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LOI CAM POAN

Cong trinh dugc thyuc hién tai phong Héa dugc — Vién Khoa hoc Vat ligu Ung
dung — Vién Han LAm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam tai Thanh phé H6 Chi Minh.

Tbi xin cam doan day 1a cong trinh nghién citu cua t6i va duoc sy hudng dan
khoa hoc cua TS. Lé Van Thu va PGS.TS Tran Ngoc Quyén. Céac noi dung nghién
ctru, cac két qua trong luan &n nay la trung thuc, dugc hoan thanh dya trén cac két
qua nghién ciru cua toi va cac két qua ndy chua duoc dung cho bat ky luan an cing
Cc4p nao.

Nghién cuiru sinh

Pinh Vin thoai



LOI CAM ON

Toi xin tran trong cam on PGS.TS Tran Ngoc Quyén va TS. Lé Van Thu da
dinh huéng khoa hoc, giup d& tan tinh trong sudt qua trinh thuc hién luan an. Xin goi
dén Thay nhitng 16 biét on chan thanh nhat.

Toi xin cam on sy hd tro cua cac anh chi va cac em trong Vién Khoa hoc Vat
licu Ung dung — Vién Han La&m Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

T6i xin cam on sy gitp d& va tao diéu kién thuan loi ciia Hoc vién Khoa hoc
Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam trong suét thoi gian toi
thuc hién luan an.

Sau cung, t6i xin gai 10i cam on dén gia dinh, ban be, dong nghiép da dong
vién, giup d& cho t6i hoan thanh luan an nay.

Nghién cuiru sinh

Pinh Van Thoai



TOM TAT

Trong linh vuc duoc pham c6 rat nhiéu loai thudc diéu trj 12 cac hop chat hitu
co, bén canh nhiing hiéu qua diéu tri cua ching, cac hop chat nay ludn cé nhitng
nhuoc diém 12 kha ning hoa tan kém trong nuwéc dan dén hiéu qua tri liéu kém. Ngoai
ra, trong qua trinh diéu tri, cac phan ti thudc s& tuan hoan khip co thé va gay ra nhiing
tac dung phu khéng mong muén téi cac té bao lanh, dac biét 1a c4c loai thube diéu tri
bénh ung thu, 1a cin bénh nguy hiém gay chét nguoi va hién nay chua c6 phuwong
phap diéu tri mot cach hiéu qua, triét dé. Vi vay, viéc nghién ciru nham tim ra phuong
phap diéu tri bénh ung thu dang duoc dong dao cac nha khoa hoc quan tam, nghién
ctru. C6 nhiéu huéng nghién cttu nham nang cao hiéu qua trong diéu tri ung thu, nhu
tim kiém thuéc mai hiéu qua hon, hay két hop nhiéu phuong phap tri liéu nhu hoa
tri, Xa tri. Tuy nhién, c6 mot hudng nghién ctu dang dugc quan tam la tong hop ra
c4c loai vat lidu c6 kha nang dan truyén thudc. Céc loai vat lieu méi nay dong vai trd
Iwu giit, van chuyén thube dén dung muc tiéu can diéu tri va c6 kha ning nha cham
thudc dang liéu lugng nham duy tri sinh kha dung ciing nhu giam thiéu doc tinh cua
thudc ddi véi cac té bao lanh trong co thé. Trai qua qué trinh tham khao, nghién cau
tai liéu va nhan thay tiém ning ctia hudng nghién ctru nay, chung ti da trién khai dé
tai nghién cau véi muc tiéu tong hop thanh cdng vat liéu mang thudc méi trén co s
polymer gelatin ghép véi cac pluronic khac nhau nham két hop va phat huy duoc dac
tinh wu viét cua hai loai vat liéu nay trong vai tro la vat liéu dan truyén thuéc.

Két qua thu duoc cho tin hiéu kha quan. Cuy thé, mau vat liéu c6 tiém ning tng
dung mang thudc trong diéu tri ung thu da dugc tong hop thanh cong. Cac vat liéu
nay c6 kich thudc nano duoc tong hop gom gelatin—F127, gelatin-P123, gelatin-F68,
gelatin—F87, ddng thoi xac dinh duoc vat liéu cho két qua tdi wu nhat 1a gelatin—P123
(GP-P123) véi ty I¢ gelatin:pluronic 1:4. Hon nira, phdi tir hudng dich folic acid (FA)
cling duoc ghép thanh cong vao hé vat liéu va cho két qua tét hon khi &ng dung mang
hai loai thuéc duoc chon trong nghién ctru 1a quercetin (mot hoat chat c6 kha ning
diéu tri ung thu), va paclitaxel (thudc diéu tri ung thu phd bién hién nay).

Céc nguyén liéu, san pham tao thanh trong pham vi nghién ctiru dwgc phan tich
boi cac phuwong phap hién dai nhu *H-NMR, FT-IR, TGA, DLS, TEM. Kich thuéc
hat nano thu duoc véi vat lieu GP-P123 (ty 1é gelatin:P123 bang 1:4) la 32,37 nm,



hiéu qua mang quercetin dat gan 8%wt, paclitaxel dat tir 0,5 dén 2,0%wt, kha ning
nha cham quercetin khoang 70% sau 120 gio, vuot troi khi so sanh véi quercetin tu
do (giai phong hét 100% chi sau 24 gid) va nha cham paclitaxel hon 90% sau 72 gid,
trong khi paclitaxel dang tu do giai phdng hoan toan trong thoi gian chwa day 12 gio.
Trong pham vi nghién cuu, thir nghiém in vitro da duoc tién hanh khao sat tinh tuong
thich sinh hoc cua vat liéu, hiéu qua tiéu diét té bao ung thu va dic biét, thir nghiém
in vivo khao sat kha ning tiéu diét khéi u ung thu cta quercetin va paclitaxel duwgc
nang hoa I&n vat liéu nanogel FA-GP-P123. Két qua cho thay tac dung tich cuc cua
vt liéu mang dén hiéu qua tri liéu cua thudc. Cong thirc nang hda két hop hai loai
thudc FA-GP-P123/PTX+QU c6 thé l1am giam khdi u 1én dén 94% sau 14 ngay thi
nghiém trén chudt, Ién hon nhiéu so vai 83% khi ding két hop PTX+QU dang ty do.
bac biét, hé nanogel FA-GP-QU/PTX+QU khéng gay triéu ching sung viém ¢ chudt
thi nghiém, tham tri c6 trudng hop chudt mat han khdi u. Tir két qua thu duoc, ¢d thé
khang dinh vat liéu nanogel FA-GP-P123 c6 tiém nang (ing dung mang thuéc trong

diéu tri bénh dugc tong hop thanh céng theo quy trinh nghién cau cua dé tai.



ABSTRACT

In the pharmaceutical field, there are a large number of drugs which are organic
compounds, beside their therapeutic effects, they always have drawbacks such as
poor solubility which results in poor efficiency of treatment. Additionally, during
dissease treatment, these drug substances will circulate all over the body and affect
strong cells negatively. Especially, drugs for cancers which are deadly diseases and
nowadays, there has not been way to treat cancers effectively and strictly. Therefore,
studying to find out more beneficial methods for cancers are interested by a lot of
scientists. There are many tendencies to investigate to aim gaining enhancing cancer
treatment such as researching for new drugs which are more effective, or combining
two or more ways as using both treating methds chemotherapy and radiotherapy.
However, there is vital tendency which is noticed by scientists to be synthetizing to
create drug delivering materials. Crucial roles of these materials are keeping drug
substances in their structure, carry drugs to goal tissues which need to be treated, and
these materials can release the drug slowly, enough dose to maintain bioavailability
as well as minimising toxicity of the drug which can affect to strong cells of the body
disadvantageously. Experiencing the reference, studying researching related
documents and realizing enormous potentialities of this tendency, our researching
group performed synthetizing of new materials for delivey drugs base on grafting of
gelatine and some kinds of pluronic such as F127, P123, F68 and F87 to aim applying
beneficial characteristics of both these substances for using creating drug carrier.

Obtained results bring to positive signals, specifically, the materials for drug
delivery were synthetized successfully. The drug delivery materials with nano sizes
which are created to be gelatine-F127, gelatine-P123, gelatine-F68 and gelatin-F87.
Especially, studying determined material which lead to the best result to be gelatin-
P123 at ratio 1:4. Moreover, target ligand folic acid (FA) grafted into the structure of
nano particles and brought to more effective with quercetin, an active substance has
potentiality for cancer treament, and paclitaxel, a popular cancer drug, too.

The materials and gained products were analyzied by morden technologies such
as 'H-NMR, FT-IR, TGA, DLS, TEM. Particle size of GP-P123 at ratio



gelatin:pluronic (1:4) is 32,37nm, loading efficacy of quercetin achieve nearly
8,0%wt, loading efficacy of paclitaxel reach 0,5 to 2,0%wt, slowly releasing
quercetin around 70% after 120 hours of process experiment, more effective
comparison with free form of quercetin (releasing completely 100% only after 24
hours) and more 90% of paclitaxel was released after 72 hours, better result
paclitaxel’s free form (releasing completely after 12 hours). Within the researching,
in vitro experiments were performed to investigate biocompatibility of the drug
delivery, killing effect cancer cells and in vivo to test killing effect cancer tumour of
quercetin and paclitaxel which are loaded by nanogel of FA-GP-P123. Testing datas
demonstrate positive effects of ligand FA, speciffically, formula FA-GP-
P123/PTX+QU can decrease 94% size of cancer tumour after 14 days of process
experiment, while free form of PTX+QU only can reduce around 83% of size one.
Especially, using nanogel FA-GP-P123/PTX+QU does not cause symptoms of
inflammation on tested rats, even there is rat that loses cancer tumour completetly.
Obtained researching datas lead to determining that nanogel FA-GP-P123
synthetized successfully, can supply a potential solution for medicinal purposes.
Keywords: Quercetin, Paclitaxel, gelatin-pluronic, nanogel, drug delivery,

chemotherapy
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Tir viét tat Y nghia

Ge Gelatin

Plu Pluronic

QU Quercetin

PTX Paclitaxel

Plu Pluronic

FA Folic acid

NPC p-nitrophenyl chloroformate

EDC 1-ethyl-3-3-dimethylaminopropyl carbodiimide

NHS N-hydroxysuccinimide

Ami 3-amino-1-propanol

Da Dalton

DLS Dynamic Light Scattering: may do phan tan dong hoc laser
Transmission Electron Microscopy: Kinh hién vi dién ti truyen

TEM s

HNMR Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy: Pho cong
hudng tur hat nhan

TGA Thermo gravimetric Analyzer: Phan tich nhiét trong lugng

UV-vis May quang pho tir ngoai kha kién

FT-IR Fourier Transform Infrared spectroscopy

IU international unit

L MWH Lo’w Molecular Weight Heparin: Heparin khéi lwong phan tu
thap

EPR Enhanced Permeability and Retention Effect

PEO-PPO-PEO poly(ethylene  oxide)-poly(propylene  oxide)-poly(ethylene
oxide)

PEG Polyethylene glycol
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FDA Food and Drug Administration

SRB Sulforhodamine B colorimetric assay
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MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7

HelLa Té bao ung thu ¢b tir cung
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1
MG PAU

Trong linh vuc dugc pham c6 nhiéu loai thude, dic biét 1 cac loai thude diéu tri
bénh ung thu, c6 nhitng han ché 1am giam tac dung diéu tri nhu kha ning hoa tan trong
nuéc kém, ndng d6 cua thudc giam nhanh sau khi di vao co thé, gay ra nhiing tac dung
hoa hoc khdng mong mudn hay thubc phan bé trai rong khip co thé, thiéu chon loc véi
cac md bi bénh khién cac mé binh thudng ciing bi anh huong. Chinh cac han ché nay da
thic ddy dong dao cac nha khoa hoc quan tdm nghién ciru, phét trién céc loai thuc méi,
cac phuong phap dan truyén thubc, hé nano mang thude hudng dich,...[1].

Cong nghé nano 14 mot cong nghé tién tién, bao géom qua trinh téng hop, gia cong
cac hat nano va ang dung ching trong khoa hoc, doi séng [2]. Do nhimg dic tinh c6
duoc tir ¢& hat, tinh chat hoa ly caa vat liéu tao hat, cdng nghé nano di thu hat duoc sy
quan tam nghién cuu, tng dung rong rdi cua cac nganh khoa hoc, trong d6 c6 nganh
cong nghé duoc pham. Nhiéu hé mang thudc véi kich thudc nano nhu liposome, cac hat
micelle polymer, c4c hat nano dendrimer va céc tinh thé nano duoc phat trién. Cac hé
dan truyén thude nay da cai thién dugc phan nao hiéu qua trong céng nghé bao ché thude.
Vi du, hat micelle dugc tao boi cac phan tir polymer nho cau trdc dic trung V6i nhan
chtra thudce c6 thé kéo dai thoi gian tuan hoan va 6n dinh caa thube. Tuy nhién, cac hé
micelle polymer con ¢ han ché vi hiéu qua mang thudc, sb lugng hat ciing nhu d6 bén
thap trong mdi trudng nudce, tham tri chiing cd thé bi phan ly trong khi pha loing. Tuong
tu, liposome, dugc phat minh tir nhitg nim 1960, c6 cau tric dang cau gdom mét hoic
nhiéu 16p lipid bao quanh mét nhan nudc. C6 mot s6 loai thuée dugc san xuat dua trén
cong thic nay duoc thi trudng duoc pham chap nhan. Tuy nhién, mét sé han ché cua
liposome ciing dugc béo céo 1a khong hoat dong nhu mong doi trong co thé song, co
hién twong thiéu 6n dinh, hiéu qua tai thudc thap, khéng bén trong méi truong méau va
kha nang luu trit, bao quan thap. Vi vay, chi co rat it cac cong thirc dang liposome duoc
g dung trong thuc té. Dendrimer, dugc béo céo 1 vat liéu c6 nhiéu tiém ning mang
thudc ¢ tinh chon loc. Dendrimer di duoc tng dung mang cac thuéc nhu methotrexate
— mot loai thudc chong ung thu, cac thude ngin ngira HIV hozc 1am tang hoat tinh sinh

hoc cua pilocarpine chira cac bénh vé thi giac. Nghién ctu con khang dinh vat liéu
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dendrimer ngoai cac dic tinh thong thuong cua vat liéu mang thude nhu 6 kich thudc
nho, d& dang vuot qua mang té bao, dé dang duoc gin cac tdc nhan nhiam van chuyén
thudc téi mé dich can diéu tri, dendrimer con c6 thé khic phuc duoc mot sé nhuoc diém
cta liposome nhu c¢6 kha ning mang duoc luong thude 16n hon, hay cau tric hat c6 sy
6n dinh hon. Tuy nhién, dendrimer ciing duoc bao cdo 1a ¢ doc tinh cao, co ché giai
phong nucleic acid (dwoc mang boi dendrimer) gap nhiéu khoé khan [3-5].

Cac hat nano dugc tao ra tir polymer dang dwoc nghién curu rong réi cho vai tro lam
vat liéu dan truyén thudc trong co thé, ching co chirc nang dac biét khi dan truyén thudc
mét cach c6 muc tiéu, van chuyén cac phan tir thude dén dung cac mé bi bénh, va véi
dic tinh c& hat, nano polymer ¢ tat ca céac loi thé cua cac liposome. Nhung khong giong
liposome, cé4c hat polymer véi kich thudc nano c6 thoi gian ton tai 1au hon va mang duoc
nhiéu cac phan tir thuéc hon. Mot s6 nghién ciru ciing nhan thay rang sé lwong hat nano
di qua m6 rudt I6n hon cac hat ¢c& micro (> 1 um). Céc polymer c6 ngudn gbc tu nhién,
c6 tinh twong thich sinh hoc 1a nhitng ng cir vién tét cho vai tro l1am vat liéu mang thuée,
chung duoc Ky vong s& con nguyén ven sau khi tham qua thanh ruét khi cung cap theo
duong miéng di vao co thé [6]. Cac béo céo lién quan vat liéu mang thubc voi cau tric
nanogel — c6 ban chat 1a mot hydrogel véi kich thudc hat ¢& nano do su hinh thanh lién
két ngang cia phan tir polymer wa nudc. Céc lién két ngang hda hoc hoac hoa ly gitra
cac polymer tong hop hodc polymer ¢6 ngudn géc sinh hoc tao thanh cac nanogel.
Nanogel duoc béo cdo 1a vat liéu c6 nhiéu loi thé nhu: C6 thé kiém soat duoc kich thudc
hat trong qué trinh diéu ché; c6 thé mang dugc tat ca cac thudc o tinh chat ky nude cling
nhu wa nuéc va c6 kha niang kiém soat ciing nhu duy tri sy nha cham cua thuéc — day 1a
loi thé 1on nhat caa vat liéu nanogel trong ang dung dan truyén thudc [7]. Nhimg wu
diém nay da hinh thanh hudng nghién ciu tim kiém cac polymer phii hop vai ting loai
thudc, trong d6 cac polymer ngudn gdc ty nhién ¢ tiém nang wng dung.

Gelatin 1a mot polymer tu nhién, ¢ nhiéu trong da va xuong dong vat, gia thanh
khong dat, d& bi phan huy béi vi khuan, khong doc hai vé mat sinh hoc va 1a mot
polyampholyte voi dic diém cau tric c6 ca hai nhém cationic (-NH2OH), anionic (-

COOH) cling véi cau trac c6 dic tinh hat nuée 1am cho thé tich ting 16n nhung van git
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nguyén cau trdc tao thanh ciu trac gel. Cac dic tinh nay c6 thé duoc tng dung tao nén
cac dan xuat co thé mang va dan truyén cac loai thudc c6 do hoa tan kém trong nuée hay
c6 tich dién trai dau véi gelatin [5].

Pluronic 1a mot nhom céc polymer nhu F127, P123, F68, F87, c¢6 dic diém cau tric
gom nhém ua nuéc ethylene oxide (EO) va nhom ky nudce propylene oxide (PO) dugc
sap xép theo cau truc bac ba EOx-POy-EOx va thudng dugc ky hiéu 1a (PEO-PPO-PEO),
c4u trdc cac pluronic déu gidng nhau, chi khac nhau sé x, y va bién déi trong khoang gié
tri 2 — 130 va 16 — 70 phan. Pluronic 1 nguyén li¢u an toan, da dugc Cuc An toan Dugc
pham va Thyuc pham Hoa ky chap thuan (ng dung trong linh vuc duoc pham va y hoc
[8]. Tuy nhién, gelatin va pluronic c6 ngudn gbc tu nhién nén hé copolymer nay ciing c6
nhitng han ché nhu diéu kién bao quan khong tét s& anh hudng dén chat luong caa hé
nanogel, qué trinh tinh sach hé nanogel tong hop bi anh huong bai diéu kién thuc nghiém
va kha nang mang thudc phu thudc chi yéu vao géc pluronic ghép vao khung gelatin.

Trai qua qua trinh nghién cau, tong hop tai liéu, t6i chon huéng nghién cau tong
hop cac dan xuat cua gelatin diéu ché vat liéu nanogel tng dung dan truyén thuéc va
thuc hién dé tai: “Tong hop va ddanh gid hoat tinh cac hé gelatin Pluronic nanogel mang
quercetin két hop thudc chong ung thue”.

Muc tiéu caa luan an:

Nghién ctu, tong hop hé vat liéu nanogel tng dung dan truyén thudc trén co s két
hop gelatin va pluronic nham két hop cac dic tinh vu viét cua ca hai nguyén liéu trong
vai trd mang va nha céc phan tir thudc quercetin, paclitaxel. Nghién ctru ciing tién hanh
ghép tac nhan hudng dich (folic acid) 1én phan tir copolymer tong hop duoc véi mong
mudn tao vat liéu mai c6 thé van chuyén thudc téi cac mé bi bénh trong co thé, tir d6
nang cao duoc hiéu qua diéu tri, han ché duoc nhing tac dung phu caa thubc. Cu thé,
cac hat nano phai dat duoc cac yéu cau co ban nhu c¢6 dung lugng chira thube 16n, cé
kha niang van chuyén va giai phong thuéc mot cach chon loc téi dung vi tri xac dinh — 14
cac co quan, cac md, hodc c4c té bao cua co thé, noi can dén su hoat dong cua thude
nham muc dich tri liéu. Luan &n tap trung giai quyét cac van dé gdm khao sét tim loai

pluronic, ciing nhu ty Ié cua ching nham tao ra cau tric hat nanogel theo yéu cau vé mat
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cau truc, kich thuéc hat, kha ning mang quercetin, paclitaxel va kha nang giai phong
thudc cé kiém soét. Bén canh do, cac thi nghiém in vitro va in vivo ciing duoc tién hanh
nham danh gia hiéu qua tiéu diét té bao ung thu cta vat liéu nanogel mang quercetin,
paclitaxel ¢ gin tac nhan hudng dich 1am co s& so sanh véi hiéu qua khi st dung hai
loai thudc nay & dang tu do.

Pé dat dwoc nhitng muc tiéu trén, luan an da thuc hién cac ndi dung sau:

eNgi dung 1: Téng hop cac copolymer trén co s& gelatin ghép Pluronic P123,
F127, F87 va F68 véi céc ti 1& ghép khac nhau, tim ty & ghép téi wu, co gan tac nhan
hudng dich folic acid.

e Ngi dung 2: Panh gia cau trac, kich thudc hat, ndng do tao micelle (CMC), thé
Zeta bé mit hat, hiéu suat tong hop copolymer.

¢ Ngi dung 3: Khao sat kha nang nang hoa quercetin va paclitaxel cua nanogel. Tt
d6 chon ra hé nanogel mang thudc tét nhat dé tién hanh céc thir nghiém tiép theo.

e Ngi dung 4: Panh gia kha niang giai phong thudc cua cac vat liéu mang nanogel
tong hop & diéu kién méi truong: pH = 7,4; pH = 5,5; nhiét d6 37 °C trong dung dich
dém PBS (Phosphate Buffered Saline).

e Ngi dung 5: Panh gia in vitro hiéu qua tiéu diét té bao ung thu cua hé nanogel
mang thudc.

e Ngi dung 6: Panh gia in vivo hiéu qua tiéu diét té bao ung thu cua hé nanogel
mang thudc.

Y nghia khoa hoc va thuc tién:

Thanh cong cua dé tai co thé dong gop giai phap hiéu qua cho linh vuc cong nghé
dugc pham, gilp bao ché ra cac loai duoc pham tét hon theo hudng téng hop céc vat
licu mang mai nham cai thién sinh kha dung cua cac loai thudc kém tan trong nudc ciing
nhu khac phuc cac tac dung phu ma thubc gay ra. Két qua cua dé tai da dugc ung dung
thir nghiém trén md hinh chudt mang khéi u ghép di loai s& lam nén tang eng dung cho
cac nghién ctru sau hon trong 1am sang. Pong thai, cac ndi dung nghién ciru, cac phuong
phap thuc hién dé tai, va két qua thi nghiém thu duoc s& gép phan cung cap co so Iy luan

cho cac nghién cau lién quan tiép theo.
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CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Gigi thiéu vé nanogel
1.1.1. Khai niém va vwng dung nanogel

Nanogel la cac hat c6 kich thudc nano dugc hinh thanh béi mang ludi cac polymer
lien két voi nhau thong qua lién két hda hoc hodc twong tac hoa 1y. Cac hat nanogel c6
tinh chét trwong né tét trong dung mai. Sy phat trién manh mé trong linh vuc cdng nghé
nano da phat trién cac hé nanogel c6 tiém ning ¢ng dung dé mang cac loai thubc diéu tri
bénh vai kha nang hudng dich va duy tri ndng d6 thude trong ngudng co6 hiéu qua diéu
tri. Nhitng thanh tuu ndi bat trong linh vuc khoa hoc vé polymer, c6 thé tao ra cac hé
nano théng minh c6 hiéu qua cao trong diéu tri cling nhu cac thi nghiém trong linh vuc
chita bénh. Céc hat nanogel c6 kha ning mang thudc tét hon cac hé khéc vi ¢& hat va cac
dic tinh bé mit c6 thé dugce bién d6i dé tranh duoc su tidu huy cua céc thé thuc bao; su
giai phong thudc mot cach co kiém soét va duy tri ndng do thudc tai dung muc tiéu, nang
cao hiéu qua diéu tri va giam thiéu céc tac dung phu; luong thudc dugc mang trén vat
licu twong ddi cao va cd thé khong co phan tng hda hoc xay ra vai phan tir thube, day 1a
yéu t6 quan trong nham bao vé nguyén ven hoat tinh cua thudc; kha nang vuon téi dugc
cac mach mao dan nho nhat, do thé tich ciia ching nho, va tham nhap cac md bang céach
ghép hoac xuyén qua; ngoai ra, cac hat nanogel con c6 kha nang tuong thich sinh hoc va
phén hay sinh hoc cao [9-11].

Self-Assembled Hydrogel Nanoparticles

W’ . @nionic polymer hydrophobic group
<’ cationic polymer ~~ . hydrophilic polymer

Hinh 1.1. C4u trdc hat nanogel [12]
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(- Self-Assembled Hydrogel Nanoparticles: Cac hgt nano dang
hydrogel diroc hinh thanh qué qué trinh tu lap rap.
- Anionic polymer: Polymer mang dién tich am.
- Cationic polymer: Polymer mang dién tich duwong.
- Hydrophobic group: Nhom Ky nuéc.
- Hydrophilic polymer: Polymer wa nioc.)

Céc dac tinh quan trong cua vat liéu mang méi nanogel duoc quyét dinh bai cac
yéu t nhiét do, sy c6 mat ctia nhom ua nudce, nhém Ky nudc trong mang ludi cua phan
tir polymer, mat do lién két ngang caa hé gel cling nhu mang polymer, va nong do cac
chét hoat dong bé mit.

