dién tich duong, thuan loi tng dung Iam vat liéu mang cac loai thudc c6
tinh tan kém trong nudc va mang dién am nhu quercetin.

2. Muc tiéu nghién ciru caa luan an:



Tong hop cac copolymer trén co sé gelatin ghép cac pluronic P123,
F127, F87 va F68 vai cac ty 1¢ ghép khac nhau, tim loai pluronic, ty I¢
ghép tbi vu. Tir d6, tién hanh diéu ché vat liéu nanogel gelatin-pluronic
gan folic acid &ng dung mang quercetin va thuéc chéng ung thu
paclitaxel lam ting hiéu qua diéu tri cua chang.

3. Cac ngi dung nghién ctiu chinh caa luan an:

- Toéng hop céc copolymer trén co sé gelatin ghép pluronic P123,
F127, F87 va F68 vai cac ty 1¢ ghép khac nhau, tim ty 1& ghép t6i uu, gan
tac nhan hudng dich folic acid.

- Panh gia céu trac, kich thudc hat, nong d6 tao micelle (CMC), tao
gel (CGC), thé Zeta bé mat hat, hiéu suat ghép copolymer.

- Piéu ché, khao sat kha ning nang hoa thudc quercetin (QU),
paclitaxel (PTX) cua céc vat liéu nanogel.

- Panh gia kha nang giai phong QU, PTX cua vat liéu nanogel & diéu
Kién méi truong pH = 7,4 va pH = 5,5, nhiét d6 37 °C trong dung dich
dém PBS (Phosphate Buffered Saline).

- Panh gia in vitro hiéu qua tiéu diét té bao ung thu cua hé nanogel
mang quercetin, paclitaxel.

- Panh gia in vivo hiéu qua tiéu diét té bao ung thu cua hé nanogel
mang hai thudc két hop quercetin va paclitaxel.

Bo cuc cia luan an: Luan an gom phan Mé dau, Chuong 1: Téng
quan, Chuong 2: Phuong phap nghién ctru, Chuong 3: Két qua va thao
luan va phan két luan, kién nghi. Luan an c6 19 bang s6 liéu, 74 hinh v&
va 6 2 cong trinh c6 lién quan duoc cong bd.

CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Giéi thiéu vé nanogel

1.1.1. Khai ni¢m va wng dung nanogel



Nanogel 1a hat nano cau trdc gel duoc hinh thanh béi mang luéi cac
polymer lién két véi nhau théng qua lién két hoa hoc hoic tuong tac hoa
ly. Sy phat trién manh mé linh vuc cdng nghé nano da phat trién cac hé
nanogel c6 tiém ning tng dung mang cac loai thudc diéu tri bénh véi kha
ning hudng dich va duy tri nong d6 thude.

1.1.2. Phwong phap téng hep nanogel

Do ¢6 nhiéu &ng dung trong diéu ché 1am hé van chuyén thuéc, van
chuyén gen, nanogel c6 nhiéu nghién ctru duoc cong bd, tir ndm 1987 da
¢6 nhitng cong trinh nghién ciru dau tién vé cac phuong phap tong hop
hé nano tir gelatin nhu k¥ thuat desolvat, phuong phap keo tu phan doan,
phuong phéap bdc hoi dung méi tao nhii, phuong phap tao nhii pha dao,
hay phuong phéap két taa nano.

1.2. Vat li¢u gelatin
1.2.1. Tong quan vé gelatin

Gelatin la mét protein dién hinh, ¢6 kha ning hoat dong nhu mét acid
hay mot base. Tinh chat ludng tinh nay 1a do cac nhém carboxyl (-
COOH) thé hién tinh acid va nhém amine (-NH,) mang tinh base dugc
tao ra trong suét qua trinh thuy phan. Gelatin ton tai trong dung dich duéi
dang ludng cuc *NHs;—CH>—COO", thuong dugc goi 1a ion “Zwitter”.
1.2.2. Ung dung gelatin trong tong hop hé dan truyén thudc

Thuéc duoc mang boi hat nano s& duoc hip thu trong nén cau trac
hozc trén bé mat hat, sy hip thu nay xay ra trong qua trinh hat nano hinh
thanh. Thudc ua nudc ¢ thé duge mang thanh cong vao cau tric phia
trong cac hat bang qua trinh tron 1an ching voi dung dich nudc cua
gelatin trudc khi hat nano hinh thanh nho tuwong tac tinh dién, hoac lién
két cong hoa tri. Ngoai ra, twong tac hydro, tuong tac dudi ky nudc giita
thudc va gelatin ciing dugc cac nghién ciru khao sét.



Gelatin da thu hat dugc nhiéu sy chl y vi ¢6 kha ning tuong thich
sinh hoc va phan huy sinh hoc cao. Nho ¢6 cac chudi peptide Arg-Gly-
Asp trong phan ta, gelatin cd thé thuc day su bam dinh té bao. Ngoai ra,
gelatin c0 trang thai mang dién tich duwong trong moi truong sinh ly cua
co thé nguoi. Nho céc ly do nay ma gelatin c6 thé gidp tao ra su tuong
tac cao Véi CAC té bao ung thu ciing nhur cac té bao thuong trong co thé.
1.3. Pluronic
1.3.1. Tong quan vé pluronic

Cac pluronic c6 cau tao héa hoc giéng nhau, chi khac nhau & sé lugng
tuong d6i cua poly (ethylene oxide)-poly (propylene oxide), va thuong
dugc ky hiéu 1a (PEO-PPO-PEQ) chinh vi thé ma tinh chat, trong luong
phan tir cling nhu dic tinh hoat dong bé mat cua mai loai 1a khac nhau,
cac pluronic phé bién thuong duogc tng dung la F127, F68, F87, P123.