Trong tng dung lam vat liéu dan truyén thuéc, hé nanogel c6 nhiéu wu diém vuot
troi. Pac tinh truong nd va phéa huy truong néd véi te o nhanh 1a dic tinh c6 loi nhat
cua hé nanogel. Véi nhiéu nhom chirc ¢6 kha niang hap thu, giai phong thong qua lién
két hydro, tuong tac bé mat Van der Waals, tham tri ¢6 kha nang tao lién két véi nhiéu
loai thudc hodc protein trong mang lugi polymer nén hé nanogel c6 dung lwong mang
thudc cao hon. Véi kich thuéc trong khoang 20 — 200 nm, cac hat nanogel c6 thé tranh
duoc sy ngan chin nhanh chéng cuaa than va du nho dé tranh duoc su hap thu cua hé
thdng mang ludi trong, dac biét véi kich thudc vo cling nho, cac hat nanogel ¢6 thé vuot
qua rao can caa mach méau ndo. Cac hé nanogel con cd kha ning mang nhiéu loai thudc
Ky nudc cling nhu cac tac nhan chuan doan bénh trong nhan hoac trong mang ludi gel
cua ching. Ngoai ra, cac hé nanogel dugc tao thanh ma khong can str dung ning luong
hay cac diéu kién khac nghiét nhu song siéu am hodc qué trinh déng nhat, diéu nay mang
lai kha nang mang cac phan tir thuéc mot cach thuan lgi. Cac hé nanogel ciing ¢6 su 6n
dinh hon cac micelle chat hoat dong bé mit va c6 nong do tao gel t&i han thip hon, toc
d6 phan ly thap hon, do d6 thoi gian luu cia thude duoc mang dai hon va thuong khong
gay ra sy dap ung mién dich caa co thé. Tuy nhién, viéc str dung cac hé nanogel 1am vat
licu mang thudc van ton tai mot sé han ché nhu k¥ thuat tach cac chat hoat dong bé mat
sau qua trinh tao nanogel c6 chi phi cao va ham lugng vét cac chat hoat dong bé mat hay

c4c monomer con sot lai c6 thé gay ngo doc [9-11].
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Do s& hitu nhitng dic tinh hap dan, cac hé nanogel di thu hit dwoc sy quan tam
nghién ctru vai thap ky qua. Véi kha ning hat nuéc, ciu tric mang ludi x4p, tinh tuong
thich véi cac hé sinh hoc va c6 kha ning tuong tac dé dang véi cac tac nhan co hoat tinh
nhu cac loai thudc, cac phan ti sinh hoc di 1am cho ching trd thanh nhan t khong thé
thiéu trong linh vuc ¢ng dung y sinh nhu 1am cac hé van chuyén thudc hudng dich, cac
vat liéu nén, ang dung lam khung cho k¥ thuat tai sinh mé va trong linh vuc tong hop
vat liéu composite [9-11, 13-18]. Cac hat nanogel mang dién con thu hut sy quan tam
nghién ciru dac biét bai trong phan tir caa ching c6 chira cdc nhdm chirc ion hda, cac hé
nanogel nay cé thé phan ang véi moi truong pH, ¢d kha niang lién két véi cac phan mang
dién tich d6i lap tao thanh cac phuc chat, tinh chat mang dién nay cua hé nanogel dugc
tng dung phd bién nhat trong viéc két hop véi cac ion kim loai tao thanh hé c6 cau tric
mang dién tich dwong — mét cau trdc rat hiru hiéu cho muc dich van chuyén gen [19].
1.1.2. Phwong phdp téong hop nanogel

Do ¢6 nhiéu ing dung trong ché tao vat lidu van chuyén thubc, van chuyén gen nén
hat nano va&i cau tric gel (nanogel) ¢ nhiéu nghién ctru dugc cdng bd, tir nam 1987 da
c6 nhitng cong trinh nghién ciru dau tién vé cac phuong phap tong hop hé nano tir gelatin.

K¥ thuat desolvat dua vao viéc cong thém tac nhan desolvat nhu alcohol hoac
aceton vao dung dich gelatin hoa tan trong nudc dé thyc hién phan tng khir nuée cua
cac phan tur gelatin dan dén thay do6i hinh thé tir dang kéo cang sang thé cuon lai. Budc
tiép theo, tién hanh qué trinh dong cing cac hat bang phan ung lién két chéo. Tuy nhién,
str dung c&c san pham hat gelatin tu nhién chi thu dwoc cac hat kich thude 16n, phan b
c& hat rong do tinh khong dong nhét khéi luong phan tir cia gelatin. Ky thuat desolvat
hai budc duoc thuc hién bai nha khoa hoc Coester va cong su da cho thay hiéu qua hon
khi tao duoc cac hat nano véi kich thudc nho hon va dong déu hon. Gelatin khéi lugng
phan tir I6n duoc két tia trong bude desolvat dau tién dé loai bo cac phan tir gelatin khéi
lugng phan tir nho. Sau do, cac phan tir gelatin phan tr I6n dugc hoa tan lai va thuc hién
budc desolvat tiép theo [12].

Phuong phap desolvat mét bude duge don gian hoa do Ofokansi va cong su phat

trién khong can thoi gian dai hon dé thuc hién budc desolvat ban dau trong viéc loai bo
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cac manh gelatin phan tir nho. Trong phuong phéap nay, trudc khi thyc hién sy desolvat,
gia tri pH cua dung dich gelatin duoc diéu chinh t6i méi truong trung tinh (pH = 7,0)
trén gia tri pI dé cac phan tir gelatin khong tich dién mot cach day da va duy tri d6 nhay
qua trinh desolvat vi cac phan ti tich dién s& ngan can ching két tu véi nhau. Hon nita,
nhiét d6 tién hanh dugc duy tri lién tuc & 37 °C dé dam bao su phan bd khéi luong phan
tir gelatin dugc duy tri can d6i. C4c hat nano thu duogc c6 kich ¢& tir 253 dén 479 nm va
chi s6 phan tan PDI (polymedispersity index) 12 0,073. Mic du dwogc sir dung rong rai,
nhung k¥ thuat desolvat van con hai mat han ché chinh 12 viéc sir dung cac dung moi
hitu co va céc chét tao lién két ngang (lién két chéo) c6 doc tinh [20].

Phuong phap keo tu phan doan ciing dugc nghién ciru ap dung cho muc tiéu tao
hat nano tir gelatin. P4y 1a mot qué trinh trong d6 dung dich déng nhat cua cac phan ti
€& lon mang dién trai qua qua trinh phan doan long — long, thu dugc phan doan giau
polymer & dudi, phan doan it polymer trong suét ¢ trén [21]. Viéc bo sung mudi hoic
alcohol thong thuong sé thuc day sy keo tu va thu dugc cac hat nano mong muén. Bang
k§ thuat nay, cac hat nano cd kich ¢& tir 600 dén 1000 nm d3 duoc téng hop thanh cong
bang viéc bo sung mot cach tir tir mudi sodium sulfate vao dung dich gelatin trong nudéc
c6 chira chat hoat dong bé mat Tween 20 theo sau budc bd sung isopropanol dé hoa tan
két tua cua natri sunphat. Mot luong du natri sunphat duoc bo sung dén khi dung dich
chuyén sang thé duc, cho thiy gelatin da dugc keo tu [20]. Nudc cat dugc thém vao hé
dén khi dung dich chuyén thanh trong va glutaraldehyde (GA) duoc bd sung vaéi vai trd
la chat lién két ngang dé tao cac hat nano. Phuong phap nay c6 han ché 12 hat nano thu
duoc co kich thudce lon.

Phuong phap bdc hoi dung méi tao nhii di dugc phét trién dé tao cac hat nano. Cac
hat nano c6 kich thudc trong khoang 100 dén 400 nm duoc hinh thanh dya trén qua trinh
tao nhil don nudc — dau (W/O). Pha nudc chta ca gelatin va thudc can van chuyén duoc
tron va lac véi pha dau — 1a dung méi hitu co cua polymethylmethacrylate hoic dau
paraffin ciing vai chat dong vai tro tao lién két ngang 1a GA hoic genipin [22-25]. Mot
k§ thuat tao nhil nudc — nudce cling duoc nghién ctu phéat trién dé van chuyén insulin

[26], ¢& hat thu dugc 12 250 nm dudi cac diéu kién phi hop dé bao vé hoat tinh cua
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insulin. Cu thé, dung dich 4m cua gelatin chira insulin duoc bo sung nhé giot dung dich
poloxamer, két hop khudy dong thoi dé tao nhii & diéu kién 5 °C va thuc day qué trinh
tao hat bang tac nhan lién két ngang.

Tao nhil pha déo ciing dwoc nghién ctu phét trién trong téng hop hé hat nano.
Trong phuong phap nay, dung dich cua gelatin trong nudc duoc bd sung bai dung dich
chéat hoat dong bé mat 1a sodium bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT) trong dung
mdi n-hexan, sau d6 GA duogc thém vao dé tao lién két ngang trong ciu trac hat. Theo
sau 1 qua trinh bay hoi dung mdi n-hexan dé thu hdi hat nano. Chat hoat dong bé mat
khi dugc hoa tan vao cac dung méi khdng phan cuc s€ tao thanh cac hat micelle dao noi
dudi ky nuée s& duoc tap hop lai huéng vé phan dung méi khong phan cuc con dau ua
nuée duge huéng thang vao mat trong caa dung mdi bao quanh mot nhan nudc, trong
nhan chira dung dich caa gelatin nay, tdc nhan tao lién két ngang duoc hoa tan va vi vay
cac hat nano dugc hinh thanh, qué trinh tao lién két ngang xay ra bén trong nhan nudc
cua cac giot micelle nho. Kich thuéce cac nhan nudc cua hat micelle nam trong khoang
kich thudc nano. Vi vay, cac hat dugc tao ra trong cdc nhan phan ing nano nay ciing sé
c6 kich thugc nano, gid tri kich thude trung binh thu duoc 14 37 nm. Uu diém caa phuong
phap nay la kich ¢& cac hat nano duogc tao thanh co thé duoc kiém soat bang cach diéu
chinh kich thudc nhan micelle. Hé hat nano dugc tao thanh c6 hiéu suat mang fluorescein

isothiocyanate-dextran — mot chat danh dau huynh quang dat xap xi 90% [27, 28].

Biopolymers 1"
WIS/ drugs (o) :'.o‘ :‘. - wis \*'o' ;“!,'4'
In wator Y ’e S :’i‘: "
‘ e : ', : ¢ 3 .
> - N e
= s ¥ 3%
surfactant (4 ) Selvant o "
in organic solvent Solvent
Inverse micelies of aqueous Drug-loaded nanogels
droplets containing biopolymers
and wis drugs stably dispersed
in organic solvent

Hinh 1.2. Phwong phap tao nhii pha dao [9]
(- Biopolymers W/S drugs in water: Cac polymer nguan gac sinh hoc va

cac phan tiz thudc wa nwéc/dung méi trong méi trieong niedc.
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- Oil-soluble surfactant in organic solvent: Chdt hoar déng bé mdt c6 thé
hoa tan trong pha dau duwoc hoa tan trong dung méi hizu co.

- WIS crosslinker: Chat lién két chéo niréc/dung moi.

- Inverse micelles of aqueous droplets containing biopolymers and W/S
drugs stably dispersed in organic solvent: Cac micelle nghich dao cua
cac giot nwéc chira cac polymer sinh hoc va cac phan tir thusc phan tan
mét céch én dinh trong dung méi hiu co-

- Drug-loaded nanogels: C4c hat nanogel dirgc nang hda thuac.)

Phuong phap két taa nano thu hiat dugc sy quan tdm nghién ctru trong linh vuc tong
hop hat nano. Nuéc duoc sir dung nhu mét pha dung méi chira gelatin, cac phan tir thude
duoc bo sung mét cach tir tir vao ethanol 12 pha dung méi khéng hoa tan chira poloxamer
lam chat 6n dinh, sau d6 GA duoc bd sung tao lién két ngang trong hat. C& hat thu duoc
phan bd quanh gi4 tri 251 nm. Co ché hinh thanh hat duoc giai thich bang su chuyén
dong bé mit phan pha duoc tao ra trong qua trinh thay thé dung méi. Sau d6, mot sy
phan tan manh liét xay ra vi tinh chat c6 thé tron 1an vao nhau giira cac dung mdi. Nhing
giot dung méi vai ¢& hat nano bi pha v tir bé mat phan pha, dugc 6n dinh nhanh chong
bang tac nhan 6n dinh, quéa trinh khuéch tan dung méi hoan thanh, sy déng dic protein
xay ra. Phuong phap c6 nhiéu loi thé, k§ thuat khdng phic tap, toc do nhanh, dé thuc
hién, tao ra cac hat nano kich thugc nho. Hon nita, phuong phap khong doi hoi toe do
phan cat I6n, su siéu am hoac nhiét do rat cao trong qua trinh tong hop [29-32].

Hat nano ciing c6 thé duoc tao ra nhd cac phan tir polymer ty keo tu véi nhau thong
qua k¥ thuat bién tinh hda hoc cau tric phan tir hoidc bang ki thuat khudy tron don gian.
Trong k¥ thuat bién tinh hoa hoc, phan cau triic uva nudc cua gelatin 1am cho né c6 kha
nang lién két hda hoc véi rat nhiéu cac phan tir Ky nude dé tao thanh polymer ludng tinh.
Gelatin dugc bién tinh voi cac phan tir ky nudc c6 kha ning trai qua qua trinh sap xép
lai cAu trtic khi hoa tan trong méi truong nude, do d6 xay ra qua trinh tu keo tu tao thanh
cac hat micelle gidng dang nanosphere do cac manh ky nuéc sé tap hop lai huéng vao
trong va tao thanh nhan bay cac phan tir thudc ky nudc véi 16p vo wa nude hudng ra

ngoai. Hat nano dang nanosphere duogc tong hop theo phuong phép tir keo tu dugc nghién
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ctru lan dau tién boi tac gia Kim va Byun nho phan ang ghép cip cac nhém cacboxyl
cua deoxycholic acid (DOCA) va carboxylated monomethoxy polyethylen glycol
(MPEG) va6i nhdm amin cia gelatin thdng qua dichlorohexylcarbodiimide (DCC) [33].
Céu truc gelatin/DOCA/MPEG tdng hop duoc danh siéu 4m tao hat nano, DOCA hoat
dong nhu nhan ky nudc, gelatin va chudi wa nuéc MPEG ¢ phia ngoai cua hat. Hexanoyl
anhydride va a-tocopheryl succinate (TOS) dugc sir dung nhu nhitng nhém ky nuédc dé
bién tinh héa hoc gelatin wa nudc. Nang hda phan tir thude ky nuéc vao nhan hat nano,
phan t¢ campthothecin hoac 17-AAG (17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin)
duoc tron voi dung dich copolymer ludng tinh dudi diéu Kién danh siéu am. Luong thudc
tu do khong dugc gitr trong nhan hat duoc loai bo bang ki thuat ly tim hozc tham tach,
san pham trai qua qué trinh kho lanh. Mot nong do rat thap cia CAC (0,00216 mg/mL)
duoc khao sat cho cac dung dich nudc caa gelatin bién tinh bang hexanoyl, cho thay sy
6n dinh cau trdc cua cac hat nano trong vong tuan hoan cia mau. Tanigo va cong su
dung thubc simvastatin hoa tan bang nuéc théng qua cac micelle gelatin ghép cap véi L-
lactic acid oligomer, hat micelle duoc tron véi gelatin sau d6 thuc hién phan wng lién két
ngang tao hydrogel gelatin. Trong modi truong c6 mat enzyme phan huay collagen,
hydrogel thoai bién tao gelatin c6 kha nang hoa tan trong nudc, giai phong simvastatin
dugc duy tri lién tuc [34-39].

H M H H N M 4 LA I\ 1
SN N T ) PR A TR
—=N=C=C+N—C—C—N—C—=C—N—C—CTN—C— N=C= C4N=C= C=N=C=— C=N=C—CFN—C—
O D IR I Gr;fgar@rz"ﬂ‘9?’%‘%,9&»,»9'::}_ G B L S Sl U
W a R o n M S S 2 g "
- X —_— z &
] y! Hexanoic anhydride B % hemo
£ T Gmo &
> RR': & J’ -
amino acid residue T 3
<
Gelatin §
—g iﬂ ;' Self-Assembling
S 3 > .
e
Gelatin Hexanoyl group

(hydrophilic part) (hydrophobic part)
Hinh 1.3. Phan ng téng hop hé hat nano gelatin theo phwong phap tw keo tu bién
tinh bang hexanoyl [40]
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Hé nano mang thudc ciing c6 thé duoc tao thanh chi bang phuong phap don gian
|4 tron truc tiép dung dich gelatin va thude, cho phép chiing tuong tac truc tiép dua trén
&i lyc rieng ma khong can bién tinh gelatin. Trong mét nghién cttu mang catechin hoac
ellagitannin cua ché vao trong nano gelatin, lién két hydro déng vai tro chinh cho qua
trinh ty keo tu tao thanh hat nano chi bang phwong phap tron tryc tiép ching vao nhau.
Tuong tac ky nudc ciing dugc cho 1a cd vai tro trong qua trinh hinh thanh hat nano.
Thong thudng, phan ti protein véi ciu tric bac ba ken dic cung cap it cac vi tri Ky nuéc,
han ché su tuong tac v4i cac phan tir tannin. Tuy nhién, gelatin 1a mét protein giau
proline végi hinh dang cudn ngau nhién dugc ma rong, vi vay gelain cung cap nhiéu hon
vi tri twong tac cho cac phan tir tannin, tir d6 day manh &i luc cao hon cho cac phan tir

tannin [41, 42].

- ~HoN—SO&—NHy- | =
y :
oy ' \
‘ s
ot ./ ' / , L
N - ) / — /
g *90¢' ' N :
. % : + O=CH-{CHa)-HC=0 N
o o : \ \
: A

= NeCH{CHIHON| =1
Acid environment
Hinh 1.4. S hinh thanh hat nano véi chit tao lién két ngang sodium sulfate va
GA [40]

Ngoai cac phuong phap tong hop hat nano & trén, con mot phuong phép nita ciing
duoc nghién cau ap dung, d6 1a phuong phéap phu lién tiép cac 16p polymer mang dién
tich &m — dwong d6i nhau, vi du st dung cac hé polymer nhu polystyrene
sulfonate/polyallylamine hydrochloride, polyglutamic acid/poly-L-lysine, dextran
sulfate/protamin sulfate, cacboxymethyl cellulose/gelatin, loai A. Su tich dién bé mat
qua lai vai 16p lién tiép cua cac l6p polymer mang dién tich dwong va polymer mang
dién tich 4m dugc tuan theo. Cac polyphenol khac nhau duoc gan vao trong hat nano

bang su hap thu tir cac dung dich dam dic cia ching. Ning suat hap thu vao hat nano
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cua cac polyphenol cé sé nhém chirc phenol 16n hon, trong lugng phan tir 16n hon s& cao
hon, vi du dat 70% d6i voi theaflavin. Su bién tinh bé mit céc hat nano véi cac 16p vo
c6 cau truc 1op mang dién thay d6i lién tiép bang cac polymer mang dién trai dau cho
phép diéu chinh phu hop su hap thu té bao véi hat nano, cung cap mét khudn mau cho
su bién tinh cua ching véi cac tac nhan hudéng dich téi cAc md, 1am ting tinh 6n dinh
cua keo, kiém soat cac dic tinh mang va giai phong cac phan tor thude [43, 44].

Trong cac phuong phap tao hat nano tir gelatin, cac nha khoa hoc nhan thiy viéc
st dung cAc tac nhan tao lién két ngang (lién két chéo) s& thu duoc cac hé nano 6n dinh
hon, c6 hinh dang va thoi gian Iuu thong duoc tang cuong hon so vai viéc khong su
dung chat tao lién két ngang. Cac chat déng vai tro tao lién két ngang cho hé hat nano
thuong dugc st dung nhu cac aldehyde, genipin, cacbodiimide/N-hydroxysuccinimide
(CDI/NHS), microbial transglutaminase (MTG).

1.2. Vat liéu gelatin
1.2.1. Téng quan vé gelatin

Tir “gelatin” duoc ding phé bién tir nam 1700 bat ngudn tir tiéng latin 1a “gelatus”
c6 nghia 12 mang hay chat lam dong. Gelatin 1a chudi polypeptide duoc tao thanh tir sy
thity phan collagen loai I. Bén canh nhiing tinh chét vén c6 cua collagen nhu tinh tuong
hop sinh hoc, kha nang phan ra sinh hoc, la thanh phan chinh cua chat nén ngoai bao c6
vai trd trong viéc diéu khién qua trinh trao ddi vai té bao gilp té bao bam dinh, ting sinh
va téi tao lai viing mo tén thuong, gelatin con 1a nhitng doan ngan chua it viing antigen
nén c6 thé kich hoat hé mién dich hon collagen gitup ngin can dao thai vat liéu. Gelatin
c6 thé tao gel trong diéu kién lanh va tan & nhiét d6 trén 40 °C [45]. Gelatin 12 mot loai
polymer ty nhién thu duoc bang cach thily phan mét phan collagen nhu da ca, md cua
khép ndi, xwong dong vat va thuong dugc ung dung cho duoc pham, y té do tinh phan
haty sinh hoc va twong thich sinh hoc ctia n6 trong méi truong sinh ly. Thanh phan acid
amine gan dung cua gelatin nhu sau:

Tyrosine < 0,5%, methionine va histidine < 1%, 1% hydroxylysine, 1% isoleucine,
2% threonine, 2% phenylalamine, 2% valine, 3% leucine, 4% serine, 4% lysine, 6%

aspartic, 8% arginine, 9% alanine, 10% acid glutamic, 12% hydroxyproline, 12%
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proline, 21% glycine [45], Thuong dua vao phuong thic san xuat dé phan loai gelatin

thanh gelatin loai A va B. Mi loai c6 nhiing dic tinh va thong sé khac nhau, duoc tém

tat trong bang 1.1 [46].

Bang 1.1. Pic diém gelatin loai A va B

Loai gelatin A

Ngudn goc Da heo Xuong heo Da bo Xuong bo
Piém dang dién (pl) 7,5-9 6,5-8 4,8-52 4,8-52
D6 nhét (mPa.s) 1,8-5,5 1,84 2-7 2-7

Lo : : - e ¢
Gelatin dang bdt Gelatin dang tam  Gelatin dang long [
o

Hinh 1.5. C4u tao va trang thai caa gelatin [40]

Gelatin thuong mai ¢ dang tinh khiét, kho, khéng mui, khdng vi, cing, gion, mau
sac thay doi tir vang rat nhat dén ho phéch, trong sudt, co do am tir 8 — 13% [46]. Gelatin
la mot thue pham, khdng phai 1a phu gia thuc pham nén khong c6 giéi han sir dung. Tinh
chat gelatin phu thudc vao pH, nguyén liéu thu nhan, nhiét do, nong do, thoi gian va
phuong phap ché bién. Gelatin 1a mot chat keo sinh hoc dugc tng dung nhiéu trong san
xuit keo. Gelatin truong né khi duoc cho vao nudc, hap thu mét thé tich nude bang 5 —
10 lan thé tich cua ban than né. Khi dugc gia nhiét dén nhiét dé cao hon diém tan chay,

gelatin s& truong nd, hoa tan va tao gel khi duoc 1am nguoi. Qua trinh chuyén doi gitra
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dang dung dich va dang gel c6 tinh thuan nghich. Tinh chat nay dugc tng dung trong
qua trinh ché bién thuc pham [46].

Gelatin cd thé tao gel khdng can phdi hop véi chat nao khac, tinh chat gel cua
gelatin phu thugc rat 16n vao ndng do, nhiét do, pH va thoi gian. Khi nong do cang ting
va nhiét do cao thi do nd cua gelatin cang 16n. Nong do cua gelatin cang ting va do no
cang cao thi d nhét cuaa gel cang Ion. Nhiét d6 va thoi gian gia nhiét cang cao thi do
cting cua gel cang giam. Gia tri pH cang thap thi d6 cing cua gel cang giam, véi cing
mét gia tri pH néu thoi gian gia nhiét cang dai thi 6 cang caa gel giam cang nhanh [47].

D6 nhét ciing quan trong nhu kha ning tao gel va ciing phu thugc nhiét do, nong
d6 gelatin. Do nhot ty 18 thuan véi ndng d6 dung dich, ty 1& nghich véi nhiét do. Dudi
20 °C dung dich ton tai & dang gel (ngoai trir nong do qua thap). Trong khoang 20 — 35
°C, dung dich vira tén tai dang gel, vira ton tai ¢ dang dung dich nhét hoic ¢ dang chat
long c6 d6 nhét khdng 6 dinh. Trén 35 °C, cac phan tir gelatin trg nén roi rac, cho di co
tang ndong do gelatin trong dung dich thi ching van khéng lién két véi nhau [46, 47].

Phan tir gelatin tich dién trong dung dich base hay acid, ching sé& di chuyén trong
dién truong. O moi trudng c6 gid tri pH = 2, tat ca cac nhom carboxyl khong tich dién,
phén tir gelatin mang dién tich dwong cuc dai (do dién tich nhém amino va guanidino).
Khi pH ting cac nhom carboxyl bat dau tich dién va ¢ pH = 6,5 cac nhom carboxyl tich
dién am. Pién tich cta phan tir anh hudng dén tinh chét caa gelatin. O gia tri pH ma
khong c6 su di chuyén xay ra trong dién truong, goi la diém dang dién va tai gié tri pH
nay, dung dich gelatin kém bén nhat, dé két tua, c6 ham luong ti da cac phan tir protein
khéng tich dién. Gelatin duoc xir ly bang kiém co diém dang dién (pl = 4,8 — 5,2), xtt ly
bang acid (pl = 7 — 9) [46].

Gelatin 12 mét protein dién hinh, c6 kha ning hoat dong nhu mét acid hay mét base.
Tinh chat ludng tinh nay 1a do cac nhdm carboxyl (-COOH) thé hién tinh acid va nhém
amine (-NH) thé hién tinh base duoc tao ra trong sudt qua trinh thuy phan. Mot cach
tdng quat, gelatin ton tai trong dung dich duéi dang ludng cuc *NHs—CH>—COO", thudng
duoc goi 1a ion “Zwitter”. Vi vay, gelatin 12 mot protein dién ly ludng tinh, cu thé, trong

moi trrong acid, su phan ly cia nhom acid bi kim ham, gelatin tAc dung nhu mot base,
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nguoc lai trong moi tredong base su phén ly cua nhém base bi kKim hdm, gelatin tac dung
nhu mot acid. Tinh ludng tinh dugc xac dinh dé dang khi cho gelatin phan tng véi acid
hay base [46, 47].

Gelatin tan mét phan trong nudc, gelatin khd s& phong 1&n do ngdm nuéc khi duoc
khuay trong nuéc (khong qua 34% gelatin). O nhiét do 40 °C va thoi gian 30 phat, gelatin
s& hoa tan hoan toan tao thanh dung dich déng nhat. Bo hoa tan cua gelatin phu thudc
vao nhiét d6, nong do va kich thudc phan ti. Gelatin tan trong cac dung méi nhu:
glycerol, sorbitol, khéng tan trong alcohols, acetone, cacbon tetrachloride, benzene,
petroleum ether va hau hét trong cac dung méi hitu co khéng phan cuc [48].

1.2.2. Ung dung gelatin trong tong hep hé ddn truyén thuéc

Do ¢6 tinh tuong thich sinh hoc, phan huy sinh hoc, khong doc nén gelatin dugc
st dung rong rai trong linh vuc y té, duoc pham nhu tao 16p vo bao vién nang thuéc,
dong goi giup ngan ngua qué trinh oxy hoa. Gelatin con dugc ung dung trong chira tri
chan thuong sun. Dan xuét furfuryamine lién hop gelatin (gelatin-FA) 1a mot chat nhay
cam véi anh sang, c6 kha ning tao lién két ngang khi dugc chiéu sang gitp hinh thanh
khung cho cac té bao mo xuong phat trién [48].

Hién nay gelatin c6 nhiéu ung dung nhu 14 chat van chuyén protein boi kha ning
giam thodi hoa protein va bao vé DNA plasmid khoi suy giam nhanh chong do enzyme
nucleases. Mot s6 dan xuat dugc tao ra bang cach thay doi thanh phan hoa hoc ciia nhém
amin nhu etylendamin (Ed), spermidine (SD) va spermine (Sm) dugc Sir dung van
chuyén DNA plasmid [48]

Céc loai thudc va gen khi duoc mang bai cac hat nano s& dugc hap thu trong nén
cau tric hat hozc trén bé mit cua hat, sy hap thu nay xay ra trong suét qua trinh hat nano
duoc hinh thanh. Céc loai thudc wa nuée c6 thé duoc mang thanh cong vao cau tric phia
trong cac hat nano bang qua trinh tron 13n ching vai dung dich nuéc cia gelatin trudc
khi quéa trinh hinh thanh hat nano xay ra, cho phép hinh thanh 1én cac lién két giita phan
tir thudc vai gelain thdng qua mot sb co ché turong tic nhu tuong tac tinh dién, hoic lién
két cong hoa tri [49]. Ngoai ra, twong tac hydro, tuong tac dudi ky nuéc giira thudc va

gelatin ciing dugc cac nghién ciru khao sat [41, 42]. Phan tir thudc DXR c6 thé duoc két
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hop vao trong cac hat nano tir tinh thong qua tuong tac tinh dién gitra cac nhom tich dién
duong cua DXR vaéi nhom tich d@ién am cua FeO™ va nhom COO" sau qua trinh truong
nd trong dung dich thubc [25]. Hon nita, mot gia thuyét khac dugc dua ra 1a co xay ra
lien két cong hoa tri gitta phan tir thuéc DXR véi cau triic nén cua phan tir protein théng
qua phan tir GA, mot chit dong vai tro tao lién két ngang trong hat nano. Céc hat nano
duoc gan thubc DXR di cho thay s6 lwgng cac nhom amino tu do 1én hon sé lugng nhom
khong duoc gan, nguy@n nhan chinh 1a do ¢6 su canh tranh giita nhdm amino cia DXR
véi nhdm amino cua gelatin trong qua trinh lién két ngang xay ra [50]. C6 mét nghién
ctru da chi ra su canh tranh gitra cac nhdm cacboxyl cua phén tir gatifloxacin va cac
nhom aldehyd ciia GA trong phan ang véi nhom amino cua phan ti gelatin da dan téi
su giam hiéu qua nang hda gatifloxacin vao trong cac hat nano c6 st dung lién két ngang
trong qua trinh tong hop hat nano so véi cac hat nano khdng sir dung tac nhan tao lién
két ngang nay [30].

Pé van chuyén cac loai thudc c6 dac tinh ky nudc, qua trinh mang thudc bang céc
hat nano dwogc thuc hién bang cach tron dung dich thude (dugc hoa tan trong hé dung
moi hitu co — nudc vai ty 18 thich hop) vai dung dich gelatin duéi diéu kién khuay va
siéu am lién tuc dé thuc hién dong thoi hai qué trinh desolvat va qua trinh mang thudc
truéc khi cac phan wng tao lién két ngang dugc hinh thanh trong ciu tric hat. Qua trinh
mang cac loai thudc cd tinh ky nudéc 1én cac hat nano c6 thé dugc giai thich dya trén hién
trgng gan wu tién cac phan tir thudc vao bén trong nhan cua céc hat nano, 1a phan c6 tinh
wa nude kém hon so véi phan vo phia ngoai huéng vao méi truong nude [51]. Ciing ¢o
nghién ctru khac da chi ra rang, mét loai thuc Ky nuéc 13 hydrocortisone da dugc két
hop v&i cac cyclodextrin dé 1am ting kha ning hoa tan vao nudc ciia né trude khi duoc
tron voi dung dich gelatin [52]. Hon nita, cac phan tir thude cé tinh wa dau cé thé duoc
mang thanh cdng vao nhan cua cac hat nano gelatin ludng tinh dwgc tong hop bang
phuong phap tu keo tu véi mot ham lugng cao hon [36, 37]. Quy md va hiéu qua mang
thudc cua cac hat nano phu thudc vao khéi lugng phan tir va cdu trc te nhién cua céc
chat két hop véi nhau tao nén hat nano d6. Cac nghién ctru cia tac gia Truong-Le va

cong su di chi ra rang hiéu qua mang thudc cua cac hat nano sé ting khi khéi lwong phan
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tu cua phén tu tao nano tang [53] Tuong tu, nghién ctru cua tac gia Saxena va cong su
ciing khang dinh hiéu qua mang cycloheximid ting twong tng tir 26, 34,1 va 41% trong
hat nano chira gelatin c6 khéi luong phan tir thay doi 1a 22,40 va 87,5 kDa

Kha ning giai phong thudc sau khi dugc mang trong céc hat nano 1a mét yéu té rat
quan trong, quyét dinh hiéu qua trong ung dung lam hé van chuyén thubc cua vat liéu.
Sy phoéng thich thudc ra khoi cac hat nano c6 thé do ba co ché gom qué trinh giai hap
hoa hoc, qué trinh khuéch tan va qua trinh phan hay sinh hoc cia cac hat nano [49, 54].
Cac nghién ctru da chi ra, mat do cac lién két ngang trong hat nano c6 anh huéng 16n
dén téc do giai phong thudc ra khoi cau trdc nén caa hat. Hai tac gia Bajpai va Choubey
da phat hién ra rang su giai phong cua cytarabine khoi hat va ty 1¢ truong nd cua hat ting
khi ndng do chat tao lién két ngang GA tang téi 10,6 mM va giam khi nong 46 GA vuot
gidi han nay. Két qua nay co thé duoc giai thich vi GA 1a mét chat tao lién két ngang ua
nuéc, khi ndng do caa né ting sé cai thién tinh wa nudc cua hat nano, dan dén 1am ting
lugng nuéc trong hat va hién nhién s& lam ting su phong thich va ty Ié truong né cia
hat. Tuy nhién khi nong d6 GA vuot ngudng 10,6 mM, ¢& hat nano s& giam do su ting
cudng cia mat do lién két ngang, vi thé ca hai thong sé phong thich thuée va ty 18 truong
no cua hat sé giam [24].

Sy c6 mat cac enzyme phan hay protein sé& thiic day qua trinh phan hay sinh hoc
cac hat nano duogc cau tao trén co so gelatin, sy giai phong thubc khoi hat dién ra nhanh
hon. Leo va cdng su da nghién ciru su phong thich thudc DOX ra khoi hat nano bang k¥
thuat tham tach trong hai trudng hop khong c6 mat va c6 mat cua trypsin. Két qua 1a chi
mét phan nho thude duoc giai phong ra véi truong hop vang mit caa enzyme, tir 9 dén
10%, két qua nay phl hop véi lwong thudc ty do c6 trong hé. Khi trypsin dugc thém vao,
két qua phong thich thude tiang 18n tir 10 dén 15% lwong thude duoc mang trong hat, két
qua nay co thé do mot phan lién két peptid véi DOX duoc tao thanh khi cac hat nano bi
phan hay, khdi lugng phan tir thap hon gigi han mang (3500 Da). Thanh phan chinh caa
DOX (khoang 70%) dugc lién két vai protein nén cua hat nano théng qua tac nhan tao
lien két ngang, hinh thanh céc lién két cua thudc véi kich thudc 16n hon gidi han cua

mang tham tach nén ching khong thé khuéch tan ty do qua mang [55].
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Hinh 1.6. Thi nghiém in vitro giai phdng doxorubicin tir hat nano GNPs
trudc va sau xw ly vai cac enzyme khac nhau [40]
(protease( A ); a-chymotrypsin(e);trypsin)

Pa s6 c4c hé hat nano dugc diéu ché trong béo co tong hop nay co kich thuéc hat
nam trong khoang 200 dén 400 nm. Su on dinh cua hat keo, hiéu qua mang thuéc, dung
lwong mang thudc, kha ning phong thich thudc va sy phan bé sinh hoc, dong hoc té bao
bi anh huéng 16n boi ¢& hat. Cac thong sé nhu nhiét do, pH, mic do lién két ngang,
gelatin tu nhién va loai tAc nhan desolvat anh hudong 1€n ¢& hat nano da duoc nghién cuu
bai cac nha khoa hoc. Nahar va cong su di chi ra sy ting nong d6 GA da dan téi su giam
dang ké kich thudc hat nano khi mang thuéc amphotericin B, diéu nay c6 thé dugc giai
thich bai su hinh thanh céc lién két ngang caa cac nhom amin tu do trén bé mit hat nano
véi GA, diéu nay 1am cho cac hat tro nén déng dic hon, co lai va ¢ hat thu dugc s& nho
hon. Vi luong chat tao lién két ngang ting 18n, cac nhom duoc lién két sé ting 1én va di
nhién muc d6 tao mang Iudi sé day dac hon [50].

Nhiét d6 nho nhit va tdi wu nhat dé thu duoc cac hat nano véi kich thude va su
phan bd tap trung nhat ¢ 40 °C vi d6 nhét cao caa phan tir gelatin & nhiét d6 phong.
Nguyén nhan c6 thé 1a do ciu trdc xoan dc bac ba cua gelatin, cau trdc nay s& bi dudi

thang khi nhiét d6 ting. Tuy nhién khi nhiét d6 ting cao hon, khoang 50 va 60 °C , thi
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& hat thu duoc c6 kich thuéc ting khong mong mudn, kha ning 13 do su dudi thang
hoan toan cu tric phan tir gelatin [51]. Thém nita, su hinh thanh pH & budc desolvat
thi hai 1a quan trong dé thu duoc cac hat nano c6 kich thudc va gié tri PDI thip mong
mubn. O gia tri pH bang 3 dbi vai gelatin loai A va 11 déi véi gelatin loai B, duoc cho
2 toi vu vi sy hinh thanh hat nano dugc két hop voi nhitng tuong tac tinh dién & cip do
cao hon gy ra su trung hoa dién tich va vi vay hinh thanh Ién cac hat nano khi bé sung
thém cac tac nhan desolvat vao dung dich cua gelatin. Nhu vay, trang thai phu thuéc pH
cua gelatin c6 thé duoc giai thich 1a do cdu tric polymer tich dién cua chiing (ciu trdc
cua ching co chira ca nhém amino va carboxyl ¢ cudi chudi tai gia tri pl cia ching), va
Vi gié tri pH duoc thay doi xoay quanh gia tri tao moi trudng acid hay base, nén dang
ion NHz* hay COO" chiém uu thé sé& thy thudc vao ting loai gelatin. Do d6, & mot Vai
gia tri pH nay, su tuong tac tinh dién manh c6 thé 1a cuc dai dan téi két qua 1a thu dugc
¢& hat nano nho ¢ diéu kién PDI thap [56]. Nghién ciru ciing chi ra ring khi ting d6 mo
cua gelatin s& dan t6i ¢& hat nano thu duge co kich thuéc va gia tri PDI nhé [51]. Tuy
nhién su ting nong d6 gelatin va thé tich ethanol s& lam ting c¢& hat [57], khi ndng do
ethanol trong khoang 65 — 70% khdi luong sé thu dugc cac hat nano ¢& nho va gia tri
PDI thap [58]. Tac gia Azarmi va cong su da chi ra ring phuong phéap tao hat nano bang
tac nhan desolvat la aceton s€ thu dugc cac hat nano c6 kich thuéc nhé hon ciing nhu
gia tri PDI thap hon so véi viéc sir dung ethanol [59].

Thé Zeta 1a mot chi s6 quan trong cho su 6n dinh céc hat nano tao thanh. Gia tri
tuyét d6i cua thé zeta cao cho thay gia tri tich dién cao trén bé mat hat nano mang thuéc,
diéu nay tao ra luc ddy tinh dién trén khap bé mat hat va ngan can cac hat tu két tu voi
nhau [49]. Bé mat hat tich dién duong ddi voi cac gelatin loai A c6 thé do wu thé cua
nhém NHs* va bé mat hat tich dién am ddi véi gelatin loai B 1a do luong wu thé coa
nhém COO" trong qué trinh tdng hop hat nano trong méi trudng acid (pH = 3) hay base
(pH = 11). Nahar va cong sy ciing kham pha ra rang cing la gelatin loai A nhung c6 khdi
luong phan tir cao hon s& ¢6 thé zeta cao hon va ciing duoc giai thich 1a do ¢ nhiéu

nhom amin hon trén bé mat [51].
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Tinh tuong thich sinh hoc va khong doc 1a yéu cau quan trong d6i voi vat liéu dan
truyén thudc, va cac hat nano mang thude duoc tong hop tir gelatin ¢6 wu diém nay. Thi
nghiém vé doc tinh té bao dugc thuc hién dé xac dinh anh huéng cuaa hat nano tong hop
tir nguyén liéu gelatin 1&n kha ning ton tai cua cac té bao trong moi truong nudi ciy mo.
Thi nghiém MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) la
mot phuong phap so mau khong phong xa don gian duoc ap dung dé do doc tinh té bao,
su phat trién hodc kha ning ton tai cua té bao. St dung thi nghiém ding chuan MTT, tac
gia Gupta va cong sy da chirmg minh duoc rang cac nguyén bao soi cta nguoi khi dugc
1 V6i cac hat nano tong hop tir gelatin da duy tri duoc sy song s6t hon 100% & nong do
cao 500 pg/mL [27]. Hon thé nita, sau khi u c&c hat nano véi céc té bao biéu mé cudng
phoi, c&c hat nano nay con cho thay chiing c6 tac dung 1am cho it hoic khong doc khi st
dung lién tuc céc cap do enzym lactate dehydrogenase bang nhau dé kiém chiing sau
khoang thoi gian 48 gio va 96 gio. Thém nira, cac hat nano nay da cho thay chiing khdng
c6 kha nang gay viém vi ching khong khoi xudng bat ky qué trinh phét sinh chat chéng
viém interleukin-8 nao trong té bao tham chi & mot nong do cao dén 100 pg/mL [60]. Vi
thé, cac nghién ctru nay di cho thay cac hat nano tir gelatin c6 tinh twong thich sinh hoc
cao, khong doc va 1a vat lidu an toan cho cac ung dung lam tac nhan van chuyén thuée.
Tuy nhién, khi so sanh véi hiéu qua cua céc hat nano rHG (recombinant human gelatin)
sau qua trinh thi nghiém u véi cac phoi té bao than ciia ngudi thi kha nang song sot cua
té bao khi sir dung cac hat nano tir gelatin thip hon so véi trudng hop sir dung hat nano
rHG, nhung su thap hon 13 khong nhiéu. Piéu nay duoc giai thich la do cac hat nano
rHG c6 tinh twong thich sinh hoc cao hon trong tng dung van chuyén thudc so véi hat
nano dugc tong hop tir gelatin [57].

Hiéu qua tham qua, di duoc vao trong té bao chinh 1a diéu kién tién quyét dé cac
hat nano c6 thé dugc (tng dung 1am vat liéu mang thudc. Kha nang nay cta cac hat nano
duoc xac dinh bang phuong phap chup laser tiéu diém (confocal laser scan microscopy
(CLSM)) va dém té bao nhuém mau (FACS). Cac hat nano gelatin loai B mang thuéc
nhuom dai phan tr fluorescent (tetramethylrhodamine-conjungated dextran, TMR-

dextran) cé thé duoc thir nghiém bang céc té bao nguyén bao soi cua chudt NIH-3T3 cho
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dén té bao noi khdng dic trung trong vong 12 gid, tai trong co thé duoc giai phong va
duoc tich lily quanh ving nhan té bao. Cac nghién ctru khéc ciing da chung minh su tiép
thu cua chat tham do fluorescent trong cac hat nano béi cac té bao soi tay xuong cua
chudt (DCs) la cao hon (88%) dang hoa tan cia TMR-dextran (4%). Cac hat nano duoc
tiéu hda theo thé thuc bao boi DCs va hau hét dugc khoanh ving bai thé thuc thé, voi
mot s6 thoat vao bao trong nhung khong duoc khoanh viing trong nhan bao. Tuy nhién,
Karthikeyan va cong su da chi ra rang cac hat nano chtra thudc thé hién téc d6 xam nhap
té bao rat nhanh va hiéu qua hon trong cac té bao ung thu phdi so véi thudc tr do bang
su phét huynh quang duoc tim thy trong nhan bao, diéu nay chi ra rang cac hat nano la
hiru ich, c6 tinh dic hiéu vi tri trong van chuyén thudc t6i cac nhan té bao [61]. Nhiéu
thi nghiém ciing chi ra rang cac hat nano gelatin dugc thu nhan mét cac hiéu qua va dugc
khoanh vuing trong pham vi nhiéu loai loai té bao khac nhau, diéu nay cho thay hat nano
gelatin c6 thé duoc tng dung van chuyén noi bao mot cach c6 hiéu qua cac dugc pham
sinh hoc ciing nhu lam ting kha ning van chuyén thubc vuot qua cac vach ngan té bao.

Sy 6n dinh dong hoc trong mai truong sinh hoc 1a dac tinh khéng thé thiéu cua vat
liéu nano mang thuéc. Sy 6n dinh caa cac hat mang thudc cé thé cai thién thoi gian tuan
hoan caa chlng trong méu [36]. Vi vay, danh gia sy 6n dinh vat ly riéng biét cua cua hé
nhil cac hat keo nano ¢ hai nhiét d¢ luu trir 4 °C va nhiét do co thé 37 °C 1a rat quan
trong. Su 6n dinh cao trong luu trir cua c4c hat nano & thé nhil tai 4 °C di duoc béo céo
va cho thay két qua thay doi khong dang ké vé kich thudc hat, thé zeta ciing nhu gid tri
PDI véi thoi gian Iuu trix 1én dén 6 thang [62, 63]. Tuy nhién, sy phat trién dang ké cua
c& hat va giam thé zeta cua thé nhil cac hat nano duoc mang cryptolepine duoc ghi nhan
chi sau 2 tuan luu trir & nhiét do phong [64]. Vi vay, dé c6 thoi gian luu trit dai ¢ nhiét
d6 phong, phuong phap thich hop la ¢ trang thai kho lanh. Trong nghién ctru cua tac gia
Zillies va cong sy, cac hat nano mang oligonucleotide da dugc lam khé lanh thanh cong
bang viéc sir dung trehalose nhu 1a mot chat chdng dong lanh nho nhiét d6 thiy tinh hoa
cao va trang théi tu nhién v dinh hinh cta no, cu thé, cac hat nano nay vén duy tri dugc

hoat tinh sinh hoc cua chiing sau bén tuan luu trit & 40 °C [40, 65].
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Gelatin d thu hut duoc nhiéu sy chd y vi ¢ kha ning twong thich sinh hoc va phan
hay sinh hoc cao. Nho ¢d cac chudi peptide Arg-Gly-Asp trong phan tir, gelatin c6 thé
thac day sy bam dinh té bao [66]. Ngoai ra, gelatin c6 trang thai mang dién tich duwong
trong méi trudng sinh 1y cua co thé nguoi [67]. Nho cac 1y do ndy ma gelatin c6 thé gitp
tao ra su tuong tac cao véi cac té bao ung thu ciing nhu cac té bao thuong trong co thé.

Chung-Kai Sun va cong sy nghién cau tong hop vat lieu mang thuéc cé kha
nang nha cham dua trén vat liéu gelatin. Nghién ctru di diéu ché thanh cong vat liéu
hydrogel (transglutaminase (TGase) cross-linked/antibiotics-encapsulated gelatin-
alginate hydrogel) mang lan luot hai thuéc khang sinh Gentamicin va VVancomycin tng
dung ngan su nhidm tring trong phau thuat cdy md chinh hinh. Trong vat liéu nay, gelatin
duoc két hop alginate va phan tir enzyme TGase dong vai tro chat lién két ngang tao lam
tang tinh bén virng cua vat lidu. Két qua thu duoc cho thidy TGase dong vai trd quan
trong dén kha ning nha cham thudc cua vat liéu. Trong ca hai loai thubc dugc khao sat
Vi vat lieu c6 TGase ¢ nong d6 0%, 0,5% va 1% déu cho thdy véi mau khong chira
TGase, chi trong khoang 10 gio, luong thude duoc giai phdng gan 80% va véi mau vat
liu c6 chira chét tao lién két ngang TGase cho thay hiéu qua nha cham vuot troi, Voi
nong d6 TGase 0,5% va 1% trong cau tric can hon 100 gid dé Gentamicin giai phong
gan 100% va 70%, twong ung véi Vancomycin lan luot 12 83% va 55%. Piéu nay duoc
giai thich do xuat hién céc lién két cong hoa tri cua TGase trong cau truc vat liéu [68].

Carolina Hermida-Merino va céng su di tién hanh diéu ché vat liéu cau tric
hydrogel &ng dung mang thudc (thir nghiém véi Crocin va DOX) tir gelatin thu nhan tir
da cé ngir. Két qua thu dugc cho thay vat liéu mang c6 kha niang nha cham thudc trong
moi truong thi nghiém (déém PBS pH 7,4 ¢ 30 °C), sau 250 gio khao sat qua trinh nha
thudc, chi gan 10% thudc Crocin va gan 12,5% DOX giai phong khoi vat liéu mang. Day
4 tin hiéu tich cuc cho muc tiéu ché tao vat liéu mang thudc c6 kiém soét [69].

1.3. Pluronic
1.3.1.Tong quan vé pluronic
Tat ca cac pluronic déu c6 ciu tao hoa hoc giéng nhau, chi khac nhau ¢ sé luong

tuong d6i cua poly (ethylene oxide)-poly (propylene oxide), va thuong duoc ky hiéu la
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(PEO-PPO-PEO) chinh vi thé ma tinh chat, trong lugng phan tir ciing nhu dic tinh hoat
dong bé mat cua mdi loai 1a khac nhau, cac pluronic phd bién thuong duoc tng dung l1a
F127, F68, F87, P123 [70-73]. Hau hét cac pluronic Ia céc chat ran c6 kha ning tan trong
nude va ching hoa tan trong nuéc lanh nhiéu hon trong nude nong, d6 1a két qua cua
viéc gia ting su solvat hoa va lién két hydro ¢ nhiét d6 thip. Tai nhiét d6 thap s& ton tai
mot [6p hydrate héa bao quanh cac phan tir pluronic trong dung dich nuéc, lam phén tan
ching va két qua 1a cac pluronic duoc hoa tan trong nuée. Khi nhiét 6 duoc nang 1én,
cac chudi wa nudc cua pluronic khéng duoc solvat hda do sy dit gay céc lién két hydro,
do d6 pluronic tan khong tot trong nudc ¢ nhiét do cao (> 20 °C) [74].

Mot s pluronic ¢o tinh chit dic trung 13 bién d6i trang thai bai nhiét d6. O nhiét
d6 thap (0 — 4 °C), pluronic voi nong do thich hop s& ton tai ¢ trang thai long, khi ting
1én nhiét 46 phong (20 ~ 25 °C) lai chuyén sang dang gel ran. Nhiét do tao gel 1a nhiét
dd té1 han, khi nhié¢t d§ cao hon nhiét do t1 han, dung dich polymer dong lai thanh gel
do nhém PEO ua nude, nhém PPO ky nudc nén khi hoa tan trong nudc ciu triic micelle
duoc hinh thanh véi nhan 1a PPO va 16p vé ngoai la PEO. Viéc ting nhiét d6 s& dan dén
su loai nudc va ciu trang thay doi tai ving chira cac nhom ky nuéde, két qua 1a cac nhém
PPO c6 xu huéng mét nude tao thanh 15i v6i vo bén ngoai 1a chudi PEO ngam nudc hop

thanh micelle hinh cau bén nhiét dong va cdu tric gel dugc hinh thanh [75].
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Hinh 1.7. C4u trdc va qué trinh hinh thanh gel caa pluronic [75]
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Sy nang hoa céc loai thude kém tan trong nudc ctia cac hat micelle pluronic c6 thé
lam tang kha nang hoa tan va tang su on dinh cta thudc, do dé ¢ thé cai thién duoc
dugc tinh ciling nhu ting sy phan tan sinh hoc cua thude [73, 76-83].

Mc du, pluronic 12 vat liéu nhay nhiét tdt, tuy nhién né con nhiéu han ché, dic biét
1a d6 bén co hoc kém va hé qua 1a cau trdc hat bi s6i mon nhanh chéng, nghia 13 bé mat
cua gel tao thanh dé dang bi hoa tan dan dén cac phan ti thudc hay phan tir duoc mang
trong hat bi nha ra mot cach nhanh chong. Dé giai quyét van dé trén, cac nha khoa hoc
d3 nghién ctu tim giai phap, va phuong phap cta Allan S.Hoffman (1997) da giai quyét
duogc van dé trén bang cach sa dung mot polymer cé tinh chat két dinh sinh hoc
(bioadhensive) nham 1am cham lai qua trinh nha thudc. Cac nha khoa hoc thudng ghép
pluronic F127 véi cac polymer thién nhién nhu hyaluronic acid (mot polysaccharid co
trong cac dich nhay béi tron cac khép), chitosan, gelatin dung trong y sinh [43, 77].
1.3.2. Ung dung pluronic trong tong hop hé dén truyén thuéc

Mt s6 pluronic 1a copolymer khong doc duoc str dung rong rii nhu mot ta duoc
1am tang tinh 6n dinh va cai thién dic tinh kém tan trong nuéc cua thudc. Su két hop cua
cac loai thuc kém tan vao trong cac hat micelle pluronic c6 thé cai thién dugc duoc tinh
cua thude va tang su phan tan sinh hoc [43]. Pluronic c6 tiém nang 16n tng dung mang
cac thudc kho tan trong nudce, dic biét 1a thudc trj ung thu, né dé& dang két hop véi mot
chat khac dé tao ra hé nano mang thudc hiéu qua hon (do ¢6 nhém chiic -OH dau mach).