Mot s6 pluronic c6 tinh chat dic trung 13 bién ddi trang thai boi nhiét
d6. Khi & nhiét d6 thap (0 — 4 °C), dung dich pluronic véi ndng do thich
hop s& ton tai & trang thai 1ong, nhung khi ting nhiét do 1én nhiét do
phong (20 — 25 °C) lai chuyén sang dang gel rén. Nhiét do tao gel 1 nhiét
d6 téi1 han, khi nhiét 46 cao hon nhiét d6 téi han, dung dich polymer dong
lai thanh gel do nhom PEO wa nudc, PPO ky nude nén khi hoa tan trong
nudc cau trac micelle dugc hinh thanh véi nhan 1a PPO va 16p vé ngoai
1a PEO. Viéc ting nhiét d6 s& dan dén su loai nude va cdu trang thay doi
tai ving chira cac nhoém ky nuéce, két qua 1a cac nhoém PPO c6 xu hudng
mét nudc tao thanh 151 v6i vo bén ngoai 1a chudi PEO ngdm nude hop
thanh micelle hinh cau bén nhiét dong va cau tric gel duoc hinh thanh.

Céc nha khoa hoc thuong két hop pluronic F127 véi cac polymer
thién nhién nhu hyaluronic acid (mét polysaccharid c6 trong cac dich
nhay bbi tron cac khop), chitosan, gelatin ding trong y sinh.



1.3.2. Ung dung pluronic trong téng hep hé din truyén thuéc

Mot sb pluronic 1a copolymer khong ddc, wa nude, dugc sir dung rong
rii nhu mot ta duoc dé lam tang tinh on dinh va cai thién dac tinh kém
tan trong nudc cua thudc. Su két hop cua céc loai thuéc kém tan vao
trong cac hat micelle pluronic c6 thé cai thién dugc dugc tinh cua thube
va tang su phan tan sinh hoc. Pluronic cd tiém ning 16n trong viéc mang
cac thudc kho tan trong nurde, dac biét 1a thude tri ung thu va né dé dang
két hop voi mot chat khac dé tao ra hé nano mang thudc hiéu qua hon
(do c6 nhém chirc -OH dau mach).

1.4. Ung thu va thudc chong ung thw
1.4.1. Tong quan vé bénh ung thw

Ung thu xay ra do sy dot bién trong ADN, dan dén qua trinh té bao
tang sinh vO t6 chirc, khong tuan theo cac co ché kiém soat vé phat trién
co thé. Cac nghién cau trong thoi gian gan day da chiing minh dugc ung
thu ¢6 lién quan dén yéu té di truyén. Sy bién doi trong cac gene dan dén
nhitng thay ddi trong chie ning va su phan chia té bao. Nhimng thay doi
nay 1a két qua cua sy tuong tac gitra cac yéu té di truyén va cac tac nhan
bén ngoai, bao gom: cac tac nhan vat ly nhu tia cuc tim, birc xa ion héa;
cac tc nhan héa hoc nhu arsenic, aflatoxin va dac biét 1a khéi thudc 14,
cac tac nhan sinh hoc nhu nhidm tring bai virus, vi khuan, ky sinh tring.
1.4.2. Hoat chiit quercetin (QU)

Quercetin (3,3’,4’,5,7-pentahydroxyflavone)  thudc nhom
polyphenolic. Cac hop chat flavonoid hiu nhu duoc tim thiy phé bién
& thuc vat va thuc pham bt ngudn tir thuc vat. QU thudng xuyén & dang
glycosides (cAc chét dan xuat ciia duong). QU c6 thé dugc sir dung nhu
mét loai thyc pham chirc nang nham chdng lai mot sé loai bénh vi né c6
thé tac dong lén glutathione, cac enzyme. Ung dung cua QU trong linh



vue duoc pham bi han ché vi kha nang hap thy thip trong co thé do kha
ning hoa tan kém trong nudc, sinh kha dung thap va kém on dinh.
1.4.3. Paclitaxel (PTX)

Paclitaxel (PTX) la mot trong nhitng hop chat héa hoc hiéu qua
nhat trong diéu tri nhiéu loai ung thu nhu ung thu budng tring, va, dai
trang, bang quang, thuc quan, phdi, da u tay va ung thu Kaposi. PTX
dau tién duoc thu nhan bang chiét xuat tir vo cdy Taxus brevifolia.
Tuy nhién, do d¢ hoa tan kém trong moi truong nudc (dudi 0,5 mg/L)
va chi sb diéu tri thap, vi vay ung dung |am sang caa PTX van con
han ché. Bénh nhan sau khi dung PTX déu bi rung toc, hon 90%
bénh nhan bi suy tay. Mot sb bénh nhan bi cac phan tng phu nhu
nhu sung huyét, ngoai ban (39%), kém an (25%), phu ngoai bién (10%).
Van d& dugc dit ra khic phyc tinh khé tan trong nudc, nang cao hiéu
qua trj liéu caa PTX, 1am giam hiéu ung phu do thuéc nay gay ra.

1.5. Tac nhan hwéng dich folic acid (FA)

Ngudi ta da phat hién ra rang cac thu thé caa axit folic biéu hién qua
muc trong nhiéu loai t& bao ung thu, dic biét 1a ung thu budng tring.
Do dé, axit folic da duogc st dung trong thiét ké hé théng phan phbi
thudc hudng dich dya trén cac protein thu thé bé mat dé dwa thude dén
dung céc khdi u.

1.6. Nhirng nghién ciru trwéc day

D3 c6 nhitng cong b khoa hoc vé didu ché vat liéu mang thudc nhu
quercetin, paclitaxel trén co so gelatin, pluronic nhim lam ting hiéu qua
diéu trj cua thudc. Nhu céc tac gia Jan Zillies va Conrad Coester (2004),
tac gia Z.Lu va cong su da tién hanh nghién ciru phét trién hat nano tir
gelatin mang thudc Paclitaxel dé s dung trong diéu tri ung thu bang
quang, Kumari va cong su da tong hop thanh cong hat nano tir polymer



tong hop (2011), nhém nghién ctru caa TS. Tran Ngoc Quyén tai Pai hoc
Ajou, Han Quéc tong hop thanh cong chat mang nanogel am dién, nhay
nhiét trén co s& heparin mang va nha cham cac protein duong dién
(2011), Choi J.H. va dong nghiép béo céo thanh cong viéc tong hop
nanogel heparin-pluronic mang thubc indomethacin (IMC) va khang thé
don dong 3D8 scFv véi kich thudc hat diéu ché duéi 100 nm.