Bang 1.1. Thong sé dic trung cia mat so pluronic

Bluronic Trang Tong sb Tongsé | Giatri | Khéilwgng | CMC
thai nhém PEO | nhom PPO | HLB | phan tir (Da)
L121 Long 10,00 68,28 1 4400 1,0x10°°
L61 Long 4,55 31,03 3 1950 1,1x10°*
P123 Ho6 keo 39,20 69,40 8 5750 4,4x10°
P105 Ho keo 73,86 56,03 15 6500 6,2x10°°
F127 Ran 200,45 65,17 22 12600 2,8x107°°
F87 Rén 122,50 39,83 24 7700 9,1x10°°
F68 Ran 152,73 28,97 29 8400 4,8x10*
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Nho cau tric gdm c6 ca phan wa nuéc, ky nuéc, va 1a polymer nhay nhiét nén
pluronic dugc ¢ng dung trong linh vuc duoc pham. Abhishiek Sahu va cong su da sir
dung hai pluronic 1a F127 va F68 phat trién vat liéu mang curcumin, mot hop chét ty
nhién c6 hoat tinh chéng ung thw, di thu duoc két qua tich cuc trong viéc nang cao hiéu
qua caa curcumin va tinh 6n dinh cua hoat chat. Két qua thi nghiém cua nhom tac gia
cling khang dinh F127 ¢6 kha nang mang lai hiéu qua nang hda curcumin tét hon F68,
ddng thoi cho thay vat liéu mang c6 kha ning nha cham hoat chat curcumin. Tir d6 ¢
thé nhan dinh pluronic cé tiém ning &ng dung diéu ché vat liéu mang thudc [8].

1.4. Ung thw va thudc chéng ung thw
1.4.1. Tong quan vé bénh ung thuw

Theo s6 liéu thong ké caa to chuc Y té Thé gigi (WHO) thang 9/2018, bénh ung
thu 12 nguyén nhan hang dau gay nén cai chét ciia khoang 9,6 triéu ngudi trén toan thé
gidi. C6 6 loai ung thu phd bién gay tir vong hang dau gdm: (1) ung thu phdi — 1,76 triéu
ca, (2) ung thu rudt két trang — 862 ngan ca, (3) ung thu da day — 783 triéu ca, (4) ung
thu gan — 782 ngan ca va (5) ung thu vii — 627 ngan ca tir vong. C4c loai bénh ung thu
noi chung, duoc du doan sé tang 1én 70% trong 2 thap nién téi [84-86].

Ung thu xay ra do sy dot bién trong ADN, dan dén qua trinh té bao ting sinh vo
han d9, vo td chirc, khong tuan theo cac co ché kiém soét vé phét trién co thé. Van dé
quan trong nhat cua bénh Iy 1a sy phan biét giira cac khdi u lanh tinh va &c tinh. Néu la
khdi u &c tinh, ching c6 kha ning xam nhap quanh cac mé binh thuong va lan truyén
khip co thé thong qua hé théng tuan hoan. Ung thu dugc ching minh c6 lién quan dén
yéu to di truyén, do sy bién doi trong cac gene dan dén nhiing thay doi trong chiic ning
va su phan chia té bao. Nhing thay ddi nay la két qua cua sy tuong tac giita cac yéu to
di truyén va cac tac nhan bén ngoai, bao gom: céc tac nhan vat 1y nhu tia cuc tim, bic
xa ion héa; cac tac nhan hda hoc nhu arsenic, aflatoxin va dic biét 1a khéi thudc 14, cac
tac nhan sinh hoc nhu nhiém tring bai virus, vi khuan, Ky sinh tring [87-91].

1.4.2. Hoat chit quercetin (QU)
Quercetin (3,3”,4°,5,7-pentahydroxyflavone) thuoc nhém polyphenolic. Cac hop

chat flavonoid hau nhu dugc tim thay phd bién & thuc vat va thuc pham cé ngudn gdc
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tir thue vat. QU thudng xuyén ¢ dang glycosides (cac chat dan xuat cua duong). Tén
goi QU duoc sir dung tir ndm 1857 va c6 ngudn gbc tir quercetum — ring soi.

QU ¢4 nhiéu trong cac loai thao moc nhu hoa hoe, 14 dau tam. QU da dugc khoa
hoc ching minh 1a c6 hoat tinh chdng oxi hoa, c6 kha ning kiém soat sy ting duong
huyét, va cé tiém ning trong diéu trj ung thu [92]. C6 nghién ciu nd lyc thu nhan QU tir
mot s6 loai thyc vat khac nhau, cu thé trong khoang mudi mau thyuc vat duoc thi nghiém,
d3 tim ra ham lwong QU trong ny hoa Hoe 13 16n nhat, sau d6 dén 14 Sen véi luong twong
rng 12 15423,04 va 5190,82 (mg/100g nguyén liéu khd), hoat tinh chéng oxy héa lan
luot 12 55,26% va 32,23% [93]. Nho hoat tinh khéang oxi hoa trong co thé ma QU c6 tac
dung cai thién stac khoe cho con ngudi. Mot s6 nghién ctu chi ra ring QU ¢6 thé duogc
st dung nhu mot loai thyc pham chirc nang nham chdng lai mot sé loai bénh vi né co
thé tac dong lén glutathione, cac enzyme. Tuy nhién, (ing dung cua QU trong linh vyc
dugc pham bi han ché vi kha niang hap thu thap trong co thé do kha ning hoa tan kém

trong nudc, sinh kha dung thap, kha nang tham thap va kém 6n dinh [94].
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Hinh 1.8. C4u tao hda hec cia Quercetin [95]

Véi muc dich 1am ting tinh 6n dinh va kha ning hoa tan ctia quercetin, nhém cac
nha nghién cttu Nutsarun Wangsawangrung va cong sy da tién hanh téng hop vat liéu
mang quercetin dua trén hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP-B-CD) bang phuong phap
bdc hoi dung méi. Két qua dat hiéu suat 90,50% (%EE). Két qua khao sat doc tinh té
bao cho thay dac tinh khang oxi hoa cua QU tang 1én dang ké khi duoc mang boi vat

liéu so véi dang quercetin tu do [96].
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Quercetin tiéu diét té bao ung thu bang céch tac dong vao chu ky té bao. QU
c6 thé diéu chinh chu ky té bao bang cach lién két truc tiép mot sé muc tiéu phan tir va
tdy thugc vao loai té bao va ngudn goc khdi u. Ngoai viéc ngan chin su phat trién
cua té bao théng qua tac dong truc tiép 18n cac bo diéu bién chinh cua chu ky té bao,
QU con c6 thé gay ra apoptosis théng qua con dudng ty thé: QU c6 thé pha vé MMP,
tir d6 kich thich giai phong cytochrome C trong té bao chat, mot hién tuong kich hoat

nhiéu caspase, chang han nhu caspase-3 va caspase-7 (hinh 1.9).
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Hinh 1.9: Anh hwéng cia Quercetin 1én chu ky té bao [97]
1.4.3. Paclitaxel (PTX)
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Hinh 1.10. Cau trdc héa hec cia Paclitaxel [98]
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Paclitaxel (PTX) la mét trong nhiing hop chat hoa hoc hiéu qua nhat trong diéu
tri nhiéu loai ung thu, bao gom ung thu budng trang, vd, dai trang, bang quang, thuc
quan, phoi, da u tuy va ung thu Kaposi. Phuong phap thu nhan PTX du tién 1a chiét
Xuit tir vo cdy Taxus brevifolia. Nho sy phat trién cua cac nganh khoa hoc va céng
nghé, PTX duoc san xuét bang nhiéu phuong phap khac nhau nhu tong hop héa hoc hiru
co, phuong phap ban tdng hop, tong hop bang con dudng sinh hoc théng qua vi khuan
hodc men, phuong phap thu nhan PTX hién dai nhat 12 tir cong nghé té bao [98, 99].

PTX w@c ché té bao ung thu bang cach nham vao vi éng. Cac té bao duoc diéu tri
bang PTX c6 khiém khuyét trong qué trinh 1ap ghép truc chinh phan bao, phan tach
nhi&m sic thé va phan chia té bao. Khong giéng nhu cac thudc nham muc tiéu vi dng
khac, chang han nhu colchicine, c6 tac dung tc ché su tap hop vi 6ng, PTX on dinh
polymer cuia vi ong va bao vé né khoi sy thao g&. Do dé, nhiém sac thé khong thé dat
duoc cau hinh truc chinh metaphase. Diéu nay ngin chin sy tién trién caa qua trinh
nguyén phan va kich hoat kéo dai cua diém kiém tra phan bao kich hoat qua trinh
apoptosis hoic dao nguoc sang pha GO cua chu ky té bao ma khong phan chia té bao
[100, 101]. Kha ning cua PTX dé tc ché chic nang truc chinh ndi chung 1a do su tc
ché cua dong luc hoc vi 6ng [102], nhung céc nghién ctru khéc da chirng minh rang sy
ric ché dong luc xay ra & nong do thap hon mac can thiét dé ngan chan qué trinh
nguyén phan. O nong do tri liéu cao hon, PTX xuat hién dé ngin chan su tach roi vi
bng ra khoi cac trung tdm, mot qua trinh thuong duoc kich hoat trong qué trinh
nguyén phan [103]. PTX lién két véi cac tiéu don vi beta-tubulin cua vi dng [104].

Tuy nhién, do d6 hoa tan kém trong méi truong nudc (dudi 0,5 mg/L) va chi sb
diéu tri thap, vi vay tng dung 1am sang caa PTX van con han ché. Bénh nhéan sau
khi dung PTX déu bi rung téc, hon 90% bénh nhan bi suy tay. Mot sé bénh nhan bj
cac phan tng phu nhu sung huyét, ngoai ban (39%), kém an (25%), phi ngoai bién
(10%) [105]. Vi vay, van dé duoc dat ra 1a 1am thé nao khic phuc tinh kho tan trong
nuéc, nang cao hiéu qua tri liéu cuia PTX, déng thai 1am giam nhing hiéu ung phu do

loai thudc nay gay ra [106-109].
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Pé tang kha nang hap thu té bao va van chuyén hudng dich PTX, nhém nghién
ctru cua tac gia Hoon Hyun da phat trién vat liéu dang hydrogel tir methacrylated glycol
chitosan (MGC) lién két véi 6-monodeoxy-6-monoamino-p-cyclodextrin-hydrochloride
va folic acid, khang dinh d3 tao ra vat liéu mang PTX tiém ning nang cao kha ning diéu
tri bénh ung thu va [110].

Tac gia Line Aanerud Omtvedt di cing cong sy phat trién vat liéu mang PTX
nham lam ting sinh kha dung caa thudc nhd 1am ting kha ning hoa tan, bao vé thube
khoi su phan huay, hay duy tri néng d6 thubc mot cach cé kiém soat. T4c gia sir dung
nguyén liéu chinh polysaccharide alginate ty nhién gin véi beta-cyclodextrins (B-
CyD) la phan tir c6 kha nang gan véi PTX mot cach dé dang. Nghién cau chi ra rang
vt liéu duoc gdn mot phan B-CyD c6 thé hap thu dugc lwong thube co dic tinh ky
nuéc giéng nhu PTX 16n hon. Két qua ciing khang dinh alginate dugc ghép trong
vat lidu c6 tac dong dén kha nang nha va phan huy PTX [111].

1.5. Tac nhan hudéng dich folic acid (FA)

Folic acid (FA) la vitamin B, rat quan trong dbi voi cac chtc nang thiét yéu cua
co thé, FA tham gia vao qua trinh chuyén hda protein, tong hop DNA ciing nhu san
xuat hong cau. Nghién ciru da phat hién ra riang cac thu thé cua axit folic biéu hién qua
muc trong nhiéu loai té bao ung thu, dic biét 1a ung thu budng tring. Do do, axit folic
da duoc sir dung trong thiét ké hé théng phan phéi thudc hudng dich dua trén cac
protein thu thé bé mit dé dua thude dén dung céac khdi u [112].
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Hinh 1.11. C4u truc ciaa Acid Folic
Téc gia Eugen Barbu va cong su thuc hién nghién ctu diéu ché vat liéu mang

thudc c6 gin phdi tar huéng dich folic acid, tng dung mang thuéc chéng ung thu phd
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bién 12 doxorubicin (DOX). Vit liéu mang thudc dua trén 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-
1-oxyl (TEMPO) va oxidized cellulose nanofibers (0CNF) gan folic acid (FA), mé hinh
duogc ky hiéu ToOCNF-FA/doxorubicin (ToOCNF-FA/DOX), ung dung trong thi nghiém
trc ché té bao ung thu MCF-7. Két qua thu duoc chi ra DOX dugc phan phéi bai vat liu
mang giam dang ké doc tinh khi so sanh véi DOX dang tu do & thai diém thi nghiém sau
10 va 24 gio (hinh 1.12).
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Hinh 1.12. M6 hinh vat liéu mang thudc gan folic acid hwéng dich [113]

Véi vai trd quan trong ddi véi co thé, folic acid ciing duoc st dung nhu mot loai
thudc trong nhiéu trudng hop nhu cac loai kem diéu tri da. Nhung do folic acid thudng
bi tich liiy du6i da vi ciu triic ua dau, hon nita folic acid dugc cho 1a dé bi tac dong boi
anh nang mat troi bi bién d6i thanh céc chat gay hai, do d6 da c6 cac nghién ctu nham
nang cao hiéu qua sir dung cua hoat chat nay. Vi dy, Fatma Nur Parin va cong su da tién
hanh tong hop vat liéu mang folic acid nhiam kiém soat va duy tri su giai phong nong do
folic acid theo yéu cau su dung [114].

Lién quan t&i ng dung diéu ché vat liéu dan truyén thudc gan tac nhan hudéng dich
folic acid, tac gia Sang Hoon Lee va cong su ciing khang dinh thanh céng trong viéc phét
trién vat liéu mang thudc nhay pH trén co so folic acid dwoc ghép véi vat liéu aminoclay
(FA-AC) dung cho dudng miéng, tng dung mang khang thé Ia infliximab (IFX). Két qua
cho thay hiéu qua mang (EE) dat 87%, kich thudc hat phan bé tai gié tri 384 nm. Thi
nghiém ciing khang dinh nhém nghién ctru da thanh cong trong viéc bao vé thudc trong
suét qué trinh tri liéu [115].

1.6. Nhirng nghién ctru trwéce day
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Nam 2004, tac gia Jan Zillies va Conrad Coester di tién hanh thi nghiém tao hat
nano gelatin bang phuong phap dé solvat héa hai budc. Bé mat hat diéu ché bang lién
két cong hoa tri vai mot amin bac bén 1a 1-ethy-3-dimethyl aminopropylcarbodiimide
tao ra mang ludi tich dién duong. DNA va RNA Oligonucleotit dwgc hap thu 1&n bé mit
hat & mtc 50 pg/mg hat nano trong diéu kién ba méi truong khac nhau 1a nuéce tinh
khiét cao, dung dich dém phosphate pH = 7,4 va dung dich 0,9% NaCl, tc do khudy
800 vong/phlt & 22 °C. Céc tac gia khang dinh hat nano duoc tao ra trong thi nghiém
c6 kha niang mang thanh céng hai loai thudc oligonucleotit [116].

Téc gia Z.Lu va cong su da tién hanh nghién cau phat trién hat nano tir gelatin
mang thuéc PTX sir dung trong diéu tri ung thu bang quang. PTX ¢6 chtza Cremophor,
la chat tao cc hat micelle va bay céac phan tir thudc. Hat nano gelatin gan PTX duoc tao
bang phuong phéap dé solvat hda va tién hanh khao sat dic tinh sinh hoc, Iy — hoa caa
ching. Thu duogc ¢& hat tir 600-1000 nm va 1am ting khdi luong phan tir caa polymer
gelatin. Vi diéu kién tbi vu da nang hoa hon 80% thudc, chiém 0,7% khdi lwong hat.
Khao st X-ray ciing cho thidy PTX duogc “nhét” trong hat nano & dang vé dinh hinh, Ia
dang c6 do tan trong nudc cao hon dang tinh thé. Téc do nha thue duoc quan sat trong
moi trudng PBS, va nudc tiéu véi xap xi 90% duoc giai phong & 37 °C sau 2 gio. Khi
xt ly véi mot enzyme protein, cac hat nano nay bi suy bién nhanh va chu ky béan hay la
23,8 phut, 0,6 phiit va 0,4 phut twong ng vai cac nong do enzyme sir dung 12 0,01, 0,05
va 0,25 mg/mL. Céc hat nano mang PTX c6 hoat tinh chdng lai c4c té bao ung thu bang
quang chuyén tiép RT4 ¢ nguoi. Nong d6 twong duong PTX Clso duoc xac dinh gan
gidng do tan trong nudc cua phan tir thudc PTX 30 mmol/L (twong duong 25 ng/mL)
trong 2 gio xur ly va 4 mmol/L trong 96 gio xir ly. Cac hat nano mang PTX tao thanh
g dung thi nghiém trén loai ché va thu duoc két qua 1a cac nano gelatin mang PTX c¢6
téc @6 nha thudc nhanh va hoat tinh sinh hoc cua chiing cé thé duoc st dung trong diéu
tri ung thu bang quang [20].

Nam 2011, Kumari va cong su da tong hop thanh cong hat nano tir polymer tong

hop poly-D, L-lactide (PLA) bang phuong phéap bdc hoi dung méi nham khac phuc han
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ché cia QU nhu 1am tang kha ning thim qua mang huyét tuong, tang tinh 6n dinh va do
hoa tan. C& hat dat duoc trung binh 250 nm va ning suit mang QU xap xi 40% [117].

Niam 2011, nhém nghién ctu cta TS. Tran Ngoc Quyén tai Pai hoc Ajou, Han
Quéc tdng hop thanh cong chit mang nanogel 4m dién — nhay nhiét trén co s heparin
dé mang va nha cham céc protein tich dién duong hoic cac tac nhan kich thich phat trién
sinh hoc tng dung trong y sinh.

Cung thoi gian nay, tac gia Choi J.H. va déng nghiép cua 6ng bao cao téng hop
thanh cng nanogel heparin-pluronic mang thuéc indomethacin (IMC) va khang thé don
dong 3D8 scFv véi kich thude hat dudi 100 nm. Két qua thi nghiém mang thuéc ¢ nhiéu
ty 1€ khéi lurong khac nhau dao dong tur 15,25% dén 81,83%. Bén canh do, nanogel cling
cho thay kha nang nha thudc bén viing [73].

Nam 2011, tac gia Zhihong Liu cing cong su di nghién cau vé van dé polymer
micelle Pluronic P123 mang Docetaxel, va danh gia trén ca in vitro 1an in vivo [118].

Wei Zhang va Yuan Shi ciing cac cong su (2011) da nghién ciru vé tiém nang cua
micelle pluronic trong viéc mang thudc PTX dé diéu tri khdi u &c tinh di can dudi da
va phoi trén chuot [119].

Emilie Roger va cdng su (2012) tién hanh nghién ciu chirc nang cua folic acid
trén hé vat lidu nang nanogel trong van chuyén thuéc dang ung [120]

Han va cong su da tién hanh tong hop va khao sat dac tinh vat ly, kha ning mang
QU cua hé hat nano duoc tao bai solid lipid (SL, palmitic acid) va mét ty 1¢ chat hoat
dong bé mat Tween® 80 bang phuong phap dong hoa va siéu am dé bao ché thuéc ngam
qua da. C& hat nano thu dugc trong khoang 274,0 — 986,6 nm va hiéu qua mang QU
trong khoang 15,2 — 46,2% [121].

Pitto-Barry va Nicolas P. E. Barry (2014) da c6 mot bai nghién ctu veé
Pluronic® block-copolymers trong y hoc: Tur tinh da dang trong héa hoc va sinh hoc
dén sy hop ly va tién bo 1am sang [122].

Bén canh Rutin thi quercetin (QU), cling 1a médt polyphenolic flavonoid va c6 mot
s6 tac dung sinh hoc nhu tinh chéng oxi hda, chong ung thu, khang khuan va c6 thé ngan

su phét trién khdng kiém soét cua té bao ca trong co thé sdng ciing nhu trong 6ng nghiém.
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Han ché cua QU trong ung dung 1am thudc 1a phai sir dung véi lidu lugng cao do sy hoa
tan kém trong nuéc dan dén giam hoat tinh sinh hoc. Mic du dan xuit ¢ kha nang hoa
tan trong nuéc cia QU di duoc tdng hop nhung hoat tinh sinh hoc ciia n6 ciing chi dat
20%. Muc dich ctiia nghién cru tao hat nano QU nham cai thién kha ning hoa tan trong
nudéc cua nd. Cc tac gia da tao ra cac hat nano QU bang k§ thuat tron ethanol vao nuéc
Véi ty 18 1:35, tbe do dong tron 1a 8 — 10 mL/phat, dudi diéu kién khudy tir lién tuc 1000
vong/phit, néng d6 1a 5 mg/mL dé dung mdi khong hoa tan quercetin, dung dich duoc
rét va tao hat bang bom ap luc véi toe @6 16n. Cac hat nano QU duoc loc va 1am khd.
Pic tinh Iy — hoéa cua hat duwoc nghién cau bang cac ky thuat nhu Dynamic Light
Scatering (DLS), Zetasizen Nano ZS, SEM, FTIR, nhiéu xa X-ray va BET viing bé mit.
Két qua cho thay hat nano cai thién dic tinh tan kém trong nuéc ciia QU. Phuong phap
c6 thé dugc ung dung dé cai thién hoat tinh chdng oxi hoa, kha nang khang khuan, chéng
ung thu cta QU trong linh vuc cham séc stirc khoe [123].

Nam 2015, Kuma va cong sy phat trién hé mang polyphenolic flavonoid (quercetin)
dua trén hat nano polymer phan hay sinh hoc poly (e caprolactone), c& hat thu duoc phéan
bé trong khoang 215,9 — 253,4 nm véi hiéu qua mang quercetin khoang 66,3 — 69,3% va
duy tri kha ning nha cham & gid tri 62 — 66% sau 48 gid. Nghién ciru khang dinh da diéu
ché duoc vat liéu kich thudc nano mang quercetin voi chirc nang kiém soat dugc sy giai
phong va lam tang tinh on dinh vat Iy caa thudc [124].

Md. Khalid Anwer va cong su da nghién ctru tong hop hat nano tir polymer lactide-
co-glycolic acid (PLGA) tng dung dan truyén quercetin (QU). Hé nano mang QU duoc
tac gia phét trién bang phuong phap bdc hoi dung maéi tao nhit mot budc, da tao ra dugc
vat liéu nano mang QU kich thudc trung binh khoang 189 nm (F2) va 186 nm (F3) vai
hiéu qua mang QU tuong ung la 86,48% va 83,71%. Két qua cho thay lugng QU khi
duoc mang boi hat nano giai phong ra cé su khac biét rat 16n so véi dang QU tu do, diéu
nay khang dinh rang c6 su tuong tac manh giira QU va vat liéu mang (PLGA) [125].

Niam 2018, tac gia Aghabour di cong bd nghién ciu tng dung hat nano trén co so
silica mang quercetin. Kich thuéc hat nano thu dwoc 12 84 nm va hiéu suit mang dat
32% so véi tong luong QU dua vao [126].
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Téc gia Zhang cung cong su da cong bd két qua nghién ciru sir dung vat liéu micelle
diéu ché trén co so Poly(ethylene glycol)-block-poly([aspartic acid]-graft-[Cystamine
dihydrochloride]) (PEG-b-(PAsp-g-Cys) mang dong thoi hai hop chét Ia all-trans-
retinoic acid (ATRA) and paclitaxel (PTX). C& hat phan bb quanh gié tri 100 nm, hiéu
qua mang thudc caa vat lieu (DL) véi PTX va ATRA lan luot dat 1a 14,1% + 3,5% (gi&
tri EE 12 82% % 7,5) va 13,7% + 2,7% [127].

PGS.TS. Ha Phuong Thu di két hop PTX voi Curcumin trong cing mét hé dan
thuéc nano véi muc tiéu ché tao hé dan thudc nano da chire nang, hudéng dich ung thu,
phan tan tét trong nude, trén co sd PTX va Curcumin dugc boc bang copolymer Poly
lactic acid-D-a-Tocopheryl polyetylen glycol 1000 succinat (PLA-TPGS) gan yéu té
hudng dich folate; va thir nghiém doc tinh ciing nhu kha niang hudng dich té bao ung thu
cua hé dan thude ché tao dugc, 1am tién dé cho cac nghién ciru tng dung kha ning tiéu
diét té bao ung thu cua hé nano PTX két hop Curcumin. Két qua thu duoc hat nano voi
kich thudc nho hon 100 nm va kha nang tai Curcumin, PTX lan luot 1a; 201,67 pg/mL,
203,71 pg/mL [128].

Nam 2019, tac gia Sadhukhan va cong su da cong bd nghién ciru tong hop vat ligu
mang kich thuéc nano zinc oxide (ZnO) tng dung mang QU. Két qua thu dugc kich
thudc hat nano o gia tri tr 135 — 361 nm va hiéu qua mang QU dat 72,4% [129].

Qua trinh nghién ctu, tham khao cac tai liéu lién quan, c6 thé thdy hudng nghién
ctru tng dung diéu ché vat liéu dan truyén quercetin/paclitaxel ciing nhu cac loai thudc,
cac hop chat c6 hoat tinh sinh hoc nham 1am ting hiéu qua cia chung da thu hat dugc
su quan tdm rong rai. C6 nhiéu phuong phap ché tao vat liéu duoc (ng dung trong cac
bao c4o nghién ciru va da mang lai két qua nhat dinh. Phat huy nhiing kién thuc, bai hoc
kinh nghiém tiép thu duoc, t6i lya chon luan an véi nguyén liéu diéu ché vat liéu la
gelatin két hop pluronic nham tao ra vat liéu mang thudc c6 nhitng vu diém duoc két
hop tir hai nguyén liéu nay. Cu thé, véi cau triic copolymer tong hop duoc, luan an huéng
dén mot cau trac hat nanogel 16i — vo dic trung nhd qua trinh tu 1ap rép giira céc
copolymer c6 cau trac 1a cac dau ua nude va Ky nudc trén ciing mot cau tric phan ti, co

tinh 6n dinh hon nho 16p 16i va 16p vo cua hat tich dién trai dau, kich thudc hat dap ang
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duoc yéu cau dit ra, 16i cua hat c6 thé chtra duoc lugng thude 16n hon. Ngoai ra, véi cau
tric cua gelatin, c6 thé dé dang gin cac tac nhan hudng dich t& bao ung thu nhu folic

acid, s€ dugc nghién curu trong luan an.

Bang 1.3. Tom tit két qua cac dé tai nghién ciu lién quan

TT | Tacgia Nguyén ligu | Pac tinh vat liéu Hiéu qua Kha nang
mang thuéc | nha cham
(%) thudc (%)
1 Jan Zillies Gelatin mang | 182 — 278 nm
and Conrad | oligonucleotit
Coester
[116]
2 Ze Luetal | Gelatinmang | 600— 1000 nm -DL: 0,7% 90% sau 2 gio
PTX 637°C
3 Kumari et al | poly-d,I- -PLA:195+55 |-EE:40% Khoang 70%
[117] lactide (PLA) | nm. sau 100 gio
mang QU - PLA/QU: 250
68 nm.
4 Choi et al Pluronic- Khoang 100 nm. | - EE: 15,25 —
[73] conjugated 81,83%.
heparin mang
indomethacin
(IMC)
5 Zhang W et | Pluronic Khoang 25 nm. - EE: > 90%
al [119] polymeric
micelle mang
PTX
6 Roger Eet | - Hat nano 200 — 300 nm; -DL:12-13
al [120] poly(D,L- —10t61i —13 mV. | ug PTX/mg
lactide-co-
glycolide)
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(PLGA) mang
PTX

7 S.B. Hanet | - Palmitic acid | 274,0-986,6 nm; | - EE: Tur 15,2—
al va Tween® 80 | Tir—50,4 dén 46,2%
mang QU -29,4 mV.
8 Soheir N et | Tao hatnano | T 16-17 nm.
al QU trong moi
truong
ethanol
9 Dinesh Poly 215,9 - 253,4 nm. | EE: 66,3 — 62 — 66% sau
Kumar etal | (e caprolacton 69,3% 48 gio
e) mang QU
10 | Md. Khalid | Polyme 186 - 189 nm EE: 83,71 - 56 - 65% sau
Anwer et al | lactide-co- 86,48% 24 gio
[125] glycolic acid
(PLGA) mang
QU
11 | Sadhukhan | Nano ZnO 135 -361 nm EE: 72,4% 14% (48 gio,
[129] mang QU pH 7,4)
82% (48 gio,
pH 5,0)
12 | Zhang [119] | PEG-b- 100 nm 82% + 7,5
(PAsp-g-Cys
mang PTX va
ATRA
13 | Ha Phuong | PLA-TPGS <100 nm Curcumin:
Thu [128] 201,67 pg/mL
PTX: 203,71
pg/mL
14 | Aghabour Nano silica 84 nm EE: 32%
[126] mang QU
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CHUONG 2. NGHIEN CUU

2.1. Hoa chat

Bang 2.1. Danh muc héa chit

Héa chat

XUt xi&

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 bi

e Dungcu
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Binh cau c6 nham mat ¢d, ba co.

Falcon, 6ng dong, micropipette, ca tir, khda nham cung cip nitrogen.

Thuéc kep Mitutoyo (Nhat Ban) d6 chia nho nhat 0,02 mm.

Tai tham tach Spectra Por Regenerated Cellulose Membrane MWCO 3500 Da,
6000 - 8000 Da, 12000 - 14000 Da va cac dung cu khéac.

e Thiétbi

Can dién tor, 4 s6 1¢ (A&D company-Nhat), may khudy tir c6 hiéu chinh nhiét
(VELP Scientifica - Y), may dong kho (FDU-1200 EYELA - Nhat), may ly tam (Hermle
Labortechnik GmbH - buc), may ¢ quay chan khéng (Hahnvapor-Han Quéc), tai phong
thi nghiém Hoéa dugc, Vién Khoa hoc Vat liéu Ung dung, Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam.

May phéan tich nhiét lugng TGA - DSC (Mettler Toledo - Thuy Si), may do su phén
bé kich thudc hat DLS (Horiba SZ-100 - Nhat Ban), may quang phd héng ngoai bién
d6i FT-IR (PerkinElmer Frontier - Uc), may do quang pho tir ngoai kha kién (UV-1800
UV-VIS Spectrophotometer) - Nhat Ban, tai Vién Khoa hoc Vat liéu Ung dung, Vién
Han Iam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

Xac dinh hinh théi, kich thudc hat bang anh hién vi dién ta truyén qua (TEM) duoc
chup biang may JEOL JEM 1400 ¢ 140 kV - Nhat Ban, tai Trudong Dai hoc Bach Khoa,
Thanh phé H6 Chi Minh.

Ph6 *H-NMR do trén may cong huang tir hat nhan NMR, Bruker Avance 500MHz,
tai Vién Hoa hoc, Vién Han 1dam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

Panh gia doc tinh té bao MCF-7 va doc tinh nguyén bao soi do tai Pai hoc Khoa
hoc Ty nhién, Pai hoc Quéc gia, Thanh phé H6 Chi Minh.

MO hinh thi nghiém chudt mang khédi u duoc thuc hién tai phong thi nghiém Bo
mon Sinh ly hoc va Cong nghé Sinh hoc Bong vat, Dai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc
Quéc gia Thanh phd H6 Chi Minh.

Panh gia m6é hoc miu khdi u bang phuong phap nhuém Hemaoxylin — Eosin
(H&E) va h6a md mién dich tai khoa Giai phau bénh thudc Bénh vién Nhi dong 1, Thanh
phd Hb Chi Minh.
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2.3. Phwong phap nghién cau
2.3.1. Phwong phdp tong hop cdc copolymer ghép trén co sé gelatin lién hop pluronic

Tong hop céac copolymer trén co s¢ ghép gelatin va pluronic (GP-P123, GP-F127,
GP-F87, GP-F68) véi ti 16 ghép khac nhau bing cach sir dung p-nitrophenyl
chloroformate (NPC) va 3-aminopropanol (Ami) hoat hoa pluronic, cac pluronic hoat
hoa duoc ghép véi gelatin thdng qua phan tng tao lién két urethane caa nhém amine (-
NH,) trén gelatin va nhém cacbonyl (=C=0) ctua NPC duoc gan trén phan tir pluronic,
qua trinh phan tng duoc trinh bay chi tiét trong phan thuc nghiém (2.4) caa Luan én.
2.3.2. Phwong phdp ddnh gid céu triic, hinh thdi cac copolymer ghép
2.3.2.1. Pdnh gid cdu tric copolymer bang *H-NMR

Dé chang minh tong hop thanh cdng hé copolymer gelatin-pluronic, cac nguyén
licu (gelatin, pluronic) ciing nhu san pham trung gian (NPC-Pluronic-NPC, NPC-
Pluronic-OH), san pham GP-P tao thanh can dugc xac dinh cau tric bang phuong phap
pho cong hudng tir hat nhan (may do pho Bruker Advance 500 _MHz, USA, Vién Hoa
hoc — Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, Ha Noi) véi chat chuan 1a
tetramethyl silane (TMS) c¢6 do dich chuyén héa hoc & ppm bang 0.
2.3.2.2. Pdnh gid cau truc copolymer bang FT-IR

Pho hong ngoai 1a mot trong cac phuong phap quang phé hap thu phan tir c6 nhiéu
ing dung trong nhiéu linh vyc nghién cau khéac nhau, gitip xac dinh chinh xac cau tao
c4c hop chat hitu co. Pho FT-IR cua cac tac chat, san pham tao thanh trong qué trinh
tong hop duoc sir dung dé xac dinh sy thanh céng trong qué thuc hién. Phd FT-IR dugc
do bang may quang phé hong ngoai bién ddi FT-IR (PerkinElmer Frontier — Uc) tai Vién
Khoa hoc Vat liéu Ung dung, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.
2.3.2.3. Xac dinh thanh phan copolymer bang phwong phap TGA

Ham luong cac chat c6 trong mau duoc xac dinh bang may phan tich nhiét trong
lugng TGA (Thermogravimetric Analysis) tai Vién Khoa hoc Vat liéu Ung dung — Vién
Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam. Phuong phap phan tich TGA ghi nhan sy
suy giam khoi lwong vat chat cia mau khao sat theo nhiét d6 trong sudt qua trinh gia

nhiét mau lién tuc.
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2.3.2.4. Khdo sét néng dg tao micelle (CMC) cua copolymer GP
Phuong phap quang phd UV-Vis duoc sir dung dé xac dinh gia tri CMC cua pluronic
va GP nanogel trong nudc. Dung dich chuan Kl/12 duoc chuan bi biang cach hoa tan 0,25
g i6t (I2) va 0,5 g kali iodua (KI) trong 25 ml nuwdc cat. Mot ddy géom 20 mau dung dich
polymer (20 mL) can xac dinh CMC c6 ndng do bién doi tir 0,00001% dén 0,1%. Cho
vao mdi mau 10 pL dung dich Kl/12 va u trong 12 gio trong bong tdi ¢ nhiét d6 phong
truéc khi tién hanh do. Gia tri do hap thy tir ngoai cua cac mau polymer/copolymer voi
nong do khic nhau duoc do & budc séng 366 nm bang may quang phd UV-Vis
(Shimadzu UV-2401, Shimadzu, Tokyo, Nhat Ban). Tai mdi nong do cua
polymer/copolymer, thi nghiém duoc thuc hién ba lan doc 1ap nhau. Gia tri cudong do
hap thu do duoc bién doi theo ham logarit cua nong do polymer/copolymer twong ung.
Nong do tao micelle (CMC) 1a nong d6 twong tng véi nong do caa polymer/copolymer
ma tai d6 do hap thy ting manh dwoc quan sat [130, 131].
2.3.2.5. Khdo sdt dién tich bé mdt (thé Zeta) ciia nanogel GP
Pién tich bé mat caa vat liéu mang ciing nhu cta phan tir thube dong vai tro quan
trong, anh huong truc tiép dén kha nang nang héa thudc [2]. Phan tich dién tich bé mat
hat nanogel (thé Zeta) duoc thuc hién bang may do su phan b kich thuéc hat DLS
(Horiba SZ-100 — Nhat Ban), tai Vién Khoa hoc Vat liéu Ung dung, Vién Han 1am Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam. Trong anh sang tan xa dién di (ELS) tc d6 caa cac hat
duoc do bang su hién dién cua mot dién truong. Toc do di chuyén cac hat nhanh twong
rng véi dién thé Zeta cua cac hat cao. Nong do cac mau duoc khao st tai gia tri 1 mg/mL
trong dung dich mubi dém phosphate (pH = 7,4), nhiét d6 duoc kiém soét tai 25 °C. Céc
phép do duoc thyc hién trong ba lan doc 1ap nhau cho két qua Ia gia tri trung binh.
2.3.2.6. Khdo sdt kich thuéc hat nanogel bang phwong phdp DLS
Kich thudc hat duoc do bang may SZ-100 (tai Vién Khoa hoc Vat liéu Ung dung
—Vién Han Iam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam), su dung cdng nghé tan xa anh séng
dong hoc (DLS). Cac hat nano trong cell chuyén dong Brownian, mot ngudn sang dugc
chiéu qua cell, anh sang tan xa dugc thu nhan tai hai géc 90° hoac 173°. Hé thong sé tu

dong lya chon goc tan xa téi wu va vi tri cua cell phu thudc vao nong do mau va cudng
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d6 anh sang. Tin hiéu thu nhan tir &nh sang tan xa dugc dua vao bd thu nhan da kénh
(multi-channel correlator) c6 chirc ning xac dinh hé sé khuéch tan tinh tién cua hat duoc
phan tich. Kich thuéc hat dugc tinh toan theo phuong trinh Stokes-Einstein.
2.3.2.7. Khdo sét hinh dang va kich thuéc hat nanogel bang phwong phdp TEM

Hinh dang va kich thudc hat nano dwoc hién thi bang cach sir dung kinh hién vi
dién tu truyén qua (TEM). Dung dich mau (1 pL) duoc nhé giot trén khung ludi va dé
kho tu nhién khoang 6 — 7 phut trudc khi dat khung luéi chira mau vao dung dich uranyl
acetate 1% (w/v), lac nhe. Tién hanh do mau trén may JEM-1400 JEOL (tai Pai hoc
Béch khoa, Tp. H6 Chi Minh) & 25 °C.
2.3.3. Phwong phdp tong hop hé nanogel mang thuéc PTX va hoat chit QU

Cac copolymer ghép GP-P123, GP-F127, GP-F87, GP-F68 c6 thé tu lap rap thanh
cac nanogel co kich thudc nano trong dung dich nudc nho vao dac tinh ludng tinh cua
polymer va gia tri CMC thép, hinh thanh vat liéu nanogel mang thuéc 6n dinh.

Nanogel tong hop thanh duoc tién hanh danh gia hiéu qua mang thudc chdng ung
thu PTX va hoat chat QU. Co so khoa hoc cua qué trinh nang hoa thudc dia trén twong
tac ky nudc va tuong tac tinh dién gitra hé chat mang va thudc. Cau trdc cac nanogel
mang thudc dugc xac dinh bang phwong phap quang phd héng ngoai bién d6i FT-IR.

Ham lugng céc phan tir thudc trong vat liéu mang nanogel GP duoc xac dinh bang
phuong phap quang pho tir ngoai UV-Vis véi budc song hap thu cuc dai dic trung cua
QU tai A = 374 nm va PTX tai A = 230 nm trén thiét bi Agilent 8453 UV-Vis
Spectrophotometer tai Vién Khoa hoc Vat liéu Ung dung, Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam.

Ham lugng QU dugc mang boi hé nanogel dugc tinh theo céng thirc [81]:

W, - W
%EE = total QU free QU

x 1009
Wtutal Qu

W, - W
%DL = total QU free QU

x 100%
Wiotal qQu + Wchirma:rtg 6P — Whree Qu

Trong d6: - %EE: Hiéu qua mang QU (%)
- %DL:Hiéu suat mang QU (%)
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- Wiota-ou: Luong QU ban dau (mg).
- Wiree qu: Luong QU khong dugc nang hda vao hat nano (mg).
- Wenit mang op: Lurgng chat mang (mg).

Ham lugng PTX dugc tinh toan tuong ty QU.

2.3.4. Kha nang nhda chdm QU va PTX cua vat liéu nanogel GP va dong hoc gidi
phéng thuéc
2.3.4.1. Khdo sét kha néang nha chdm thuéc tir hé nanogel

Pém PBS 1a mot dung dich ding truong c¢6 pH = 7,4 gidng Vi pH trong co thé
sinh vat, 1a dung dich dién hinh dé tham tach cac chat twong hop sinh hoc. Thanh phan
cia dém gdom: NaCl, KCI, NazHPO4, KH2PO4 Véi ty I¢ thich hop.

Phuong phap mang tham tach duoc sir dung khao sat qua trinh giai phong cia céc
thudc tir vat liéu mang. Tai tham tach c6 khéi lugng phan tir 3,5 kDa chira 1 mL mau
duoc treo lo Irng trong 20 mL dung dich phosphate-buffered saline (PBS) c6 pH = 7,4
duogc dat trong bé diéu nhiét va khudy ¢ 37 + 1 °C. O mdi khoang thoi gian khac nhau
cuia quéa trinh tham tach: 0, 2, 5, 8, 12, 17, 24, 48, 72, 96, 120 (gid), 1 mL mau duoc rut
ra, d6ng thoi bd sung 1 mL dung dich PBS vao hé nham dam bao thé tich hé phan ¢ng
khong d6i. Ham luogng thudc giai phong ra duge xac dinh bang phwong phap quang phd
tir ngoai kha kién bang thiét bi phan tich Agilent 8453 UV-Vis Spectrophotometer. Thi
nghiém nha cham thuéc duoc Iap lai 3 1an voi khoang tin cay 16n hon 95%. Luong thude

giai phong duoc tinh bang cong thicc (Wendy H. Chern):

n-1
Q=C,V,+V,> C.,
=1
Trong d6, Q 12 liy tuyén luong thube da giai phong
Cn 12 nong d6 do duoc tai thoi diém n
Vs la thé tich PBS trong dng thiy tinh
Chn-1 12 tong ndng d6 do duoc tir mdc dau tién cho dén thoi diém n-1
V¢ 1a thé tich thu nhan dé danh gia.
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2.3.4.2. Nghién cizu déng hoc gidi phong thudc tir hé nanogel
Dé phan tich dong hoc va co ché giai phong thuée, dit liéu giai phong thude duoc
phan tich bang cach st dung bén mé hinh sau (Phuong trinh (1) — (4)).
(1) Dong hoc bac khdng M /M., = Ko.t
(2) DBong hoc bac nhat In (Mw/M = Ku.t
(3) MO0 hinh Higuchi M /M., = knt*
(4) MO0 hinh Power law M /M., = kt"

Trong MdM.. 1a phan cua thudc giai phong tai mdi thoi gian (t), ko , ki, kn va k 1an
luot 12 hang s giai phong thudc bac 0, bac mot , hang s6 Higuchi va hang sé Korsemeyer
— Peppas. Trong md hinh Power law liiy thira n 1a mot s6 mii dic trung cho co ché dong
hoc giai phong khuéch tan. Vi co ché giai phong tir cac hé polymer/copolymer rat phirc
tap, mo hinh nay duoc stir dung khi co ché chinh x4c chwa duoc biét hoic khi cé nhiéu
hon mét co ché lién quan dén giai phong thude. Dit liéu chi dugc phan tich trong khoang
lugng thude giai phong duoc 60% lugng ban dau. C4c gia tri cua Ko, k1, kn, k va n dugc
xac dinh bang cach dua dir liéu giai phong thube thu dugc tir thuc nghiém vao céc
phuong trinh twong Gmg va dugc trinh bay véi cac hé sé hoi quy (R?) [79, 132].

2.3.5. Phwong phdp ddnh gid dpc tinh té bao (dong té bao MCF-7 va té bao thuwong)
cua vt liéu nanogel GP

Panh gia doc tinh té bao trén dong té bao MCF-7 ciia hé nanogel mang thudc va
danh gia doc tinh té bao cua hé nanogel trén nguyén bao sgi dugc thuc hién bang phuong
phap nhuém Sulforhodamine B (SRB), tai trirong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc
Quéc gia Thanh phé H6 Chi Minh. Py 1a phuong phap duoc Vién Ung thu Quéc gia
Hoa Ky (NCI) dua ra nam 1985 va xac nhan 1a phuong phap danh gia chuan vé doc tinh
trén té bao cua céc thudc co kha nang e ché va tiéu diét té bao ung thu [133, 134]

e Nguyén tic

Thir nghiém SRB 12 mot phuong phép so mau don gian va nhay dé xac dinh doc
tinh té bao ctia mot chat. SRB 1a mot thudc nhudm tich dién am sé lién két tinh dién duoc
Vi cac phan tich dién duong ctia protein. Luong thudc nhudm lién két s& phan énh luong

protein téng cua té bao.
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Trong thir nghiém nay, té bao duoc cb dinh, rira va nhuém véi SRB. Sau d6 SRB
lien két vé6i protein té bao duoc hoa tan tao dung dich trong sudt mau hong. Mat dé quang
do duoc cua dung dich twong quan véi lugng protein tong hay sé lwong té bao. Sy thay
d6i lwong té bao so véi mau chieng phan anh doc tinh té bao cua chit nghién cau.

e Chuan bj té bao MCF-7

Dong té bao ung thu va MCF-7 do ATCC (Hoa Ky) cung cap, duoc nudi ciy
trong mdi truong E'MEM c6 bd sung L-glutamine (2 mM), HEPES (20 mM),
amphotericin B (0,025 pg/mL), penicillin G (100 Ul/mL), streptomycin (100 ug/mL),
10% (v/v) huyét thanh bao thai bo FBS va i ¢ 37 °C, 5% CO..

e Quy trinh khao sat hoat tinh giy doc bang phuong phap nhuém SRB

Té bao don duogc cay trén nhimg dia nudi cdy 96 giéng voi mat do 1a 10 té
bao/giéng. Sau 24 gid nudi cay, quan thé té bao duoc 1 véi chat khao sat & cac nong do
trong 48 gio. Sau do, protein tong tir t& bao thir nghiém duoc ¢ dinh bang dung dich
trichloroacetic acid (Sigma) 50% lanh va nhuém vai dung dich sulfornodamine B 0,2%
(Sigma). Két qua duoc doc biang may ELISA reader & hai s6 s6ng 492 nm va 620 nm.
C4c thi nghiém duoc 13p lai ba 1an va két qua dugc trinh bay dudi dang gia tri trung binh
+ do léch chuan.

2.3.6. Thi nghiém trén dong vt
2.3.6.1. Phuwong phdp ghép té bao MCF-T tao mé hinh chudt mang khoi u

M6 hinh chudt mang khéi u ghép di loai bao gém cac té bao khi u cd ngudn gbc
tir nguoi duoc cdy vao chudt nhat trang Mus musculus var. Albino. Mé hinh thi nghiém
chuot mang khéi u duoc thyc hién theo quy trinh tai phong Céng nghé Pong vat - Khoa
Sinh hoc, Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc Quéc gia Thanh phé H6 Chi Minh. Chuot
sau khi da dugc 1am suy giam mién dich dé c6 thé tiép nhan nhitng té bao khdi u tir nguoi
nén nhitng khdi u c¢6 dic diém twong tu khéi u & ngudi. Trong nghién ctu nay, dong té

bao MCF-7 dugc tiém tryc tiép vao bén dudi da, tai vi tri lung chudt [89].
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MCF-7
Ke®% %e j——a }w‘*\@ﬁ.\\
Hinh 2.1. Tiém té bao MCF-7 trén lung chudt da suy giam mién dich

e Quy trinh ghép té bao tao khéi u:

MCF-7 dugc nuoi trong moi truong Gibco™ Dulbecco's Modified Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) b sung 5% Fetal Bovine Serum (FBS), 1% khéng
sinh. Céc té bao dugc nudi trong cac Roux 25 cm? & 37 °C, 5% CO». Thay méi trudng 2
- 3 ngay mdi lan va cay chuyén khi té bao phu 70 - 80% bé mat nubi cay. D6 bo moi
truong cii, ra lai binh nudi té bao MCF-7 bang dung dich phosphate-buffered saline
(PBS). B6 sung 1ml Trypsin/EDTA 0,25%. Trang déu, u 37 °C, 5% CO, trong 1 phit.
Téch cac té bao MCF-7 18n khoi bé mat nudi cay bang dung dich trypsin/EDTA 0,25%.
Ly tam, thu lai can té bao, loai bo trypsin. Rira lai cian bang dung dich PBS. Huyén phu
can té bao vao dung dich PBS. Xac dinh s6 lugng té bao dat 107 té bao/100 uL va pha
lodng dén ndng do ghép.

Gay mé chudt, tiém thuéc mé vao 6 bung véi mdi liéu chich 12 80 uL/36 g chudt,
ti 18 thudc trong mdi lidu (Xylazil : Ketamil : NaCl=2 : 3 : 3). Trudc mdi dot tiém, chuot
duoc can khdi luong va sau d6 thude duoc ldy dung liéu twong tng vai khéi lugng chudt.

Cb dinh chuot, 1am sach 18ng, sat tring viing da ghép bang ethanol 70°.

Dung 6ng tiém 1 mL, hat dich huyén phul té bao. Xuyén kim vao bén dudi da chudt
& mot bén lung khoang 3 —5 mm va tiém 100 pL dich té bao.

M0 hinh di ghép c6 loi thé 1a it tén kém, d& thuc hién, khdi u nhanh chéng xuat
hién. Vi thé, mé hinh nay cd thé dap g dugc phan I6n cac muyc tiéu thir nghiém thude
can 1am sang diéu tri cho cac co quan c6 ti 1& mac bénh ung thu cao & nguoi.
2.3.6.2. Phwong phdp tinh thé tich khéi u

Phuong phap do kich thudc va tinh thé tich khdi u duoc thyc hién bang thudc kep
Mitutoyo (Nhat Ban) véi d chia nho nhat 0,02 mm. Dung thudc kep do khdi u ni 1én
tai vi tri lung chudt, sau d6 tinh thé tich khdi u theo cong thirc [133].
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2
V(mm?) = axhb

Trong d6: a 1a duong kinh 16n nhét cia khi u
b 12 duwong kinh nhé nhat caa khéi u

Két thac thi nghiém, cac khdi u dugc thu nhan va bao quan qua dém trong dung
dich formalin 10%. Mau duoc giri dén Khoa Giai phau bénh, Bénh Vién Nhi Bong 1,
Thanh phd H6 Chi Minh nhuém Hemaoxylin — Eosin (H&E) va md héa mién dich.
2.3.6.3. Phwong phdp nhugm hda méd mién djch bang khang thé SOD2

Phuong phap nhuém héa mé mién dich bang khang thé SOD2 (Superoxide
dismutase 2) nham xac dinh khéi u ung thu va vira gy tao trén md hinh chuét suy giam
mién dich c6 nguon goc la té bao MCF-7 tir ngudi, khong chira céc loai té bao khac co
ngudn géc tir chudt vai muc tidu tao md hinh khdi u ung thu c6 thanh phan té bao tuong
tu nhu khi u phat trién trén co thé ngudi.

SOD2 la enzyme khang oxy hda, nam trong ty thé, duoc biéu hién rat cao trong
ung thu biéu md ¢o tir cung, ung thu v, ung thu da day, rudt két. Nghién ctu cho thay
SOD2 déng vai tro nhu mot gene gay ung thu, SOD2 duoc xem nhu mot biomarker, la
dau hiéu dé dy doan tién trinh di can ctua khdi u va, vi su biéu hién gen cia SOD2 ¢6 sy
khéc biét gitra té bao ung thu v va té bao & tuyén v binh thuong.