Tuy nhién, két qua van chua dat dugc sy ky vong vé ¢& hat nano, vé
hiéu qua mang — nha thuéc, bénh ung thu van 1a can bénh nguy hiém cua
nhan loai. Hién nay chua c6 cong trinh khoa hoc trong va ngoai nudc vé
diéu ché va tng dung nanogel tir gelatin ghép pluronic cé gén tac nhan
hudng dich té bao ung thu folic acid mang hai thubc két hop 1a quercetin
va paclitaxel dugc cong bé.

CHUONG 2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Hoéa chat

Hoa chat Xuat xir

Gelatin Merck, Buc

Pluronic P123 (MW= 5.800) Sigma—Aldrich, Hoa Ky
Pluronic F127 (MW= 12.600) Sigma—Aldrich, Hoa Ky
Pluronic F68 (MW= 8.400) Sigma—Aldrich, Hoa Ky
Pluronic F87 (MW= 7.700) Sigma—Aldrich, Hoa Ky
Folic acid Merck, Buc

Quercetin (C1sH1007, KLPT=302 g/mol) | Sigma—Aldrich, Hoa Ky
Paclitaxel Sigma—Aldrich, Hoa Ky
p-nitrophenyl chlorofomate (p-NPC)

(MW=201,56 g/mol) Acros organics, Hoa Ky
Tetrahydrofuran (THF) Merck, buc




Diethyl ether

RCI Labscan, Thai Lan

3-amino-1-propanol

Acros organics, Hoa Ky

Chloroform Fisher Chemical, Hoa Ky
Methanol Merck, Buc
Ethanol Fisher Chemical, Hoa Ky

Dichloromethane

RCI Labscan, Thai Lan

n-hexane (99%)

Acros Organics, Hoa Ky

1,4 - Diaminobutane, 99%

Acros Organics, Hoa Ky

N-Hydroxysuccinimide - BASF Corp Sigma—Aldrich, Hoa Ky
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)
Carbodimide Acros Organics, Hoa Ky
Khi Nitrogen Viét Nam
2.2. Dung cu va thiét bj
Cac thiét bi théng dung trong phong thi nghiém, cac thiét bi phan

tich ky thuat cao dugc st dung: can dién ta, 4 s 1¢ (A&D company-
Nhat), may khudy tir hiéu chinh nhiét (VELP Scientifica - Y), may dong
khd (FDU-1200 EYELA - Nhat), may ly tdm (Hermle Labortechnik
GmbH - Bc), may phan tich nhiét lugng TGA - DSC (Mettler Toledo -
Thuy Si),...
2.3. Phwong phap nghién cau

Nanogel dugc tong hop trén co so gelatin ghép Pluronic thdng qua
lien két urethane nhom (-NH) trén gelatin va nhém (=C=0) trén nhém
NPC gén trén pluronic (F127, P123, F87, F68).

- 'H-NMR va quang phé FT-IR xé4c dinh cAu trdc san pham.

- TGA xac dinh phan tram lugng gelatin dugc ghép vao pluronic.

- Kinh hién vi dién tir truyén qua TEM, k¥ thuat tan xa anh sang dong
hoc (DLS) x4c dinh hinh thai, kich thuéc va thé Zeta hat nanogel.



- lodine, UV-Vis xac dinh gia tri CGC hat nanogel.

- Khao sat kha niang mang, nha thudc cua vat liéu nanogel tong hop
bang phuong phap quang pho tir ngoai UV-Vis.

- Tién hanh ghép phéi tir hudng dich té bao ung thu folic acid voi vat
liéu m&i nanogel gelatin-pluronic c6 gia tri toi wu nhat vé ty 1¢ ghép, kich
thudc hat, thé zeta, hiéu qua mang quercetin, paclitaxel.

- Danh gi& in vitro tinh twong thich sinh hoc cua vat li¢u nanogel
gelatin-pluronic tong hop bang phuong phap SRB (Sulforhodamine B).

- Panh gia in vitro hiéu qua tiéu diét té bao ung thu MCF-7, HeLa cua
thudc dugc nang hda 1én vat liéu nanogel gelatin-pluronic bang phuong
phép thir nghiém SRB.

- Panh gia in vivo hiéu qua tiéu diét t& bao ung thu MCF-7 cua
guercetin, paclitaxell dugc nang héa Ién hé nanogel gelatin-pluronic
thong qua mé hinh chugt mang khdi u bang phuong phap Xenograft.

CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Két qua téng hop va khao sat nanogel GP-F127
3.1.1. Két qud xdc dinh thanh phan, ciu triic cic copolymer GP-F127
3.1.1.1. Két qua phan tich phé FT-IR va *H-NMR ciia san phdam trung
gian NPC-F127-NPC va NPC- F127-OH
a. Két qua phan tich phé FT-IR ciia NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH
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Hinh 3.1. Pho FT-IR ciia NPC-F127-NPC
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Pho FT-IR g6p phan khing dinh thuc hién thanh cong phan ung hoat
héa pluronic F127 (hinh 3.1). Dai hap thu dic trung nhém —CH,, -CH3
2883,43 cm't (1) trong F127. Nhém -NO lién két truc tiép véi nhan thom
trén phan tir NPC xut hién tai sé song 1593,77 cm™ (3) va c6 su dich
chuyén dao dong xuat hién peak 1769,58 cm™ (2), ddy la dao dong hoa
tri lién két -C=0 cua nhom ester do sy hinh thanh lién két ester giita
pluronic F127 véi NPC tao san pham NPC-F127-NPC.