Pé nhan biét dac hiéu cho té bao ung thu va ¢ ngudi, khang thé SOD2 duoc sir
dung dé quan sat sy bat mau cia nhan va chat nén té bao, hinh thai md hoc cua khdi u,
té bao chit s& c6 mau nau va nhan c6 mau tim nhat.
2.3.6.4. Phuong phap nhuom Hemaoxylin - Eosin (H&E)

Phuong phap dua trén co s& 12 kha nang bat mau khac nhau caa nhan té bao va té
bao chat khi nhuém bang cap thudc nhudém hematoxylin va eosin. Hematoxylin c6 mau
xanh dam, bat mau véi acid nucleic bang mot phan tng phirc tap, chua hoan chinh. Eosin
c6 mau hdng, c6 kha ning két hop véi cac protein khong dic hiéu. Phuong phap H&E
gilip quan sat tong quat vé cau tric md hoc, dong thoi gitp phan biét dugc cau trdc mo
binh thuong, viém hoic c6 sy bat thuong hay ving md chira nhiéu té bao ung thu dé

chan doan bénh.



48

2.4. Thwc nghiém
2.4.1. Tong hop va khdo sdt nanogel trén co sé gelatin ghép pluronic GP
1. t=65°C, khi N,

1,25 mmol
Pluronic
2. Khudy tir2 gid

Pluronic 1:3 w
nong chay

1. t=65°C, khi N,

2. Khudy tir 5 giov

k.
NPC-P-NPC @

1. t=25°C, khudy tir 4 gitv
2. Tia bing Diethyl ether
3

. Co quay
NPC-P-NPC 1:1,1 3-amino-1-propanol
0,05 mmol/S mL THF 0,055 mmol/SmL THF

l ; Ehhuna Y dtu 2; g1 Gelatin
- Nhet do phong B mg/H,0
NPC-P-OH
trong THF
1. Tua bing Diethyl ether

! 2. Coquay P123(A:B=8)
NPCP-OH F87 (A:B =11)
A mg/ B0 F68 (A:B =12)

F127(A:B=18)

Gelatin-Pluronic (GP)
(GP-P123; GP-F87;
GP-F68; GP-F127)

Hinh 2.2. Qua trinh toéng hep cac gelatin ghép pluronic GP
Trong pham vi nghién ctu cia dé tai, cac hé nanogel dugc tong hop trén co s
gelatin ghép Pluronic (F127, P123, F87, F68) thong qua su hinh thanh lién két urethane
ciia nhdm amine (-NH) trén gelatin va nhém cacbonyl (=C=0) caa NPC duoc gan trén
phan tir Pluronic, qua trinh gém 3 giai doan trung gian [81, 135-138].
2.4.1.1. Tong hop nanogel GP
Tong hop cac copolymer GP-F127 véi céc ti 16 ghép khac nhau duoc thue hién qua

qua trinh 3 budc:
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/QO\/H MOW
H 100\ O 65 1000

Pluronic F127
Khuay 65°C, N,
NPC 6h
THEF, 25°C,12h
Diethylether

Qﬁwo&xw*ﬁ

NPC-F127-NPC THF, Khuay
3-Amino-1-propanol
Diethylether

\n/kovh(o)\)/( v}; /©/

NPC-F127-OH
(Gelatin:NPC-F127-OH)=
1:5, 1:10, 1:15, 1:18
/COOH

NN vﬂo)\)/( oo )J\

](J(J
COOH
NANOGEL GELATIN-PLURONIC F127 ( GP-F127)

Hinh 2.3. So @ phan wng tong hep nanogel GP-F127
e Budc 1: Tong hop NPC-F127-NPC
NPC-F127-NPC duoc tong hop théng qua sy hoat hda 2 nhém hydroxyl -OH ¢ 2
dau trén phan tir pluronic F127 bang chat hoat héa NPC hinh thanh lién két ester gitra
nhom -OH trén pluronic F127 va nhém acyl (—C=0-ClI) trén NPC (hinh 2.4).

el - DA

100

NPC l Pluronic F127
C—O NOZ
O—C
NPC-Pluronic-NPC

Hinh 2.4. Phan ng tong hop NPC-F127-NPC
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Hut chan khong
\/ T= 65'C
Gia nhiét, khuay { t= 1h30°
v 1= 65'C
Gia nhiét, khuay {
\1/ t= 5h
- Nhiét d phong
\l/ t= 12h
. — (W
Diethyl Tao tia { = 0c
ether \l, t=3h
Co quay

Hinh 2.5. Quy trinh tong hop NPC-F127-NPC

Pluronic (1,25 mmol) duogc gia nhiét trong moi trudng khi tro N2 & 65 °C, khudy
tir lién tyc trong khoang 2 gio dén néng chay hoan toan va loai bo ham lugng am. Tiép
theo, hé phan tmg duoc bd sung tac chat NPC (3,75 mmol), duy tri diéu kién nhiét do,
moi truong khi tro va toc do khudy trong 5 gid. Sau do, hdn hop phan tng dugc thém 10
mL THF d6ng thoi dua vé nhiét do phong, khudy lién tuc trong 4 gio. Két taa san pham
v6i 250 mL diethyl ether. C6 quay thu duoc san pham la NPC-P-NPC ¢6 mau trang dang
bot cua NPC-F127-NPC, NPC-F87-NPC, NPC-F68-NPC va dang gel cia (NPC-P123-
NPC). Qua trinh dugc minh hoa cu thé vai pluronic F127 (hinh 2.4 va 2.5). Cu tric san
pham NPC-F127-NPC duoc xac dinh bang phuong phap do pho *H-NMR va FT-IR.

e Budgc 2: Tong hop NPC-F127-OH

Phuong phép tong hop NPC-F127-OH duya trén nguyén tac tao lién két urethane
gitta NPC-F127-NPC va 3-amino-1-propanol (hinh 2.6).
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0
11
© o - Q"@'Noz +H,NT " 0H
OZN—Q—O-C o (o
8 100 65 100

NPC-F127-NPC 3-A ]ﬂO—l—prﬂpanﬂl

o NO,

1l
O. C
g 100 65 100 H

NPC-F127-3-Amino-1-propanol

OH

Hinh 2.6. Khda mét dau san pham hoat héa NPC-F127-OH
Nho tir tir (0,055 mmol) 3-amino-1-propanol (trong 5 mL THF) vao dung dich
NPC-P-NPC (0,05 mmol) va khudy tir & nhiét do phong trong 24 gio. Két tua san pham
bang 250 mL diethylether, cd quay thu duoc NPC-P-OH dang bot mau trang (NPC-
F127-OH, NPC-F87-OH, NPC-F68-OH) va dang gel mau tring (NPC-P123-OH). Toan
b qua trinh dugc md ta cu thé vai pluronic F127 (hinh 2.6 va 2.7). Cau tric NPC-F127-
OH dugc xac dinh bang phwong phap do phd 'H-NMR va FT-IR.

Khuiy <—— T=Nhiét dé phong

v

- T=MNhiét do phong
Khuay {
t= 12h
J’ T= Whiét d§ phong Nhiét
- Tao ta. loc { dg phong ('C
\l’ = 3h

Cd quay

v

Hinh 2.7. Quy trinh téng hep NPC-F127-OH
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e Budéc 3: Tong hop nanogel GP-F127
Céc copolymer GP-F127 dugc tong hop dua trén su hinh thanh lién két amide (-

NHCO-) gitra NPC-F127-OH va gelatin tuong tng (hinh 2.8).

(") j Gelatin NPC-F127-OH

e
0

\ o o{\/\ O%OPKN/\/\OH
0=(|; Y 100 5 100 H

éH HIY] HZN——CI_—NHQ

e |
H—N CH, NH

| | CHy
0=C ~C-NH~M gpp127

Hinh 2.8. Phan ing tong hop GP-F127

Bang 2.2. S6 liéu cac pluronic (mmoL.) trong tong hep vat liéu nanogel GP-
F127,GP-P123, GP-F87 va GP-F68

Ge:P(wiw)| 1:2 | 1:4 | 1:5 | 1:6 | 1:8 | 1:10| 1:11 | 1:12 | 1:15 | 1:18
F127 0,1 0,2 0,3 0.36
P123 0,09 |0,18 0,27 | 0,36
F87 0,36
F68 0,36

(Khoi long gelatin ludn cé dinh 250 mg, cdc pluronic quy doi ra sé mmol dong nhat)
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Gelatin
(B mg, 20 mL
H:0, 40 °C)

NPC-P-OH
(A mg, 20 mL
H:0. 4 °C)

Khu ﬁy
(20 =C)

l

Trir lanh
(4°C, 24 h)

l

Tham tach
(MWCO, H20, 5 ngay)

GP-P (P123,
F127,F68, F87

Hinh 2.9. So db qua trinh téng hep vt liéu nanogel GP

Phan tng tong hop cac copolymer trén co s& gelatin ghép pluronic (GP-P123, GP-
F127, GP-F87, GP-F68) (hinh 2.9) xay ra khi dung dich chia A mg NPC-P-OH (trong
20 mL nudc) dugc nho tir tir vao dung dich chra B mg gelatin (trong 20 mL nudc), (ty
16 A:B s& thay doi tly theo khéi lwong phan ti cta pluronic sao cho ca 4 loai pluronic
c6 cung s mol trong phan tng) ¢ nhiét do phong va duoc khuay tir lién tuc trong 24 gio.
Két thic qua trinh phan ang, san pham tho dugc tham tach véi nudc bang mang MWCO
12000 — 14000 Da trong thoi gian 5 ngay. Pong kho thu duoc san pham cac GP (GP-
P123, GP-F127, GP-F87, GP-F68). Qua trinh phan tng gelatin ghép pluronic dugc minh
hoa cu thé bang qua trinh khao sat tim ty 1é Gelatin:Pluronic téi uu tong hop nanogel
GP-F127 va GP-P123.
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2.4.1.2. Tong hop nanogel FA-GP

" |
— H,C—CH i
0=C (‘3Hz U N—(ij GG NH
H,C H CH, OHHOH
N—C—C—N—C—C—N—C—C—N-C
GP
0 H

FA-GP

Hinh 2.10. Phan &ng tong hop copolymer FA-GP

Quy trinh tong hop nanogel FA-GP duoc biéu dién trén hinh 2.10. Dung dich folic
acid dugc hoat hoa boi EDC va NHS (ty 1¢ mol 1:1:1) trong dung méi DMSO (1 mg
folic acid/1 mL DMSO). Folic acid hoat hoa dugc nho giot cham vao dung dich GP (100
mg/1 mL nuéc cat DI), khudy lién tuc 12 gio ¢ nhiét do phong trong bong téi, san pham
cua phan ung 1a hop chat GP lién két folic acid. San pham duoc tién hanh tham tach lai
trong moi trudng nuéc DI bang mang cellulose (MWCO = 12 — 14 kDa) trong 5 ngay
lién tuc. Pong kho thu duoc san pham FA-GP (gelatin ghép pluronic gan folic acid). Su
téng hop thanh céng duoc khang dinh bang phd *H-NMR va FT-IR.
2.4.2. Khdo sdt khd ning nang héa thudc lén vit liéu nanogel GP

Hé nanogel mang thudc (PTX/QU) dua trén tuong tac tinh dién (giita gelatin va
thudc) va tuong tac Ky nudc (gitra cac phan doan Ky nuée trén pluronic va thudc), khi
nhiét do ting cac doan Ky nudc trong ciu tric xuat hién nhiéu hon, lam ting twong tac

ky nudc tao khéi polymer d@é hinh thanh cac hat nanogel mang thubc (QU/PTX).
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Copolymer
(100 mg)

.
Q(;}m ) Hoba tan
£ (10 mL H0, 4°C)
Hoa tan N Siéu am
(X mL ethanol) (20KHz,15 phit, 20°C)
Co quay =
(chdn khéng)
Hoa tan

(5 mL H:0, 4°C)

h J
Ly tim
(3000 véng/phiit, 15
phiit, 25 °C)

h J
Pong kho
(-40°C)

Nanogel mang
QUPTX

Hinh 2.11. Qua trinh nang hda thuac 1én vat liéu nanogel

Thude (QU/PTX) duoc hoa tan trong dung méi ethanol, nhé giot tir tir vao dung
dich cua vat liéu mang (10 mg/mL nudc) dudi tac dong cua siéu am (20 °C trong 15
phat). Hon hop duoc co quay loai bé dung mdi va hoa tan lai hoan toan véi 5 mL nudc
& 4 °C. Mau dugc ly tam 5000 vong/phat & 25 °C trong 15 pht. Loai bo thudc ty do
khong phan tan. Tién hanh qué trinh dong kho thu dwoc hé vat liéu nanogel mang thudc,
so d6 chi tiét duoc thé hién trén hinh 2.11. Mot phan san pham nanogel mang thudc caa
qua trinh nang hoéa duoc phan tich danh gia hiéu qua (EE, DL) cua qua trinh. Phan con

lai duwoc Iuu trir, bao quan, st dung cho nhiing thi nghiém khao sét tiép theo cua dé tai.
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Bang 2.3. Thong sé quéa trinh nang hoa thudc I1&n vat liéu nanogel

Cong thirc véi 100 mg GP (FA-GP) | QU (mg) | PTX (mg) (QU + PTX) (mg)
GP-F127/QU (X:5-30)
GP-P123/QU (X:5-30)
GP-F87/QU (X:5-30)
GP-F68/QU (X:5-30)
FA-GP-F127/QU (X:5-30)
FA-GP-P123/QU (X:5-30)
GP-F127/PTX (X:0,5-3)
GP-P123/PTX (X: 0,5 - 3)
GP-F87/PTX (X:0,5-3)
GP-F68/PTX (X:0,5-3)
FA-GP-F127/PTX (X:0,5-3)
FA-GP-P123/PTX (X:0,5-3)
GP-P123/PTX/QU 5mg QU + 1 mg PTX
FA-GP-P123/PTX/QU 5mg QU + 1 mg PTX

,‘\c{\/
solution

H,0:EtOH

(7:3)
—

QU:EtOH

Hinh 2.12. Hinh minh hea qué trinh mang QU vao hé nanogel GP

2.4.3. Khao sdt khd nang nha QU va dong hoc gidi phong QU ciia GP

Quy trinh giai phdng QU tir hé chat mang GP (GP-P123, GP-F127, GP-F87, GP-
F68) duoc thyuc hién bang cach cho 3 miu GP c6 khéi luong bang nhau, duoc hoa tan
hoan toan 3 mL nudc cat. Mdi mau cho vao 1 tai tham tich MWCO 3500 Da (1 mL/tdi).
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Tién hanh tham tach trong dém PBS (20 mL) ¢ 37 °C & diéu kién pH 7,4. Sau mdi
khoang thoi gian nhat dinh 1a s& 1ay mau mét 1an, mdi 1an 1ay 1 mL sau d6 thém vao
tuong tng 1 mL dung dich dém PBS cho da 20 mL nhu ban dau. Ham luong QU duogc
xéc dinh bang UV-vis. Két qua duoc chay dong hoc nham tim ra co ché giai phéng thudc
cua tirng vat liéu.
2.4.4. Ddnh gid djc tinh té bao in-vitro

Dac tinh té bao cia GP mang QU dugc thyc hién trén dong té bao ung thu vit MCF-
7 bang phwong phap nhuém SRB.

Pong thoi GP ciing duoc thir nghiém doc tinh trén nguyén bao soi dé danh gia tinh
tuong hop sinh hoc.
2.4.5. Ung dung tong hop va ddnh gid nanogel FA-GP-P123 mang thuéc PTX két
hop QU (FA-GP-P123/PTX/QU) lén chut mang khoi u

Trén co s& két qua nghién ctru hiéu qua mang thude cua cac hé nanogel GP (GP-
P123, GP-F127, GP-F87, GP-F68) chiing toi tién hanh chon hé nanogel GP-P123 (1:4)
gin tac nhan hudng dich FA dé ing dung mang thudc PTX két hop v6i QU va danh gia
hiéu qua diéu tri 1én chudt mang khéi u dong té bao MCF-7 ghép di loai tir nguoi.
2.4.5.1. Tong hop hé nanogel FA-GP-P123

Quy trinh tong hop FA-GP-P123 dugc thuc hién gidng nhu quy trinh téng hop FA-
GP (Muc 2.4.1.2).
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Hinh 2.13. So' @6 phan &ng tong hop copolymer FA-GP-P123

2.4.5.2. Tong hop hé nanogel FA-GP-P123 mang PTX két hop QU

Trong thir nghiém, 100 mg mdi copolymer ludng tinh GP-P123 va FA-GP-P123
da duoc hoa tan véi 10 ml nuéc cat. 5 mg QU va 1 mg PTX duogc hoa tan trong 15 mL
ethanol. Dung dich QU+PTX sau d6 dugc thém tirng giot vao cac dung dich copolyme
ddng thoi siéu &m (20 °C trong 15 phat) ta s& thu dwoc hé nhil twong chira QU+PTX va
copolyme, dung dich thu dugc duge lam bay hoi dé loai bo toan bo ethanol. Sau khi co
quay chan khong, mau FA-GP-P123 mang QU+PTX & dang gel, thém vao 4 mL nuéc

lanh dé hoa tan toan bo san pham. San pham tiép tuc duoc ly tdm lanh véi tée do 5000



59

vong/phut trong thoi gian 15 phat ¢ 25 °C. QU va PTX tu do s& bi loai ra khoi hé chat
mang va két tua dudi day, thu dung dich phia trén dem di dong khé loai bo nuéc ta thu
duoc FA-GP-P123/PTX/QU.
2.4.5.3. Pdnh gid cdu tric, hinh thai FA-GP-P123 mang PTX két hop QU

Hinh thai, kich thudc nanogel FA-GP-P123/PTX/QU duoc xac dinh bang kinh hién
vi dién ta truyén qua TEM va DLS.

Phan traim thuéc PTX va QU duoc mang vao nanogel FA-GP-P123/PTX/QU duoc
xéc dinh bang phuong phap do UV-Vis.
2.4.5.4. Danh gid déc tinh dong té bao in vitro MCF-7 va HelLa

Poc tinh té bao caa QU, PTX, GP-P123/QU, FA-GP-P123/QU, GP-P123/PTX/QU
va FA-GP-P123/PTX/QU dugc thuc hién trén dong té bao ung thu via MCF-7 va ung
thu ¢o tir cung HelLa bang phuong phap nhuém SRB.
2.4.5.5. Khdo sdt kha nang nha thuéc va danh gid dong hoc gidi phéng thuoc ciia FA-
GP-P123/PTX/QU

Quy trinh giai phong PTX va QU duoc thuc hién bang cach cho mau hoa tan hoan
toan trong 3 mL nudc cat. Mau dugc cho vao 3 mang tham tach Cellulose MWCO 3500
Da. Tién hanh tham tach trong dém PBS (20 mL) ¢ 37°C & 2 diéu kién pH khac nhau
(5,5 va 7,4). Sau khoang thoi gian nhat dinh, mau s& duoc lay mét lan, mdi lan lay 1 mL,
b sung vao hé twong tng 1 mL dung dich dém PBS cho di 20 mL nhu ban dau. Luong
PTX va QU c6 trong mau theo thoi gian duge xac dinh biang phuong phap UV-Vis.
2.4.5.6. Quy trinh tao m6 hinh chudt suy giam mién dich va ghép khoi u di lodi

Phuong phéap va cac budc tao md hinh chuét suy giam mién dich va mang khéi u
ghép di loai duoc thuc hién theo quy trinh tai phong thi nghiém B moén Sinh li hoc va
Cong nghé sinh hoc dong vat, Truong Dai hoc Khoa hoc Tu nhién — Dai hoc Quéc gia,
Thanh phé H6 Chi Minh.

Chuot nhat trang (Mus musculus Var. Albino) duoc mua tir vién Pasteur Thanh ph
Ho6 Chi Minh véi sb luong 30 con (duc), khoang 35 — 37 g/con. Sé luong chuét thi
nghiém duoc phan chia thanh 6 chudng (5 con/chudng) va nudi on dinh 2 dén 3 ngay

trude khi gay suy giam miém dich.
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a. Quy trinh gay suy gigm mién dich
M6 hinh chuét bi @c ché mién dich phuc vu cho viéc ghép té bao ung thu

MCEF-7 duoc tién hanh bang busulfan két hop vai cyclophosphamide liéu cao kéo dai

trong nhiéu ngay nhu sau:

Ngady | NI | N2 | N3 | N4 | N5 N6 | N7| N8 | N9

Tiém BU CY CY CY CY Tébao | CY*

BU: Tiém Busulfan liéu 20 mg/kg
CY: Tiém Cyclophosphamide liéu 50 mg/kg
CY*: Tiém Cyclophosphamide liéu 25 mg/kg

Thoi gian xir Ii thudc trén chuot trudc khi ghép té bao ung thu 1a 7 ngay, tir
ngay N1— N7. Ngay N1 tiém 1 liéu busulfan 20 mg/kg. Bén ngay tiép theo, tir ngay
N2— N5, mdi ngay tiém 1 liéu cyclophosphamide 50 mg/kg, tiém tai ving bung.

Kiém tra chudt & ngay tha 6 (dam bao chudt da suy giam mién dich), danh gia hiéu
qua suy giam mién dich bang phuong phap bach cau tong.

b. Ghép té bao MCF-7 tgo khai u

Ngay ghép té bao MCF-7 Ia ngay N8, tiém té bao MCF-7 tao khéi u trén lung
chudt, cac ngay tur N8 tré di dugc xem la khoang thaoi gian sau khi ghép. Twr ngay N9 tro
di, cach 3 ngay tiém 1 liéu cyclophosphamide 25 mg/kg nham duy tri tinh trang Gc ché
mién dich cho chudt trong subt thoi gian thi nghiém.

Dé theo d&i sy phét trién caa mé hinh, khdi u duoc tién hanh do kich thudc,
ghi nhan duong kinh 16n nhat, duong kinh nhé nhat 2 ngay mét l1an trong sudt thoi gian
thi nghiém.
2.4.5.7. Quy trinh thir nghiém thuoc
a. Nudi chuot:

- Chudt duogc phan thanh 6 chudng (5 con/chudng).

- Bat dau nudi tir ngay 20/6/2020. Theo ddi can nang chudt hang ngay.

- Thirc 3n bd sung theo khdi lwong chudt dua trén cong thirc tinh toan (da duoc

chirng minh qua cac nghién ctru trudc).
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b. Tao khéi u:

Quy trinh di dugc chuan hoa va dugc tién hanh nhiéu l1an tai phong thi nghiém.

- Sau khi nudi chudt dugc 3 ngay, bt dau tiém thudc tao md hinh chudt suy giam
mién dich.

- Ngay dau tién tiém Busulfan. 4 ngay tiép theo tiém lién tiép cyclophosphamid.

- Kiém tra chuot ¢ ngay thir 6 (dam bao chudt da suy giam mién dich).

- Sau 2 ngay tién hanh tiém té bao ung thu MCF-7 tao khdi u tai I6p dudi da trén
lung chudt.

- Tiém duy tri gay suy giam mién dich chudt & ngay ké tiép (3 ngay/lan trong sudt
thoi gian thi nghiém).

Hinh 2.14. Ky thuat tiém chuét trong qua trinh thi nghi¢m
c. Ther thugc:

Chuét duge can va do theo doi kich thude khéi u hang ngay. Dya vao can ning va
kich thugc khéi u, sap xép chudt theo md hinh ngau nhién dé b tri thi nghiém chinh
xéc. 4 nghiém thuc dugc tién hanh:

Nghiém thtrc 1: Nudc muébi sinh Iy (NaCl 0,9%).

Nghiém thuc 2: PTX (2,5 mg/kg trong lugng).

Nghiém thtc 3: PTX (2,5 mg/kg trong lwong) két hop QU.

Nghiém thtc 4: FA-GP-P123 mang PTX (2,5 mg/kg trong lwong) két hop QU.

- Bit dau tiém thudc trén chudt theo lidu lwong da tinh toan véi tan suat 4 ngay/lan,

téng cong 4 lan trong 2 tuan.
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- Theo ddi khéi luong chuét va kich thudce khéi u hang ngay. Mai lan tiém, thube
duoc chuan bi theo khéi lwgng chudt dya trén cong thire da co.

- Sau 4 lan tiém: Péanh gia hiéu qua dya trén do suy giam caa khdi u va két qua
nhudém md quan sét té bao khdi u.

d. Theo ddi si hinh thanh khai u:

Muc dich ctia phuong phap 1a danh gia kha nang tuong thich giira mé chu va té bao
ung thu va ctia ngudi. Sau khi ghép té bao 18n chudt, tai vi tri ghép s& c6 su thay doi vé
hinh thai va cau tric mé. Su xuat hién cham trang nho 1a dau hiéu caa sy phat trién khéi
u dau tién ma ta c6 thé quan sat dugc bang mat thuong.

e. Chi tiéu danh gia:

Mitdtoyo 2848 8780

0 10 20
|m|l||||l||||\||1|\mm

RN
0 1 2 3 4 5

Hinh 2.15. Khéi u dwgc thu nhan sau khi két thic thi nghiém

Ddnh gid higu qud sc ché mién dich: Danh gia hiéu qua uc ché mién dich thyc
hién dua trén danh gia su bién dong bach cau tong so vai chudt binh thudng va trude khi
xt 1y thubc dya trén phuong phap dém bach cau tong bang budng dém hong cau. Nhiing
chuot dat tiéu chuan nong d6 bach cau téng trong mau giam con dudi 1.000 té bao bach
cau/mm3 duoc chon dé tién hanh ghép té bao ung thu.

Do kich thwéc khoi u: Quan sat hinh thai khéi u theo thoi gian nham xac dinh thoi
gian xuat hién khéi u, thoi gian ton tai khdi u, kich thuéc khdi u bién ddi theo thoi gian.
2.4.5.8. Quy trinh ddnh gid hiéu qua ciia thubc

Quy trinh danh gia hiéu qua cua thudc dua trén do suy giam thé tich cua khéi u va

két qua nhudom mo quan sét té bao khdi u.
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Sau khi ghép té bao MCF-7 1én chudt, tai vi tri ghép s& cd su thay doi vé hinh thai
va cau tric md. Sy xuét hién cham tring nhé 1a dau hiéu su phat trién khéi u dau tién ma
ta cO thé quan sat dugc bang mat thuong.

Céc chi tiéu danh gia gdm: Kich thudc khdi u duoc do bang thuse kep Mitutoyo
(Nhat Ban) véi do chia nho nhat 0,02 mm va danh gia hiéu qua diéu tri cua thudc bang
phuong phap nhuém mo khéi u, tai Khoa Giai phau bénh thuéc Bénh vién Nhi dong 1,
Thanh phé H6 Chi Minh.
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CHUONG 3: KET QUA VA BAN LUAN

3.1. Két qua tong hep va khao sat nanogel GP-F127

Cau tric cua cac copolymer GP-F127 duoc xac dinh biang quang phd hong ngoai
bién doi FT-IR, phd cong huong tir hat nhan *H-NMR, TGA, TEM va CMC.
3.1.1. Két qua xdc dinh thanh phdn, céu triic cdc copolymer GP-F127

Trong téng hop cac copolymer GP-F127 cac thanh phan cau trdc cua san pham
trung gian NPC-F127-NPC, NPC-F127-OH, GP-F127 ciing duoc xac dinh qua két qua
phan tich phd FT-IR va H-NMR.
3.1.1.1. Két qud phan tich phé FT-IR va 'H-NMR ciia sdn pham trung gian NPC-F127-
NPC va NPC- F127-OH

Cac san pham NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH dugc téng hop tir F127, NPC va
3-amino-1-propanol c6 dang bot mau trang. Pau tién hoat héa 2 nhém -OH dau va cudi
mach caa F127 boi NPC tao san pham NPC-F127-NPC. Sau d6 NPC-F127-NPC dugc
ding lam tac chat cho phan wng ghép véi 3-amino-1-propanol. Trong phan wng nay lién
két urethane duoc tao thanh tir phan ang gitta nhém amine trong phan tir Ami va nhom
--C=0 cuia hop chat NPC-F127-NPC tao san pham la NPC-F127-OH.
a. Két qua phan tich phé FT-IR cia NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH

w; @; G @
! P

NPC-F127-NPC *
-COO-NPC

-NO

-C-0-C

|
-C-H (-CH,, CHg) U

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Tén sé (cm™)
Hinh 3.1. Phé FT-IR ciia F127 vi NPC-F127-NPC



65

Dit liu phd FT-IR cua NPC-F127-NPC (hinh 3.1) c6 cac dai hap thu dic trung
nhom —CHa, -CHs 2883,43 cm™ (1) trong F127. Pong thoi, trén phd FTIR cia NPC-
F127-NPC, nhém -NO; lién két truc tiép voi nhan thom trén phan tir NPC xuat hién tai
sb song 1593,77 cm (3) va co su dich chuyén dao dong xuat hién peak 1769,58 cm?
(2), day 1a dao dong hoa tri lién két -C=0 cua nhém ester do sy hinh thanh lién két ester
gitra pluronic F127 v&i NPC tao san pham NPC-F127-NPC. Dit liéu FT-IR g6p phan
khing dinh thuc hién thanh cong phan ng hoat hda pluronic F127.

|N PC-F127-NPC

/M

NPC-F127-OH

-COO-NPC

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Tan so6 (cm™)
Hinh 3.2. Phé FT-IR ciia NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH
Bdng 3.1. Két qua phé FT-IR cuaa F127, NPC-F127-NPC, NPC-F127-OH

S6 song (cm™)
Nhom chirc
F127 NPC-F127-NPC NPC-F127-OH
-CH (-CH2 va -CHs) 2972-2887 2972-2887 2972-2887
C-0-C 1108 1108 1108
-NO; 1593 1593
-COO-NPC 1769 1769
-NHCOO- 1642
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Trong ph6 d6 FT-IR cia NPC-F127-OH & hinh 3.2 xuat hién tin hiéu méi tai do
chuyén dich 1643.35 cm™, do su thay thé mot phan gbc p-nitrophenyl chloroformate
bang 3-amino-1-propanol thdng qua ndi ureathan (-NHCOO-), diéu nay ching to da tong
hop thanh cong san pham NPC-F127-OH.

b. Két qua phan tich *H-NMR ciza NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH

Két qua phan tich cau trdc cia NPC-F127-NPC dugc thé hién qua phd cong huong

tir hat nhan *H-NMR (500 MHz, CDCls, ppm). Phd d6 & hinh 3.3 thu duoc cho thiy cac

tin hiéu dac trung sau:

l | |
)\ \ UL | A\
L= o™ == | N2 2|0 ey (=]
< = ] ] @ v
| DN |~ )
| -

Hinh 3.3. Pho 'H-NMR ciia NPC-F127-NPC

Hai mii d6i ¢ vi tri 6= 7,39 ppm va ¢ = 8,28 ppm ching té sy c6 mat cua proton
H & vj tri lién két (-CH) trén vong benzen cua NPC.

Mot miii da c6 cudng do chuyén dich &= 4,44 ppm la proton H trén day PEO lién
két truc tiép véi phan NPC (-CH2-O-NPC). Tin hiéu nay chi xuat hién khi pluronic duoc
hoat hda bang NPC.

Mot miii dac trung ¢ Vi tri 6= 3,62 ppm chirng to su c6 mat cua proton H trén day
PPO ¢ vi tri lién két vi nhom (-CH,-CH-).
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Mot miii ddc trung ¢ vi tri 3,2 - 3,5 ching té sy ¢6 mat cuaa proton H trén PPO ¢ vi
tri (-CHz, -CH).

Mot miii don & vi tri 6= 1,14 ppm ching to sw ¢ mat cua proton H trén day PPO
& vi tri lién két véi nhom (-CHb).

Két hop céc s6 liéu trén, cé thé két luan da hoat hoa thanh cong NPC vao 2 dau
F127 véi hiéu suat tao NPC-F127-NPC dat 100% duoc tinh dya trén dit liéu phd H-
NMR theo c6ng thuc cua tac gia Nguyén Thi Bich Tram va Tran Ngoc Quyén [139].

Si (-CH) (a)

S Cc
X%:Lﬁ()xloo%
Z H(—CH)(a‘)

z H(~CH3) (c)

Trong do:
X%: Hiéu suit hoat hda

She) » SH(o: Lan luot 1a dién tich tich phan cua peak a va ¢

Z H(_cry (C) 1 TONg s6 proton ciia nhém —CHs trén day PPO cua F127

Z Hicry (@) : TONg s6 proton cia nhém —CH trén vong benzen ctiia NPC
Hiéu suat;

1
42,5
_4
3 X 65

NPC-F127-NPC duoc dung lam tac chat cho phan ¢ng ghép véi 3-amino-1-

X% =

X 100% ~ 100%

propanol tao san pham la NPC-F127-OH.
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Hinh 3.4. Phé 'H-NMR ciia NPC-F127-OH
Trén pho *H-NMR cia NPC-F127-OH (500 MHz, CDCls, ppm) (hinh 3.4) ching
minh mot nhém NPC trén NPC-F127-NPC di duogc khoa thanh cong. Ddi véi phan tor

duoc thé mot phan 3-amino-1-propanol, ngoai nhitng miii cong hudng dic trung cho céc
proton trén NPC-F127-NPC con xuét hién tin hiéu cong huong ¢ vi tri 5= 4,44 ppm thé
hién proton H trén day PEO & vj tri lién két véi nhém (—~CHz-O-NPC) dich chuyén mot
phan dang ké vé ving & = 4,22 ppm do sy thay thé mot dau NPC bang 3-amino-1-
propanol, thé hién proton H trén day PEO lién két truc tiép vi nhom (-O-NH-). Do thé
3-amino-1-propanol cang cao, cuong do tin hiéu & 6= 4,22 ppm s€ cang tang. Mot miii
dic trung O Vi tri & = 1,70 — 2,2 ppm la cta proton H trén C bdo hoa khong lién két truc
tiép véi N nam trong nhém 3-amino-1-propanol (-CO-NH-CH-CH,-), khang dinh 1 dau
NPC dugc thay thé boi 3-amino-1-propanol. Khoang 46% géc NPC di duogc thay thé
boi 3-amino-1-propanol, két qua nay thu duoc tir phép tinh ty Ié tich phan cua proton
trén NPC va proton cia Ami theo cong thtc cua tac gia Nguyén Thi Bich Tram va Tran
Ngoc Quyén [139].
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SH(r"

X% = X 100%

Suiy + Su(n
Trong do:
X%: Hiéu suat chuyén hoa
Sh , Sugr): Lan luot la dién tich tich phan cua peak f va f
Hiéu suét:

,67
X% = —————= x 100% = 45,889
& 1,67 + 1,97 o &

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

op-r127 -F127 (1:5)

NPC-F127-OH W
GP-F127 (1:15)
(GP-F127 (1:20) _V—le‘/h—

400035003000 35002000 15001000 5004000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Tan sé (cm™) Tén s (cm™)
(A) (B)
Hinh 3.5. Phd FT-IR cia Gelatin, GP-F127(A) va cac ty 1€ GP-F127 (B)

Bdng 3.2. Két qua pho FT-IR ciia NPC-F127-OH, Gelatin va GP-F127

Gelati

Nhom chirc 6 5ong (o)

NPC-F127-OH Gelatin GP-F127
-OH 3453 3567 3567
-C-H (-CH2 va -CHy) 2972-2887 2972-2887
C-O-C (F127) 1107 1107
-NO2 (NPC) 1593
-COO-NPC 1769
-NHCOO- 1659
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Phé d6 cua gelatin (hinh 3.5) c6 céc peak dao dong dic trung nhu tin hiéu peak &
s6 s6ng 3567 cm! 1a dao dong hda tri -OH trén gelatin; HNC=0 ¢ 1690 cm, dao dong
gian cua lién két C-O va dao dong udn C-H vong thom ¢ 1233 cm™ va 1030 cm, dao
d6ng udn ngoai mit phang C-H vong thom & 876 cm™ va 712 cm™. GP-F127 c6 nhiing
miii hap thu tai viing 1297,96 — 1659,05 cm'! dic trung cho dao dong cua cac amide bac
1, 2, 3 trén chudi gelatin, cé4c tin hiéu nay khong xuat hién trong phd FT-IR caa NPC-
F127-OH, do phan ung dugc tao thanh tir nhdm (-NH3) trén mach gelatin va nhom (-
C=0) cua san pham trung gian NPC-F127-OH khi tong hop GP-F127. T cac dit liéu
nay co thé khang dinh pluronic F127 da duoc ghép thanh céng vao mach phan tir gelatin.
b. Két qua phan tich *H-NMR cua GP-F127

Hinh 3.6: Phé *H-NMR cua gelatin

Ph6 'H-NMR cua gelatin trong D20 (hinh 3.6) cho céc tin hiéu dic trung cua cac
amino acid trong gelatin: tin hiéu 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 cta (-CHs,
alanine); tin hiéu 3,57 ppm cua (-CH.-, glycine); tin hiéu 2,23 ppm cua (-CHa-, glutamic
acid); tin hiéu 1,60 ppm cua (-CH.-, arginine); tin hiéu 3,14 ppm caa nhém (-CHa-,
phenylalanine); tin hiéu 7,20 ppm, 7,23 ppm va 7,29 ppm cua (-CH-, phenylalanine)
(Phu luc 17).
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Hinh 3.7. Phé H-NMR ciia GP-F127

Gelatin ghép cip véi NPC-F127-OH bing lién két urethane giira nhom amine cua
gelatin v&i mot dau NPC con lai cua hop chat NPC-F127-OH. Pho dd cua copolymer
gelatin-pluronic (GP-F127) cé cac tin hi¢u proton co trong gelatin nhu miii don & vi tri
4,8 ppm (proton vi tri aromeric carbon cua gelatin) va cac miii dac trung khac ¢ vi tri 0,8
— 4,6 ppm (proton ctia cac nhom alkyl cua gelatin), tin hidu 7,23 — 7,29 ppm cho thay c6
proton lién két vai cachon vong benzen cua phenylalanine va mot sé proton khéac caa
cac acid amin trong gelatin dugc thé hién ¢ hinh 3.7. Cac proton phan PPO cua F127 (—
CHs) & vi tri 1,08 ppm va (—~CH,) phan PEO & vi tri 3,6 ppm) ciing xuat hién trong phd
dd. Bén canh do, co sy triét tiéu cAc mii tin hiéu cua p-NPC & vi tri 7,39 va 8,28 ppm
(hinh 3.4, phé *H-NMR caa NPC-F127-OH) di ching t6 ¢6 su thay thé ¢au NPC bai
nhoém amin bac | caa gelatin dé tao thanh copolymer GP. Phd db con cho thiy sé proton
trong pluronic F127 nhiéu nén cuong do tinh hiéu trong phd phan Ién la cua F127.
3.1.1.3. Két qud phan tich TGA ciia GP-F127

Sy on dinh nhiét cua cac copolymer ghép GP-F127 cling vai gelatin va pluronic

F127 duoc phan tich bang phép do TGA dé nghién ctru dic tinh nhiét caa cac san pham.
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Mau duoc st dung trong 10 mg, & nhiét d6 25 °C — 800 °C véi tée do 10 °C/phat, dudi
diéu kién khi nitrogen.
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Hinh 3.8. Két qua TGA cia F127, gelatin va cac copolymer ghép GP-F127

Hinh 3.8 cho thiy su suy giam khéi luong cua gelatin nguyén chat xay ra véi ba
giai doan trong qua trinh phan tich nhiét. Tai khoang nhiét d6 gay suy giam khéi luong
dau tién, 120 — 140 °C, dugc giai thich do su mat nuéc (¢ dang tu do) trong mau vi cau
trdc phan tir gelatin chira nhiéu nhdm chuc 4i nude nhe —OH, =0 cua acid cachoxylic.
Céc khoang nhiét do phan hay con lai 200 — 420 °C va 500 — 800 °C do cau tric khdng
gian ba chiéu (3D) bi pha v& két hop qua trinh phan hiy mau bai nhiét [140].

Nhiét do phan hiy cac copolymer ghép c6 doan cudi cao hon so vai pluronic
nguyén chat, diéu nay cho thay gelatin gop phan lam ting tinh on dinh ciia cau trdc
copolymer. Cu thé, nhiét 6 phan hay cac pluronic & khoang 420 °C, trong khi nhiét
phan haty cac copolymer ghép c6 khoang nhiét @6 1én dén 550 — 800 °C.

Hiéu suat phan tng ghép gelatin-pluronic duoc tinh toan bang ty 1& phan trim trong
luong suy giam mau copolymer tong hop (GP-F127) tai diém 420 °C khi pluronic da bi
phan hay hoan toan ciing véi mot lwong gelatin, luong mau con lai va tiép tuc bi phan
hity & nhiét do cao hon 1a cta gelatin nguyén chat. Dix liéu nay cho phép tinh hiéu suat

ghép theo cong thuc duoc béo céo bai Kang va cac cong su [81]. Ap dung véi (GP) ¢ty
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16 GP-F127 (1:18), tinh duoc lugng gelatin va pluronic F127 cé trong hé copolymer lan
luot 12 10,17% va 89,83%, twong tng ty 1é 1,17:8,83. Hiéu suat tong hop copolymer nay
duogc tinh:

1,17 + 8,83
H% = ———————— x100% = 52,63%
1+18

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

Céac copolymer ludng tinh co thé ty lip rap dé hinh thanh micelle, trong d6
copolymer pluronic F127 duoc biét v6i cau trac khdi PPO ky nude va khéi PEO ua nudce
c6 thé d& dang hinh thanh micelle trong dung dich nuéc [141, 142].

Trong nghién ctru nay ching tdi sir dung iodine va phuong phap quang phd UV-
Vis dé xac dinh sy hinh thanh nanogel ciia cac copolymer ghép trén co s gelatin lién
hop pluronic F127 (GP-F127) théng qua gia tri ndng do tao micelle téi han (CMC) cta
cac copolymer ghép GP-F127 trong nudc DI. CMC la mét tham sé dong vai tro quan
trong trong viéc hinh thanh micelle cua cac copolymer ludng tinh dé phan phdi thuéc.
Sy hinh thanh micelle nho vao tuong tac ky nudc ¢6 gia tri trong viéc can bang su 6n
dinh va giai phong thudc [143].
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Trong thuc nghiém nay, gia tri CMC duoc xac dinh bang cach sir dung iodine dong
vai trd nhu dau do Ky nuée. Iodine dugc hoa tan trong dung dich s& tham gia vao moi
truong Ky nudc caa pluronic F127 gay ra sy dich chuyén I3 thanh Iz tir KI du ¢6 trong
dung dich. CMC dugc tinh bang cach vé cudng do hap thu cua 2 so vai log cua ndng do
polymer (% wt).

Hinh 3.9 thé hién cuong d6 hap thu cua iodine bat dau ting dang ké & gié tri nong
d6 ghép GP-F127 tir 0,035 — 0,079%wt, chi ra rang cac phan tir iodine bat dau hoa tan
trong ving ky nudc PPO cuaa pluronic F127. Piéu nay cho thiy, & nong do nay céc
copolymer ghép GP-F127 da ty lap rap dé hinh thanh mang lugi polymer lién két ngang
dudi dang mot nanogel cé thé hoat dong nhu chat mang thudc ky nugce. Trén gid tri nong
d6 nay, cuong do hap thy cua iodine s& tang dan khi ting nong d6 polymer. Pong thoi
cau trac ty lap rap cua copolymer ghép GP-F127 ciing & khac hon nhiéu so vai cau tric
micelle cta pluronic F127, su hinh thanh mang lugi polymer lién két ngang cua nanogel
GP-F127 khong chi nho vao tuong tac ky nuéc gitra cac khdi PPO, ma con 1a su tap hop
sap xép khong ddng déu giita cac khdi ky nudc PPO va khdi ua nudc PEO duoc lién két
véi chan gelatain wa nudc bang lién két hydro hoic twong tac tinh dién. Cau tric doc dao
nay c6 thé gitp cho nanogel c6 do on dinh cao va tré thanh hé mang thudce 1y tuéng [81,
144-146).

Mt khac, gia tri CMC cua cac nanogel GP-F127 con lién quan dén ti I¢ giita chiéu
dai chudi ua nuéc va ky nudc trong cau tric cia copolymer ghép [147]. Gia tri CMC
cua dung dich F127 tinh khiét la 0,0035%wt [81]. Trong khi d6 gia tri CMC cua cac
copolymer ghép do duoc tir 0,035 - 0,079%wt 16n hon so véi gia tri CMC cua F127
nguyén chat, cho thay su c6 mat cia gelatin s& 1am tang phan ua nudc cua copolymer
ghép dan dén 1am ting gia tri CMC cua dung dich mau [81, 144-146, 148]. Su khac biét
vé gia tri CMC cua cac nanogel GP-F127 va pluronic F127 ciing c6 thé giup ting hiéu
qua mang thudc ky nude cia cac nanogel.
3.1.1.5. Két qud phan tich thé zeta va kich thieée hat ciia GP-F127

Trong muc tiéu tong hop hé mang thudc dya trén tuong tac tinh dién gitra vat liéu

mang va phan tir thudc thi thdng sb Zeta cua vat liéu dong vai tro quan trong, thong sb
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nay lai duoc quyét dinh boi cac trung tim mang dién tich trong cau tric phan tir cua

chdng va phan &nh kha ning ting hoic giam luong thude dugc mang.

Bang 3.3. Kich thwéc cia nanogel GP-F127 do bing ky thuat DLS

MiL DLS (nm) PDI DLS (nm) PDI
4 25°C 37°C
F127 303,5+ 3,41 0,48 £ 0,05 278,46 + 4,73 0,69 £0,18
GP-F127 (1:5) 2854 +2,72 0,46 £ 0,04 239,71 + 3,15 0,57 £0,15
GP-F127 (1:10) 145 + 2,98 0,43+0,1 127,13 + 3,27 0,43 £ 0,05
GP-F127 (1:15) 126,7 + 2,65 0,37 £ 0,06 93,82 £2,82 0,39+ 0,04
GP-F127 (1:18) 68,5+ 1,23 0,29 £ 0,09 62,49 + 1,16 0,27 £ 0,06
24
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3.10 va théng ké qua bang 3.3.
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Két qua TEM cho thay kich thudc cia micelle pluronic F127 tir 24,5 + 7,82 nm, va
¢6 dang hinh cau (hinh 3.11), trong khi d6 kich thugc trung binh cua cac nanogel GP-
F127 tu 58-206 nm theo TEM (bang 3.4 va hinh 3.12) I6n hon so véi kich thudc cua
micelle pluronic F127. Két qua DLS cua céc nanogel GP-F127 tir 68-285 nm (hinh 3.10
va bang 3.3) nho hon nhiéu kich thugc micelle pluronic F127. Kich thuéc nanogel do
bang DLS 16n hon TEM do su hydrat héa cua PEO (F127) trong nuéc lam cau tric
nanogel ting dang ké, trong khi TEM thé hién trang thai tinh cua vat liéu.

Bing 3.4. Thé Zeta va kich thwéc cia nanogel GP-F127 do bang k§ thuat TEM

Mau TEM (nm) Thé zeta (mV)
Gelatin -- 21,53 +£0,31
F127 245+ 7,82 -22,67 £0,21
GP-F127 (1:5) 205,9 + 6,74 15,14 + 0,42
GP-F127 (1:10) 1428 £ 7,19 11,71 £ 0,29
GP-F127 (1:15) 98,6 £ 7,05 95+£0,71
GP-F127 (1:18) 58,4 £ 6,44 7,76 £0,22

Hinh 3.11. Két qua TEM caa pluronic F127
Két qua do kich thudc hat ciia GP-F127 giam dan khi ting ty I¢ ghép, diéu nay chi
ra rang khi cac chan F127 dugc ghép vao gelatin, & ndng 46 CMC céc copolymer tu 13p
rap dé hinh thanh nanogel véi cau tric mang ludi bén trong c6 su tap hop sap xép khong

ddng déu cua nhiéu chudi polymer, dan dén vung cau tric khong gian bén trong chira
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nhiéu PPO(F127), hé ghép cang nhiéu F127 viing ki nuéc cang Ién twong tac tinh dién
gitra gelatin va pluronic F127 cang manh, khi d6 hé nanogel sé tu lai vai nhau lam cho

kich thudc tron, nho.

@
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Hinh 3.12. Két qua TEM ciia (a): GP-F127 (1:5); (b): GP-F127 (1:10); (c): GP-
F127 (1:15); (d): GP-F127 (1:18)

Hinh 3.12 va bang 3.4 con cho thiy cac hat nanogel GP-F127 c¢6 dang hinh cau

(TEM), véi su phan bé kich thudc hat trung binh trong khoang tir 68,5 + 1,23 nm dén
285,4 + 2,72 nm bang DLS, & 25 °C va phu thudc vao lugng pluronic F127 dugc lién hop.
Khi lugng pluronic F127 ghép vao gelatin tang lam kich thudc hat cia nanogel GP-F127
giam theo, mot phan 1a do pluronic F127 ¢6 sy tich dién am (-23 mV), trong cau tric cia
nanogel GP-F127 chtra gelatin duong dién (+22 mV) do chaa sé lwgng cac nhém amin
trong cau trdc phan tir, vi vy c6 thé tao ra luc twong tac tinh dién cic nhom tich dién
duong co trén suon gelatin va F127.

3.1.2. Két qud tong hop nanogel GP-F127 mang QU va PTX

3.1.2.1. Két qud tong hop nanogel GP-F127 mang QU
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Tu lp rap

GP-F127 QU duwgc mang trong GP-F127

Hinh 3.13. Nanogel GP-F127 mang QU
Céc copolymer GP-F127 mang QU thdong qua tuong tac ky nudc (PEO) va tuong
tac tinh dién gitra nhém mang dién tich duong trén suon gelatin vai QU. Trong dung
dich nudc, hé nano mang QU tu Iap rép nhd vao 2 tuong tac hinh thanh hé nanogel mang
QU (hinh 3.13). Sy nang hda QU trong hé nanogel gitp khac phuc han ché do dic tinh
Ky nudc cia QU, tir d6 lam tang hiéu qua diéu trj cua hoat chat nay.
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(B)
Hinh 3.14. Két qua mang QU vao F127 va GP-F127
(EE: Hiéu qua mang QU (A) va DL: Hiéu sudt tdgi QU (B))

Thi nghiém khao st kha ning mang QU cua pluronic F127 va nanogel tong hop
tir gelatin ghép pluronic F127 & mot sé ty 1é khac nhau tai cac ndng ¢6 QU bién doi trong
khoang 5,0 — 30,0%wt. Két qua thi nghiém thu duoc cho thay, vai pluronic F127 hay
cac copolymer GP-F127 ¢ céc ty 1é khac nhau déu cho gié tri EE giam va DL ting dan
khi ting nong d¢6 QU. Dua vao hai gié tri EE va DL c6 thé lya chon duoc nong d6 QU
t6i wu. Két qua ciing cho thay pluronic F127 luén cho hiéu qua mang QU kém hon so

véGi cac copolymer caa chiing véi gelatin (GP-F127) va hiéu qua ludn cao nhat véi ty 18
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GP-F127 (1:18), la ty 1é cung cap nhiéu nhat nhém ky nuéc PPO cua F127 so véi céc ty
16 thap hon trong thi nghiém. O tat ca cac ndng d6 thi nghiém cua QU, gié tri EE va DL
ciia GP-F127 (1:18) ludn I6n nhat, vi du, EE dat hon 85%, DL dat gan 8% & gia tri nong
d6 cua QU 1a 10% wt. Piéu nay duoc giai thich do QU khi dugc nang hda vao hat
nanogel F127 chi do twong tac ky nudc, trong khi QU cé tuong tac véi hat nanogel GP-
F127 bang ca hai twong tac ky nudc va twong tac tinh dién.
3.1.2.2. Két qua tong hop nanogel GP-F127 mang PTX

Trong pham vi nghién ctu, paclitaxel (PTX) duoc hoa tan hoan toan trong ethanol

voi ty 16 mau PTX khé trén dung méi 1a 1 mg/5mL.

100 - 2.4 -
(A) (B)
904 —=—F127 —e— GP-F127 (1:5) —A— GP-F127 (1:10)
2.04 —v— GP-F127 (1:15) —e— GP-F127 (1:18)
80 4
1.6 4
(=]
ﬁ\j 70 4 o:
a) i
W g 1.2
50 4 0.8
40 4 —=— F127 —e— GP-F127 (1:5) —&— GP-F127 (1:10) 04
—y— GP-F127 (1:15) —e— GP-F127 (1:18) -
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0:5 lTO 175 270 2:5 370 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
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Hinh 3.15. Két qua mang PTX vao F127 va GP-F127
(EE: Hiéu qua mang PTX (A) va DL: Hiéu sudt tai PTX (B))

Hinh 3.15 biéu dién két qua khao sat kha nang tai PTX cua F127 va GP-F127. Nong
d6 PTX khao sét tir 0,5 dén 3%wt PTX so vai toan bo vat liéu mang.