Phd FT-IR cia NPC-F127-OH c6 tin hiéu méi tai 1643,35 cm, do
su thay thé mot phan gdc p-nitrophenyl chloroformate bing 3-amino-1-
propanol théng qua ndi ureathan (-NHCOO-), diéu nay ching to da tong
hop thanh céng san pham NPC-F127-OH.

b. Két qud phén tich *H-NMR cizia NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH

TMS

1.00
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15
20
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Hinh 3.3. Pho 'H-NMR ciia NPC-F127-NPC
Mii doi ¢ 6 = 7,39 ppm va ¢ = 8,28 ppm chang té su c6 mat cua
proton H & vi tri lién két (-CH) trén vong benzen ctia NPC.
Mili da tai &= 4,44 ppm | proton H trén day PEO lién két tryc tiép
v6i phan NPC (-CH,-O-NPC). Tin hiéu nay chi xuét hién khi pluronic
dugc hoat hoa bang NPC.
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Miii dac trung o vi tri 6= 3,62 ppm ching té sy c6 mat cua proton H
trén day PPO & vi tri lién két voi nhdm (-CH2-CH-).

Mii dac trung ¢ vi tri 3,2 - 3,5 ching to sy c6 mat cua proton H trén
PPO ¢ vi tri (-CHy, -CH).

Miii don & vi tri 6= 1,14 ppm ching to sy c6 mat cua proton H trén
day PPO ¢ vi tri lién két véi nhém (-CHs). Ching to NPC-F127-NPC
duoc tong hop.
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Hinh 3.4. Phé 'H-NMR cia NPC-F127-OH
Hinh 3.4 chirng minh mot nhdm NPC trén NPC-F127-NPC da duoc

khoa thanh cong. Trén NPC-F127-NPC con xuit hién tin hiéu cong
huéng & 5= 4,44 ppm la proton H trén day PEO & vi tri lién két vai nhom
(~CH,-O-NPC) dich chuyén mot phan dang ké vé ving 8= 4,22 ppm do
su thay thé mot dau NPC bing 3-amino-1-propanol, thé hién proton H
trén day PEO lién két tryc tiép vsi nhom (-O-NH-). Bo thé 3-amino-1-
propanol cang cao, cuong do tin hiéu & 5= 4,22 ppm s€ cang tang. Mii
& & =1,70—2,2 ppm la ctia proton H trén C bdo hoa khéng lién két truc
tiép v6i N nam trong nhém 3-amino-1-propanol (-CO-NH-CH-CHy-),
khang dinh 1 diu NPC duoc thay thé bai 3-amino-1-propanol.



12

3.1.1.2. Két qud phdn tich phé FT-IR va *H-NMR ciia GP-F127
a. Két qua phan tich phd FT-IR cia GP-F127

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Tin 56 (em™) Tin sé (cm™)

@) (B)
Hinh 3.5. Phd FT-IR ciia Gelatin va GP-F127(A) v céc ty 1 GP-F127 (B)

Hinh 3.5 ¢6 cac dic trung: ¢ 3567 cm™ 1a dao dong hoa tri -OH trén
gelatin; HNC=0 ¢ 1690 cm, dao ddng gi&n cua lién két C-O va dao
dong uén C-H vong thom & 1233 cm™ va 1030 cm™, dao dong udn ngoai
mit phang C-H vong thom ¢ 876 cm™ va 712 cm™. GP-F127 c¢6 nhitng
miii hap thu tai viing 1297,96 — 1659,05 cm! dic trung cho dao dong cua
céc amide bac 1, 2, 3 trén chudi gelatin, cac tin hiéu ndy khéng xuat hién
trong phd FT-IR cua NPC-F127-OH, do phan tng duoc tao thanh tir
nhom (—NH,) trén mach gelatin va nhém (-C=0) cua san pham trung
gian NPC-F127-OH khi tong hop GP-F127. Dix liéu khang dinh F127 da
duoc ghép thanh cdng vao mach phén tir gelatin.

b. Két qua phan tich *H-NMR cia GP-F127

8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Hinh 3.6: Phé 'H-NMR ciia gelatin
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Tin hiéu dac trung cidc amino acid trong gelatin: tin hi¢u 4,58 ppm
cua (-CH-, proline); tin hiéu 4,27 ppm cua (-CH-, hydroxyproline); tin
hiéu 3,88 ppm (-CH-, alanine); tin hiéu 1,34 ppm cua (-CHs, alanine); tin
hiéu 3,57 ppm cua (-CHz-, glycine); tin hiéu 2,23 ppm cua (-CHz-,
glutamic acid); tin hi¢u 1,60 ppm cua (-CH.-, arginine); tin hiéu 3,14
ppm cta nhém (-CH;-, phenylalanine); tin hiéu 7,20 ppm, 7,23 ppm va
7,29 ppm cua (-CH-, phenylalanine).

H CH, (PPO)

H CH (PPO)

Hinh 3.7. Phd "H-NMR ciia GP-F127

Mii don ¢ 4,8 ppm (proton vi tri aromeric carbon cua gelatin), cac
mii dac trung khac & vi tri 0,8 — 4,6 ppm (proton cua cac nhom alkyl
gelatin), tin hiéu 7,23 — 7,29 ppm cho thay c6 proton lién két véi cachon
vong benzen cua phenylalanine va mot sé proton khéc cua cac acid amin
trong gelatin (hinh 3.7). Proton phan PPO ciia F127 (~CHs) & vi tri 1,08
ppm, (~CH,) phan PEO & vi tri 3,6 ppm) ciing xuét hién trong phd. Bén
canh do, co su triét tiéu cac miii tin hiéu cua p-NPC ¢ vi tri 7,39 va 8,28
ppm (hinh 3.4), phd 'H-NMR ciia NPC-F127-OH) di chung to ¢6 sy thay

thé du NPC bai nhém amin bac | caa gelatin tao thanh copolymer GP.

3.1.1.3. Két qud phan tich TGA ciia GP-F127
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Hinh 3.8. Két qua TGA cia F127, gelatin va
céc copolymer ahép GP-F127

Su suy giam khéi lugng cua gelatin nguy@n chat xay ra ¢ ba giai doan
(hinh 3.8). Khoang nhiét d6 120 — 140 °C, dugc giai thich do sy mat nudc
(dang tu do) vi cau trlic phan tir gelatin chira nhidu nhém —OH, =0 cua
acid cacboxylic wa nudc. Khoang nhiét do con lai 200 — 420 °C, 500 —
800 °C do cau trtic khdng gian ba chiéu (3D) bi pha v két hop qué trinh
phan hiy mau bgi nhiét. Puong TGA cua cac copolymer ghép c6 doan
cubi cao hon so véi pluronic nguyén chét, cho thiy gelatin gop phan lam
tang tinh 6n dinh cta cau tric copolymer.

Hiéu suat phan (ng ghép gelatin-pluronic dugc tinh bing ty 16 phan
tram trong lugng suy giam mau copolymer tong hop (GP-F127) tai diém
420 °C khi pluronic da bi phan huy hoan toan cung véi mot lwgng gelatin,
luwgng mau con lai va tiép tuc bi phan hay & nhiét d6 cao hon 1a cua
gelatin nguyén chat.

3.1.1.4. Két qud phan tich gid tri CMC ciia GP-F127

Gia tri CMC duoc xac dinh bing cach st dung iodine dong vai tro
nhu dau do Ky nuéc. Iodine duoc hoa tan trong dung dich s& tham gia
vao méi truong ky nudc caa pluronic F127 gay ra su dich chuyén Iy
thanh I tir KI du ¢ trong dung dich. CMC dugc tinh bang cach vé cuong
d6 hap thu cua I so vai log ciia ndng do polymer (% wt).
3.1.1.5. Két qud phan tich thé Zeta va kich thuée hat cia GP-F127
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Két qua TEM cua micelle F127 tir 24,5 + 7,82 nm, ¢6 dang hinh cau.
Kich thudc trung binh cua cac nanogel GP-F127 tir 58-206 nm (theo
TEM), I6n hon so véi kich thudc cua micelle F127. Két qua DLS cua cac
nanogel GP-F127 tir 68-285 nm, nhé hon nhiéu kich thugc micelle F127.
Kich thuéc nanogel do bang DLS Ién hon TEM do sy hydrat héa ciia
PEO (F127) trong nuéc 1am ciu tric nanogel ting dang ké. Kich thudc
hat cua GP-F127 giam dan khi tang ty I& ghép vi cang nhiéu F127 ving
ki nudc cang lon tuong tac tinh dién gitra gelatin va pluronic F127 cang
manh, do d6 hé nanogel sé tu lai véi nhau lam cho kich thwdc tron, nho.
3.1.2. Két qud téng hop nanogel GP-F127 mang QU va PTX
3.1.2.1. Két qua tong hop nanogel GP-F127 mang QU

Pluronic F127, cac copolymer GP-F127 & c4c ty 1é khac nhau déu cho
gia tri EE giam va DL tiang dan khi ting nong d6 QU, gia tri EE va DL
ciia GP-F127 (1:18) ludn 16n nhét, vi du, EE dat hon 85%, DL dat gan
8% & gia tri nong do ciia QU 1a 10% wit.

(B)—8—F117 —4—GPF127 (1:5) —&—GP-F117 (L:10)
16 e GP_F117 (L:15) == GP-F127 (L:18)

(A} —amF127 —a-GPF127 (15) ~4=GPP127 (10}
0 - GP-FIIT (L:15) —4-GP-F117 (115}

DL %,

1 15 20 0 H 10 15 20 23 n
QU (wit%) QU (wi%e)
"

Hinh 3.14. Két qua mang QU vao F127 va GP-F127
3.1.2.2. Két qua tong hop nanogel GP-F127 mang PTX

e I(A)

——

.

= 28 X =] 2 1
PTX (wio) PTX {wi%)

Hinh 3.15. Két qua mang PTX vao F127 va GP-F127
(EE: Hiéu qud mang PTX (4) va DL: Hiéu sudt tdi PTX (B))
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Gia tri EE giam dan, DL tang dan khi ting nong d6 PTX trong khoang
0,5 — 3%, cho thay khi luong pluronic F127 dugc ghép vao gelatin cang
nhiéu s& tao ra tuong tac ky nuéc trén phan tor GP-F127 cang Ion 1am
cho két qua mang PTX cao hon so véi pluronic F127, cy thé: GP-F127
(1:18) > GP-F127 (1:15) > GP-F127 (1:10) > GP-F127 (1:5) > F127.
3.2. Két qua tong hep va khao sat nanogel GP-P123, GP-F87, GP-
F68 so sanh véi GP-F127
3.2.1. Két qud xdc dinh thanh phan, cdu triic cdc copolymer GP-
P123, GP-F87 va GP-F68
3.2.1.1. Két qua phan tich phé FT-IR va *H-NMR ciia san phdam trung
gian NPC-P123-NPC, NPC- P123-OH, NPC-F87-NPC, NPC-F87-OH,
NPC-F68-NPC, NPC-F68-OH

Pho FT-IR, *H-NMR cta NPC-P123-NPC, NPC-P123-OH, NPC-
F87-NPC, NPC-F87-OH, NPC-F68-NPC, NPC-F68-OH cho két qua
tuong tu véi NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH.
3.2.1.2. Két qua phan tich phé FT-IR va *H-NMR ciia GP-P123, GP-F87
va GP-F68

Phé FT-IR, cua GP-P123, GP-F87, GP-F68, 'H-NMR (GP-P123) cho
két qua tuong tu véi GP-F127.
3.2.1.3. Két qud phan tich TGA ciia GP-P123, GP-F87 va GP-F68

Két qua khdng c6 su khéc biét gitra cac pluronic nguyén chét trong
phan tich nhiét TGA. Su c6 mit cua Ge di gitp tang tinh 6n dinh nhiét
caa pluronic, lam cho hé GP c6 nhiét d6 phan huy cao hon pluronic
nguyén chat. Két qua TGA chi ra rang nhiét d6 phan huy nhiét cua cac
pluronic 1a khoang dudi 420 °C trong khi GP va Ge nguyén chat la
khoang trén 550 — 800 °C.
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3.2.1.4. Két qua phan tich gid tri CMC/CGC cua GP-P123, GP-F127,
GP-F87 va GP-F68

Ti I& chiéu dai chudi wa nudc va ky nurdc trong cau trdc cia copolymer
ghép lién quan dén gi4 tri CGC, khi chiéu dai chudi ky nudc cang ting
thi gia tri CGC s& cang giam, cau triic caa copolymer GP-P123 ¢ chiéu
dai chudi PPO ky nudc cua pluronic P123 16n nhat dan dén lam ting
tuong tac ky nuéc trong cau trdc cua copolymer ghép, va két qua lam
cho gia tri CMC cang giam.
3.2.2. Két qud téong hop nanogel GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-
F68 mang QU

Drug Loading efficacy (89)
S

Drug entrapment efficiency (04)  _

e e @

10 15 W b=3
Quercetin londing content i t0%)

B)

Hinh 3.21. Két qua mang QU vio plurenic va GP
(EE: Hiéu qud mang QU (4) va DL: Higu sudt tdi QU (B))

Hiéu qua mang QU cua cac nanogel GP-P123, GP-F127, GP-F87 va
GP-F68 tang twong tng vai tang ti 1€ ghép pluronic. HLB cang nho tuong
g VGi su tang tuong tac ky nudc trén chat mang GP-P123 > GP-F127
> GP-F87 > GP-F68.

3.2.3. So sdnh két qud phan tich cdc nanogel GP-P123, GP-F127, GP-
F87 va GP-F68 mang QU

Kich thudc hat GP-QU ting dan theo chiéu ting cta gia tri CGC ciia
GPs, tang tir 40 nm dén 120 nm. GP-P123 ¢6 kich thuéc TEM nho nhit,
phan b nhiéu nhét tai gié tri 42 + 2,51 nm, tiép theo 1a GP-F127 vai gia
tri phan bé tai 64 + 3,72 nm, GP-F87 c6 kich thudc 87 + 5,29 nm va GP-
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F68 cho kich thudc 16n nhat véi gié tri phan bd 16n nhét tai 122 + 2,93
nm. Céc hat nanogel véi kich thudce dudi 100 nm mé ra tiém ning ung
dung dan chuyén thudc trong co thé vi ching cé thé tranh bi dao thai ¢
than (dudi 10 nm), hoic tranh bi bét gitr & gan (I6n hon 100 nm).
3.2.4. Khdo sdt khd ndang nhd chdm QU tir cdc nanogel GP-P123, GP-
F127, GP-F87 va GP-F68
3.2.4.1. Kha nang nha cham QU tir cac nanogel GP

Sau 12 gio khao sét, lwgng QU str dung ¢ dang tu do giai phdng téi
75,65% va giai phong hoan toan chi sau 24 gio. Trong khi d6 cac mau
pluronic va GP khao sat cing thoi gian cho thiy téc do nha QU cham
hon rat nhiéu so véi mau QU ty do.

(a) [ (b)

‘Cumulative release (%4)
‘Cunmlative releaze {04)
e & =

10 e G P 231 el G- FI2T- 1L e P 21U el 1T
i G AT e G- P01 —— AT b Fa L

——0t ——0
]

t T T T T T T T T T T a4 —T T T
L] 12 4 36 &5 (1] 7T 84 %6 108 110 L ’oM s 4

T T T
3 & &n T2 &4 96 10E i
Time (h) Time (k)

Hinh 3.23. Két qua giii phong ciia QU tir hé nanogel GP-QU

M3u GP-P123 ¢4 téc d6 giai phéng QU cham nhit, nhanh nhat 1a GP-
F68, két qua nay phu hop véi lap luan vé gia tri HLB va CMC cua cac
pluronic, P123 ¢ HLB thap nhat, CMC nhé nhét nén kha ning nang hoa
cao va tc do giai phong cham nhat.
3.2.4.2. Bong hoc gidi phong QU tir cac nanogel GP

Céc mau GP déu ¢ kiéu giai phdng QU gidng véi P123, giai phong
theo dang hinh ciu lién quan dén Fickian. Pong hoc giai phéng QU cho
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thay co ché giai phong QU tir cac hé nanogel. Pay 1a tién dé quan trong
cho cac nghién ciru sau hon vé tién 1am sang va in vivo trén dong vat.
3.2.5. So sdnh khd ning irc ché té bao ung thw ciia vt ligu nanogel
GP-P123 va GP-F127 mang QU

QU dugc mang bai vat liéu GP-P123 ludn c6 kha ning tc ché manh
hon so voi GP-F127. Gid tri 1Cso giam khi QU khi dugc nang hoa trong
nanogel GP-P123, cu thé, gia tri ICso d6i véi té bao MCF7 1a 34,08 +
2,62 UM va té bao HeLa 1a 45,83 + 1,13 pM. Do d6, co thé khang dinh
d4 c6 sy anh huong tich cuc cua vat liéu mang dén kha ning tc ché té
bao ung thu cua quercetin. Didu nay dugc giai thich do gelatin véi ciu
triic amin c6 twong tac tot voi mang té bao, gidp bao vé hat nanogel vurot
qua duoc rao chin cia mang té bao tét hon, xAm nhap vao noi bao.
3.3. Két qua khao sat nanogel GP-P123 & cac ty Ié ghép khéc nhau
3.3.1 Két qud phan tich thé Zeta va kich thwéc hat ciia nanogel GP-
P123 ¢ céc ty I¢ ghép khac nhau

Céc hat nanogel thu dwoc c6 dang hinh ciu véi duong kinh phan b
trong khoang 40 — 55 nm (do bang k§y thuat TEM) va kich thudc hat trung
binh 50 — 79 nm (do bang ky thuat DLS) & 25 °C. Kich thudc hat nanogel
GP-P123 16n hon so véi kich thuge caa micelle pluronic P123 tinh khiét
(8,34 + 3,67 nm), chi ra rang P123 duoc ghép vao gelatin, & nong do

CMC céc copolymer tu Ip rap hinh thanh nanogel.
3.3.2. Két qud tong hop nanogel GP-P123 mang thuéc PTX va QU

3.3.2.1. Két qua tong hop nanogel GP-P123 mang QU

Gia tri EE va DL cua vat liéu mang pluronic P123 nguyén chat va
copolymer cua no véi gelatin nang hoa QU duoc khao sat. GP-P123 ty
1& ghép (1:4) c6 gié tri toi wu nhat, phu hop véi thi nghiém khao sat kich

thude hat, thé Zeta va duoc giai thich 1a do cau trdc cua P123.
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3.3.2.2. Két qud tong hop nanogel GP-P123 mang PTX

Két qua mang PTX thu dugc cling co quy luat twong dong véi cac két
qua mang QU duoc thyc hién, didu nay gop phan cang cb vitng chic hon
nhiing két luan vé vat ligu GP dugc tong hop theo quy trinh cuaa luan an.
Vaty 16 GP-P123 (1:4) 1a ti wu nhat trong céc ty 1¢ khao sat cua P123.

3.4. Két qua tong hep va danh gia nanogel FA-GP-P123
3.4.1. Két qua phan tich phé FT-1R va *HNMR ciia FA-GP-P123

Pho FT-IR, 'THNMR khing dinh tong hop thanh cong FA-GP-P123.
3.4.2. Két qud phan tich dic tinh ctia vt liéu nanogel FA-GP-P123
3.4.2.1. Két qua TGA ciia FA-GP-P123

So sanh TGA cua FA-GP-P123 so0 véi GP-P123 1a co s¢ khang dinh
acid folic duoc gan thanh cong vao ciu trdc cua copolymer GP-P123.
3.4.2.2. Két qua CMC ciia FA-GP-P123

Gia tri CGC ctia FA-GP-P123 14 0,0046 %wt, Ién hon so véi gia tri
CMC cua P123 nguyén chat 1 0,0028 %wt, dic biét CGC cua FA-GP-
P123 thap hon so vi GP-P123, chi ra rang FA khi dugc ghép vao GP-
P123 s& lam ting phan ki nudc cua polymer din dén 1am giam gia tri
CMC cuia dung dich mau. Gia tri CGC théap ciing dong nghia voi kha
ning mang thudc ki nudc cao.
3.4.2.3. Két qua tong hop nanogel FA-GP-P123 mang QU

Gia tri EE va DL cua nanogel GP-P123 cd gan folic acid (FA-GP-
P123) nang hoa QU ciing tuan theo quy luat bién déi giéng véi nanogel
GP- P123, gié tri t6i wu nhét van 13 ty 16 FA-GP-P123 (1:4). FA khéng
anh hudng t6i kha nang mang QU cua vat liéu va chi dong vai tro hudng
dich cuia vat liéu 1&n té bao ung thu.
3.4.2.4. Két qud tong hop nanogel FA-GP-P123 mang PTX
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FA-GP-P123 mang PTX c¢6 su tuong dong véi GP-P123, gié tri EE
giam dan, DL tang dan khi nong d6 PTX tang trong khoang 0,5 —3%. Ty
Ié Ge:P123 (1:4) cho két qua tdt nhat.

3.5. Két qua tong hop va danh gia nanogel FA-GP-P123 mang thuéc
PTX két hgp QU (FA-GP-P123/PTX/QU) Ién chudt mang khéi u
3.5.1. Khd ning mang PTX két hop QU ciia nanogel FA-GP-P123

Copolymer FA-GP-P123 (1:4) tng dung mang két hop hai hoat chat
c6 kha ning chéng ung thu 1a PTX va QU. FA-GP-P123/PTX/QU nang
hoéa dugc 88,57% QU va 98,67% PTX, mang lai tiém nang 1n trong viéc
két hop hai hay nhiéu loai thubc vi hiéu qua nang héa QU va PTX khi
két hop khong bi anh huong nhiéu so véi nang hoéa QU hay PTX don Ié.
3.5.2. Khdo sdt khd néing nhd thuéc ciia FA-GP-P123/PTX/QU
3.5.2.1. Kha ndng nha chdm thudc tir cdc nanogel FA-GP-P123

QU trong nanogel FA-GP-P123/QU phdng thich lwgng 1én hon so véi
FA-GP-P123/PTX/QU. PTX trong nanogel FA-GP-P123/PTX/QU giai
phdng rat nhanh trong khi QU nha cham, chi khoang 60% ¢ pH = 5,5 va
50% & pH = 7,4. Két qua phéng thich PTX cua vat liéu FA-GP-P123
mang don va da thudc, cho thdy tiém ning ¢ng dung vat liéu FA-GP-
P123 trong linh vyc y sinh.
3.5.2.2. Péng hoc gidi phéng thuoc tir nanogel FA-GP-P123

Mau FA-GP-P123/PTX/QU (pH = 5,5 va pH = 7,4) ¢6 n tir 0,2188 —
0,3462 cho thiy co ché giai phong 1 su khuéch tan Fickian.

3.5.3. Két qud ddnh gid in vitro hiéu qud tiéu digt té bao ung thw ciia
nanogel FA-GP-P123 mang thuéc

3.5.3.1. Két qua danh gid in vitro tinh tiwong thich sinh hoc ciia nanogel
GP-P123
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Céc két qua kiém tra kha nang séng cua té bao va nhuom duya trén
hinh théai hoc cho thiy GP-P123 Ia vat liéu mang thudc tiém ning ma
khéng co bat ky tac dung phu nao.
3.5.3.2. Két qua danh gid in vitro hiéu qua tiéu diét té bao ung thu MCF-
7 cia nanogel FA-GP-P123 mang PTX va QU

Gia trj khao sét cho thay sy khac biét co ¥ nghia thong ké, 1Cso ctia
GP-P123/PTX/QU la 1,22293 + 0,12684 uM trong khi 1Cs cia FA-GP-
P123/PTX/QU la 0,72783 +0,11647 uM (P=0,0078 <0,01), diéu nay
khang dinh vai trd tich cuc cia tac nhan hudng dich FA trong cau trlc
vit liéu FA-GP-P123.
3.5.3.3. Két qua dénh gid in vitro hiéu qua tiéu diét té bao ung thu HeLa
cua nanogel FA-GP-P123 mang PTX va QU

Khi c6 tac nhan hudng dich FA, gia tri 1Cso cta vat liéu mang hai loai
thuéc FA-GP-P123/PTX/QU giam xudng con khoang 38,0 nM so Voi
GP-P123/PTX/QU, khoang 47,0 nM. Piéu nay ching minh hiéu qua
hudng dich cua FA trong vat ligu mang.

3.5.4. Két qua ddanh gid in vivo hiéu qua tiéu diét té bao ung thw ciia
nanogel FA-GP-P123/PTX/QU

Nghiém thac nanogel FA-GP-P123 mang két hop PTX va QU, thé
tich khéi u giam t&i 94,20 + 5,9% sau 14 ngay thir nghiém, ddng thoi mot
con trong nhom c6 khéi u bi triét tiéu sau 14 ngay. Ving dudi ciia chudt
(noi chich thudc) khong cé biéu hién sung viém hay hoai tir nhur 2 nghiém
thire thude tu do. Két qua thi nghiém cho thay, vat liéu nanogel FA-GP-
P123/PTX/QU c6 thé gép phan ting hiéu qua tiéu diét khdi u va giam
dang ké tac dung phu gay doc cua thude. Hon thé nita, khi diéu tri bang
hé nanogel FA-GP-P123/PTX/QU gitip chudt hdi strc nhanh hon so véi
khi st dung thuéc tu do.
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KET LUAN

Trai qua qué trinh nghién ctu, luan an da dat duoc céac két qua sau:

1. Tong hop thanh cong céc vat liéu wng dung dan truyén thudce kich
thudc hat nano tir gelatin ghép pluronic nham két hop dic tinh cua hai
nguyén li¢u nay. Nanogel GP-P123 va FA-GP-P123 Ia cac vat liéu mang
mGi, gan thanh céng tic nhan hudng dich folic acid chua dugc nghién
cu trude day. Nanogel tong hop duoc déanh gia cdu tric bang céc
phuong phap 'H-NMR, FT-IR, TGA, CMC/CGC, DLS, TEM.

2. Nanogel GP tong hop (Ge:P123, ty 1¢ 1:4, Ge:F127, ty l¢ 1:18)
mang thudc QU dat tir 2,85 dén 13,29% wt, mang PTX dat tir 0,5 dén
2%wt. Nanogel GP-P123 ¢ ty ¢ ghép 1:4 cua gelatin-pluronic P123 c6
kha ning mang QU va PTX cao nhat, phil hop vé&i nhan dinh vé dic tinh
cua vat liéu nhu gia tri CMC/CGC, thé Zeta, cac dic tinh thuan loi duoc
tao ra khi két hop ghép gelatin véi pluronic.

3. Nang héa thanh cong két hop hai loai thudc PTX va QU I1én nanogel
hudng dich FA-GP-P123. So sénh gitra hai vat liéu nanogel GP-P123 va
FA-GP-P123 véi cuing ty 16 ghép Ge:P123 la 1:4, cho thay vat liéu FA-
GP-P123 c6 kha ning mang PTX tot hon.

4. Nanogel GP-P123 va FA-GP-P123 cung ty I¢ ghép Ge:P123 (1:4)
mang QU va PTX c6 téc d6 giai phong thudc cham hon nhiéu so véi mau
QU va PTX dang ty do (d6i chtng) nho cac phan tir thude Ky nude dugc
nang héa trong nhan — phan ky nuéc cua hat nano, dong thoi duoc bao
boc, tuong tac tao su on dinh cAu trdc hat caa 16p vo gelatin. Ngoai ra,
so sanh giira 2 gia tri pH khao sat cho thdy phan trim thudc QU va PTX
giai phong ra & moi trudong pH = 5,5 (gidng pH moi truong ngoai bao
cua té bao ung thu) 16n hon so véi méi truong pH = 7,4 (giéng pH cua
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co thé nguoi). Piéu ndy gop phan nang cao kha ning giai phong thudc
huéng dich toi cac té bao ung thu.

5. Nanogel FA-GP-P123 (gan FA) mang QU, PTX c6 kha ning uc
ché sy phat trién cua dong té bao MCF-7/Hela cao hon so véi QU va
PTX dugc mang boi nanogel GP-P123 twong tng do trén bé mat té bao
ung thu chtra nhiéu céc thy thé folate, cac hat nano mang thudc c6 gan
FA s& dé dang duoc hap thu vao céc té bao ung thu hon. Nanogel FA-
GP-P123 khi duoc ung dung mang két hop dong thoi hai loai thudc 1a
PTX va QU di cho hiéu qua cao véi thir nghiém trén md hinh chuét nhat
trang mang khdi u dong té bao MCF-7 ghép di loai tir ngudi. Khéi u 6
thé tich giam dén 94,20 + 5,9% sau 14 ngay thir nghiém. Ngoai ra, PTX
¢6 doc tinh giam hon nhidu so v6i PTX dang tu do (d6i ching), chudt
khéng xuat hién triéu chimg sung viém va hoai tir & ving dudi, noi tiém
thudc. Nanogel FA-GP-P123 mang dong thoi PTX, QU chua duoc
nghién ctru va thir nghiém trén dong vat trude day.

KIEN NGHI

Sau khi luan 4n duogc thdng qua, tdi s& tiép tuc nghién ciru nay véi cac
thi nghiém tién hanh khao sat kha nang mang céc loai thudc chéng ung
thu khac ctia cac nanogel tong hop dwoc nham dat dwoc hiéu qua tét hon.

Tiép tuc nghién ciru trén chudt nude mice duoc cdy gene gay suy giam
mién dich (d4y 1a mé hinh danh gia c6 do 6n dinh va chinh xé&c nhat) két
hop da thudc chéng ung thu trén cac vat liéu nanogel tong hop duoc,
nham tang hiéu qua diéu trj ciing nhu giam doc tinh cua thuée.

Nghién ctu bién tinh cac copolymer ghép voi cac tac nhan hudng
dich, nham tang hiéu qua diéu tri khéi u cua céc loai thubc chdng ung

thu kém tan trong nudc.
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