Gia tri EE giam dan va DL tang dan khi ting nong d6 PTX trong khoang gié tri 0,5
— 3%. Muyc tiéu chinh cua nghién ciru 13 hudng téi giam doc tinh cua thubc PTX, ting
thoi gian luu gitt, tang sinh kha dung va tang d phan tan trong moi truong sinh ly, vi
vay luong PTX duoc nang héa mot cach téi da hay gia tri DL cao khdng phai 1a muc tiéu
quan trong nhit cia dé tai. Thay vao dé, thong sé EE duoc quan tdm hon. Cac micelle
cua pluronic tao vé boc cac thuc ky nuéc trong cau tric caa nd, giir thude tranh khoi
co ché khang thudc cua té bao — mot trong nhirng nguyén nhan chinh gay ra su that bai

khi str dung thudc diéu tri cac bénh ung thu.
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Két qua cho thay khi lwong pluronic F127 duoc ghép vao gelatin cang nhiéu s& tao
ra twong tac ky nuéc trén phan tr GP-F127 cang 16n 1am cho két qua mang PTX cao hon
so vai pluronic F127, cu thé: GP-F127 (1:18) > GP-F127 (1:15) > GP-F127 (1:10) > GP-
F127 (1:5) > F127. Nhin chung, phan trim PTX dwgc mang vao trong nanogel GP-F127
thong qua tuong tac ky nude tang twong rng véi Su tang twong tac ky nudc trén phan tu
GP-F127. Két qua nay khép véi cac nghién ctru trude ddy, trong d6 dendrimer lién hop
nhiéu pluronic wa dau s& mang duoc nhiéu thudc chéng ung thu ky nuée [113]. Bén canh
do6, trén mach cau tric cua gelatin c6 chira cac nhdm amin, cac nhém nay sé tao twong
tac tinh dién véi PTX. Nho ¢6 hai tuong tac cung anh huong nén kha nang mang PTX
cua GP-F127 hon pluronic F127.

Tur két qua khao sat thuc nghiém kha nang mang thudc ciia cac nanogel GP-F127,
chdng toi tién hanh chon hé nanogel GP-F127 (1:18) c6 hiéu qua mang QU/PTX cao
nhat dé tiép tuc danh gia va so sanh véi cac hé nanogel GP khac.

3.2. Két qua tong hep va khao sat nanogel GP-P123, GP-F87, GP-F68 so sanh véi
GP-F127

Tur két qua mang thudc cua cac hé chat mang GP-F127 véi 4 ti 1é ghép khac nhau
(1:5; 1:10; 1:15; 1:18) cho thady GP-F127 (1:18) cho két qua tot nhat, ching tdi tiép tuc
tién hanh tong hop cac nanogel trén co s gelatin ghép véi cac pluronic khac nhau gom
P123, F87 va F68 dé so sanh (s6 liéu tai bang 2.2).

Cau tric cua cac copolymer ghép GP-P123, GP-F87 va GP-F68 duoc xac dinh
bang quang phd hong ngoai FT-IR, pho cong huong tir hat nhan H-NMR, TGA, TEM,
DLS va gié tri CMC.

3.2.1. Két qud xdc dinh thanh phan, céu triic cdc copolymer GP-P123, GP-F87 va
GP-F68

Pé tong hop GP-P123, GP-F87 va GP-F68 can phai hoat hoa hai nhém -OH cubi
cua pluronic P123, F87 va F68 bai p—nitrophenyl chloroformate tao san pham trung gian
NPC-P123-NPC, NPC-F87-NPC, NPC-F68-NPC.
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Phan @ng tao lién két urethane tir nhém —NHa trén phan tir 3-aminopropanol véi
nhom C=0 cuia san pham trung gian NPC-P123-NPC, NPC-F87-NPC, NPC-F68-NPC
tao san pham NPC-P123-OH, NPC-F87-OH, NPC-F68-OH

Sau ctng nhom -NH trén phan tir gelatin s& tan céng vao lién két -C=0 cua hop
chat NPC-P123-OH, NPC-F87-OH, NPC-F68-OH bang phan ¢ng urethane tao san pham
GP-P123, GP-F87 va GP-F68.
3.2.1.1. Két quad phan tich phé FT-IR va *H-NMR ciia sdn pham trung gian NPC-P123-
NPC, NPC- P123-OH, NPC-F87-NPC, NPC-F87-OH, NPC-F68-NPC, NPC-F68-OH

Thanh phan, cau trdc cac san pham trung gian NPC-P123-NPC, NPC-P123-OH,
NPC-F87-NPC, NPC-F87-OH, NPC-F68-NPC, NPC-F68-OH duoc xac dinh bang
quang pho hong ngoai FT-IR va ph6 cong huang tir hat nhan 'H-NMR.

Két qua phan tich pho FT-IR cua cac san pham NPC-P123-NPC, NPC- P123-OH,
NPC-F87-NPC, NPC-F87-OH, NPC-F68-NPC, NPC-F68-OH cho két qua twong tir phd
FT-IR cua NPC-F127-NPC va NPC-F127-OH duoc thé hién ¢ phu luc 1,2,3,4.

Thanh phan, ciu tric cua cac san pham NPC-P123-NPC, NPC-F87-NPC, NPC-
F68-NPC dugc xac dinh bang phd cong huong tir hat nhan ciing cho két qua tuong tu
véi két qua pho cong huong tir hat nhan cia NPC-F127-NPC dugc thé hién & phy luc 5,
6, 7,8. Trén pho do co céc tin hiéu ciia cac proton cé trong pluronic P123, F87, F68 nhu:
dao dong dac trung proton cua nhdm methyl -CHs trén PPO cua pluronic; dao dong
proton methylene ~OCH»-CH,0- ctia PEO, hai tin hiéu dac trung cta proton vong thom
nhém (-CH=CH-) cia NPC [81, 136, 146]. Pac biét, sy xuat hién cua tin hiéu ¢ on =
4,43 ppm duoc coi la tin hiéu pronton methylene -CH»-O-NPC lién két tryc tiép voi
nhém carbonate trén NPC. Do hoat hoa cua cac pluronic dat trén 90% duoc tinh tur ty 1€
tich phan cta proton thom (NPC) va proton methyl (Pluronic F127) theo cong thirc cua
Thi Bich Tram Nguyen va Ngoc Quyen Tran [139]. Két qua nay phi hop véi nghién ctu
trudc [81, 136, 146, 149].

Két qua phan tich phd cong huang tir hat nhan caa cac san pham NPC-P123-OH,
NPC-F87-OH, NPC-F68-OH ciing cho két qua tuong ty véi phd d6 cia NPC-F127-OH

duoc thé hién ¢ phu luc 9,10,11,12. Trén phd d6 ngoai céc tin hiéu proton dic trung cd
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trong pluronic P123, F87 va F68, cd sy xuat hién cua tin hiéu proton methylene lién két
tryc tiép voi nhdm carbonate ciia NPC tai 84 = 4,43 ppm (-CH2-O-NPC) dich chuyén
mét phan dang ké vé ving 84 = 4,22 ppm, day 1a tin hiéu proton methylene lién két truc
tiép v6i nhdm carbonate cua 3-aminopropanol (-CHz-O-Ami), do phan tng thay thé mot
g6c NPC bing 3-aminopropanol. Két qua nay pht hop véi nghién ciru trude [81, 149]
Khoang 50% gdc NPC da duoc thay thé boi 3-aminopropanol, dugc tinh tir phép tinh ty
I¢ tich phan cua proton trén NPC va proton cua Ami, theo bao cao cia Thi Bich Tram
Nguyen va Ngoc Quyen Tran [139].

3.2.1.2. Két qua phan tich phé FT-IR va 'H-NMR ciia GP-P123, GP-F87 va GP-F68

(A)

(A) Gelatin
(B) NPC-P123-OH ~ _
(C) GP-P123 -CH2 ero) Amide Il

40.00 35.00 30.00 25.00 20.00 15.00 ll}lﬂi} 560
Tén 56 (cm™)
Hinh 3.16. Phé FT-IR cua gelatin va GP-P123
Ph6 FT-IR cua gelatin (hinh 3.16, bang 3.5) c6 cac dao dong dic trung nhu tin hiéu
& 56 s6ng 3492 cm! 1a dao dong hoa tri ciia -OH trén phan tir gelatin; dao dong hoa tri -
C=0 cua acid carboxylic xuat hién ¢ 1641 cm™ chi ra su ¢c6 mat cua acid trong phan tir
gelatin. GP-P123 ¢6 cac miii hap thu tai viing 1297,96 — 1659,05 cm* dic trung cho dao
dong cua cac amide bac 1, 2, 3 trén chudi gelatin, cac tin hiéu nay khdng xuat hién trong
phé FT-IR cua NPC-P123-OH, do phan tng duoc tao thanh tir nhém (~NHy) trén mach
gelatin va nhom (-C=0) ctia san pham trung gian NPC-P123-OH khi tong hop GP-P123.
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Tur dit liéu nay cd thé khang dinh pluronic P123 duoc ghép thanh cong vao mach phan

tir gelatin. Khao séat phd FT-IR ciing cho thay két qua twong tu véi pluronic F127.
Bang 3.5. Két qua phé FT-IR cia NPC-P123-OH, Gelatin va GP-P123

S6 song (cm™)
Nhom chiic :

NPC-P123-OH Gelatin GP-P123
-OH 3453 3492 3492
-C-H (-CH2 va -CHy) 2972-2887 2972-2887
C-O-C (P123) 1107 1107
-NOz (NPC) 1593
-COO-NPC 1769
-NHCOO- 1641
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Hinh 3.17. Ph6 'H-NMR cua GP-P123
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Két qua phan tich thanh phan, cau tric GP-P123 duogc thé hién qua phd 'H-NMR
(500 MHz, D20, ppm) (hinh 3.17). Phd @6 xuat hién cac tin hiéu proton trén phan tu
gelatin nhu: cac tin hiéu 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 nhém alkyl cua gelatin). Bang thoi xuat
hién cac tin hiéu proton dac trung trén phan tir P123 nhu: 6H = 1,09 ppm la dao dong
dac trung proton ctia nhém methyl -CHs (d) trén PPO; 6H = 3,63-3,67 ppm la dao dong
proton methylene -OCH2-CH20O- (f) cua PEO.

Ngoai ra, trén pho khdng con xuét hién céc tin hiéu cua proton thom ctia NPC (-
CH=CH-) ¢ 6H = 7,38-7,40 ppm va 6H = 8,27-8,28 ppm va tin hiéu proton methylene
lién két tryc tiép v6i nhom carbonate cua NPC tai H = 4,43 ppm (-CH2-O-NPC) d3 bién
mat, chi con tin hiéu tai H = 4,22 ppm cua proton methylene tai vi tri lién hop véi Ami
(-CH2-O-Ami), chiing té rang 100% NPC da bi loai bo trong qué trinh hinh thanh GP-
P123 bang phan &ng néi giira gelatin va NPC-P123-OH. Tur két qua phé FT-IR va phd
'H-NMR cho thay da tong hop thanh céng GP-P123.

Két qua phd FT-IR, *H-NMR cua GP-P123, GP-F87 va GP-F68 cho két qua tuong
tu véi cac phé tuong ung cia GP-F127 (phu luc 13 — 16 va 18 — 21).
3.2.1.3. Két qua phan tich TGA ciia GP-P123, GP-F87 va GP-F68

Sy 6n dinh nhiét caa céc copolymer ghép GP-P123, GP-F87 va GP-F68 cling voi
gelatin va cac pluronic P123, F87, F68 duoc phan tich bang phép do TGA dé nghién ctu
dic tinh nhiét caa cac thanh phan cé trong copolymer ghép. Mau dugc sir dung trong 10
mg mau, & nhiét do 25 °C — 800 °C vai tc d6 10 °C/phuat, dudi diéu kién khi nitrogen.

Hinh 3.18 cho thiy gian d5 TGA cua ca 4 pluronic P123, F127, F87 va F68 déu on
dinh & nhiét do 1én dén 320 °C va bat dau bi phan hay ¢ nhiét d6 350 °C, va tong khoi
lwong s& bi mat hoan toan & nhiét do trén 420 °C. TGA véi Ge xay ra véi 3 giai doan
trong khoang nhiét do khao sat. Giam khéi lwong dau tién ¢ khoang 120-140 °C, & giam
cap dau tién ching tdi goi 1a sy loai bo nuéc trong cau tric, do ciu tric cia Ge chua
nhiéu nhém chtrc amin hay caboxylic, ban chat chding rat 4i nuéc, cau trdc nay khién Ge
gitt mot lwong nude trong minh cong thém ban than Ge cau thanh tir cac axit amin nén

cong thirc nhiéu nhém -OH, =0. Giam trong luong tha hai bat dau & khoang 200 - 420
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°C va giam trong luong cudi cling ¢ trén 500 °C két thdc tai 800 °C, su giam trong luong
tir trén 200 °C cho thay ciu trdc Ge bi bién tinh bai nhiét thong qua su tuong tac trong
phan tir giira cac axit amin, chinh cé&c axit amin tao thanh cau trdc 3D cua Ge [140].

Két qua khong c6 su khac biét gitra cac pluronic trong phan tich nhiét TGA (hinh
3.18). B4n loai pluronic, P123 (hinh 3.18a), F127 (hinh 3.18b), F87 (hinh 3.18c), F68
(hinh 3.18d) déu cho thdy mot budc giam khdi lwong duy nhat va nhiét do xay ra budc
chuyén nam trong khoang 300 — 410 °C.
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Hinh 3.18. Két qua TGA ciaa P123, F127, F87, F68, gelatin va copolymer ghép
GP

Céc két qua chiing toi thu duoc tir phan tich TGA phl hop véi cac bao cdo trude
day lién quan dén sy phan hay caa polymer pluronic [81, 150, 151]. Cac mau GP cua
tirng pluronic cling dugc quan sat qua két qua do TGA. Quan sat ta thdy cd su khéc biét
gitra duong cong TGA ciia GP va pluronic cling nhu Ge. Cac duong cong TGA cua tat
ca céc copolymer Ge ludng tinh (GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68) bi giam khdi

lwgng 16n nhat trong pham vi nhiét d6 trén 250 °C. Su khac biét gitra cac mau GP so voi
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pluronic cho thay pluronic gan thanh cong vao Ge hay két qua nay ciing ngu Y su hién
dién cua Ge trong cac copolyme ghép nay, do c6 Ge nén cd thé giai thich sy khac biét
trong két qua phan hay nhiét caa GP. N6i cach khéc, su c6 mat cia Ge da giup tang tinh
6n dinh nhiét cua pluronic 1am cho hé GP ¢6 nhiét 6 phan huy cao hon pluronic nguyén
chat. Cac két qua TGA chi ra rang nhiét do phan hay nhiét cua cac pluronic 12 khoang
du6i 420 °C trong khi GP va Ge nguyén chat la khoang trén 550 — 800 °C. Do ¢6 sy
khéc biét vé phan hay nhiét caa pluronic, Ge va GP nén hiéu suat ghép pluronic vao Ge
s& duoc tinh toan thong qua phan trim giam trong luong caa cdc mau GP ¢ 420 °C. Tai
nhiét do 420 °C pluronic da bi phan hity hoan toan, trong mau GP ltc nay s& chi con lai
Ge. Dya trén ty 1& phan tram khéi lugng cua Ge nguyén chat va phan trim khdi luong
con lai trong mau GP ¢ tai 420 °C, hiéu suat dugc tinh theo béo cdo cua Kang et al va
cac bao céo trudc day cua ching toi [81, 152]. Hiéu suat ghép cua GP-P123 cao nhat dat
75,19% va thap nhat 1a GP-F127 véi két qua 49,07% nhu trong bang 3.3.

Bang 3.6. Phan tram khoi lwgng pluronic dwgc ghép vao gelatin

Mau Mw cia pluronic  Gelatin (%) Pluronic (%) Hiéu suit ghép (%)
GP-P123 5800 6,88 93,12 75,19
GP-F87 7700 9,04 90,96 55,9
GP-F68 8400 10,05 89,95 49,72
GP-F127 12600 10,17 89,83 52,63

Piéu tha vi & day, chung toi thay hiéu suat ghép pluronic vao Ge tuyén tinh theo
khi leong phan tir caa pluronic, khéi luong phan tir pluronic cang 16n thi hiéu suat ghép
cang giam. Két qua bang 3.6 d3 lam rd diéu d6. Khdi luong phan ti pluronic trén 7000
Da (F87) hiéu suat ghép bi giam dang ké tir 75,19% (P123) xudng con 55,9% (F87),
Nhung khi khéi lugng phan ti trén 8000 Da hiéu suit ghép giam khong dang ké va hau
nhu khong thay d6i, két qua duoc chitng minh rd rang & F68 va F127. Mach polymer
cang cong kénh thi anh huong cua n ngit khong gian dén phan @ng cang cao. Hiéu suat
chi dat gan 50% véi nhiing pluronic c6 mach dai trén 8400 Da (F68) va 12600 Da (F127).
Tong hop cac két qua phan tich da trinh bay trudc va két qua TGA, ching tdi khiang dinh
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da chuan bi thanh cong vat liéu nanogel polymer amphiphilic GPs (cac GPs vira ua nudc,
vira Ky nuéc) vai bon loai pluronic khéac nhau.
3.2.1.4. Két qua phan tich gid tri CMCICGC ciia GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-
F68

Str dung iodine va phuong phap quang phd UV-Vis dé xac dinh su hinh thanh
nanogel ciia copolymer ghép GP-P123 thong qua gia tri ndng do tao gel téi han (CGC)
trong nudce DI.
0.85 1
0.80 4
0.75 +
0.70 4

0.65 4

Absorbance

0.60 4
CMC = 0.0051 (%w/v)
0.55

0-50 T T T T T T T 1
50 45 40 -35 -30 -25 -20 -15 -10
Log GP-P123 %wt

Hinh 3.19. Két qua CGC cia GP-P123
Gia tri CGC cua GP-P123 1a 0,0051%wt (hinh 3.19), chi ra rang cac phan tir

iodine bit ddu hoa tan trong ving ky nuéc PPO cua pluronic P123 trong copolymer GP-

P123. Biéu nay cho thay, & nong do nay copolymer ghép GP-P123 di tu lap rap dé hinh
thanh mang lu6i polymer lién két ngang dudi dang mot nanogel ¢6 thé hoat dong nhu
chat mang thuéc ky nudc tuong ty nhu nanogel GP-F127. Gia tri CGC cua GP-P123
cling 16n hon so véi gia tri CMC cua P123 dang nguyén chat 1a 0,0028%wt, chi ra rang
gelatin khi duoc ghép vao P123 s& 1am ting phan va nudc cua polymer din dén 1am ting
gia tri CMC ctia dung dich mau.

Céc copolymer ludng tinh P123, F127, F87 va F68 véi ciu trac khdi PPO ky nuée
va khdi PEO wa nudc nén c6 thé dé dang hinh thanh micelle trong dung dich nuéc. Str
dung iodine va phuong phap quang phd UV-Vis dé xac dinh sy hinh thanh nanogel cua
cac copolymer ghép GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68 thong qua gia tri nong do
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tao micelle t&i han (CMC) trong nudce. Su hinh thanh micelle nho vao tuong tac ky nudc
c6 gia tri trong viéc can bang sy 6n dinh va giai phong thudc caa nanogel. Mdi lién quan
gitra gia tri CMC va hiéu qua mang thubc ky nudc cua micelle hoic nanogel di duoc

cdng bd trong cac bao céo trudc [81, 136, 146, 149].
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Hinh 3.20. Két qua CMC/CGC cia GP-P123 (A) va GPs (B)

Hinh 3.20 m6 phong phuong phép quang phd UV-vis i6t nham xac dinh CMC cua
pluronic va GPs trong nuéc DI. Nong dd tao gel tgi han (CGC) cua tac nhan st dung
lam chat mang thubc ky nuée 14 théng sé dong vai trd quan trong, quyét dinh dén hiéu
qua mang thuéc. Khi nong do polymer thap hon gié tri tao gel, d6 hap thu birc xa caa iot
c6 gia tri khong do6i va nam trén duong thang (hinh 3.20(A)). Tuy nhién, khi nong do
vuot qué gid tri tao gel, d6 hap thu birc xa ting nhanh bai cac phan tir 12 phan tan trong
hat micelle, tir giao diém cua hai duong thang biéu thi cudng do hap thu cua hai giai
doan giup xac dinh duoc ndng do tao gel/micelle cua cac copolymer/polymer. Cac hat
nanogel s& dat trang thai 6n dinh nhiét dong khi nong d6 polymer cao hon néng d6 CGC
cua ching. Vi gia tri CGC cua polymer ludén duoc quyét dinh boi chi sb can bing wa
nuéc — ua dau HLB (Hydrophilic-lipophilic balance) caa phan ti, nén phan ky nudc
PPO cua phan tu pluronic dong vai tro quan trong trong qua trinh tao hat nanogel cua
copolymer gelatin—pluronic [3]. Gia tri CGC cua cac nanogel GP-P123, GP-F127, GP-
F87 va GP-F68 do duoc ciing 16n hon so vai gid tri CMC cua dung dich pluronic tinh
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khiét P123, F127, F87 va F68 twong tng (hinh 3.20). Ti I& chiéu dai chudi wa nudc va
ky nudc trong cau tric copolymer ghép ciing lién quan dén gia tri CGC, chiéu dai chudi
Ky nudc cang ting thi gia tri CGC s& cang giam, trong d6 chiéu dai khéi PPOpioz = 70
(PEO20-PPO70-PEO20 > PPOr127 = 65 (PEO100-PPOs5-PEQ100) > PPOrs7 = 40 (PEQe:1-
PPO4o-PEQs1) > PPOrgs = 29 (PEO76-PPO29-PEO76), CAu trlic ciia copolymer GP-P123
c6 chiéu dai chudi PPO ky nudc cua pluronic P123 16n nhat dan dén lam ting twong tac
ky nudc trong cAu tric caa copolymer ghép, va két qua 1am cho gié tri CMC cang giam.

Bang 3.7. Biéu thij gia tri CMC/CGC cia pluronic va gelatin-pluronic

Nhom Nhom

Pluronic HLB? PEO b PPOC %PEOY CMC (ppm) GP CGC (ppm)
P123 8 40 70 30 26 GP-P123 51
F127 22 200 65 70 35 GP-F127 76

F87 24 122 40 70 91 GP-F87 186
F68 29 152 29 80 480 GP-F68 579

(a'b’cpdy la cdc thong so cua nha san xuat dua ra ( Sigma Aldrich (St. Louis, MI, USA))
4Phan tram ciia nhéom PEO duoc tinh diea trén ty 16 khoi lirong PEO va khoi luong ciia pluronic tirong 1ng.)

Gia tri CMC/CGC cua polymer/copolymer ti I¢ thuan vai gia tri HLB cua phan tu,
hay ty 1¢ nghich véi phan wa dau (PPO) trong cau tric phan tir caa ching (bang 3.7). Két
qua CGC cuia cac copolymer téng hop thu duge 1a trong d6i nho, dac biét 1a copolymer
GP-P123, 1a yéu t6 thuan loi trong viéc tao hat nano mang thuéc & mét gia tri nong do
thap caa copolymer. Hinh 3.20(B) mé ta két qua thir nghiém do on dinh cia mot sé
nanogel pluronic nguyén chat va cac copolymer GP tong hop tuong @ng. Két qua cho
thdy cac copolymer GP ¢6 tinh 6n dinh dong hoc hon céc pluronic tinh khiét twong tng.
Gia tri CGC cua chung dudng nhu khong thay doi hoic thay d6i khong dang ké sau thoi
gian luu trit 14 ngay. Nguoc lai, gia tri CMC cua cac pluronic ting 1én dang ké chi sau
hon 3 ngay luu trir va tiép tuc gia ting sau 2 tuan luu trit tiép theo. PO 6n dinh dong hoc
cuia cac copolymer 12 yéu té quan trong, dic biét trong diéu kién giai phong thube khong
can bang khi nong do cua ching giam xudng dudi gia tri CGC cua ching. Su 6n dinh
cho phép hat nanogel c6 kha ning luu trit thuéc duoc 1au hon, c6 kha nang van chuyén
lwong thudc cao hon t6i c&c vi tri can diéu tri trong co thé, nghia 1a chung c6 thé 1am

tang sinh kha dung cua thudc khi so séanh véi cac vat liéu mang la pluronic nguyén chat.
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3.2.2. Két qud téng hop nanogel GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68 mang QU

Hé nanogel gelatin-pluronic mang QU dugc diéu ché bing phuong phap tao vi nhii
dudi diéu kién siéu &m tan sb cao. Trong d6, QU I hoat chat kém tan trong nudc va co
tinh am dién yéu, copolymer gelatin-pluronic déng vai tro 1a mét vat liéu mang véi cau
trdc ludng tinh (c6 ddng thoi hai phan wa nuwéc, phan Ky nuéc) mang dién tich duong.
Lién két hoa hoc gitra pluronic va gelatin tao dan xuat cé thé hoa tan tét trong nudc, co
tinh chit phan tan cua pluronic. Nanogel gelatin-pluronic mang dién tich dwong, do do,
ngoai kha niang nang hoa thubc ky nuéc cé tinh am dién trong viing nhan (ky nuéc) caa
hat, con c6 thé mang thudc tai vo (phia ngoai) chtra gelatin ciia hat nanogel.
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Hinh 3.21. Két qua mang QU vao pluronic va GP
(EE: Hiéu qua mang QU (A) va DL: Hiéu sudt tdi QU (B))

Céc copolymer GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68 ¢ thé ty lap rap dé hinh
thanh nanogel trong dung dich nudc théng qua gié tri CGC do dugc. Két qua gia tri CGC
cuia cac nanogel cho thay phu thudc vao ti 1é chiéu dai cua khdi wa nudc PEO va khéi ky
nuéc PPO trong cau tric caa nanogel. Khi ti 18 chiéu dai khdi ky nuéc ting gia tri CGC
do dugc cang giam, cu thé: PPOp123 = 70 (PEO20-PPO70-PEQ20) > PPOF127 = 65 (PEO100-
PPOgs-PEO100) > PPOrg7 = 40 (PEOs1-PPO40-PEOs1) > PPOrss = 29 (PEO76-PPO2o-
PEO7s), trong d6 nanogel GP-P123 ¢6 gia tri CGC do duoc nho nhat. Gia tri CGC co y
nghia trong viéc can bang su 6n dinh va phan phéi thuéc cua nanogel. Két qua nay ciing
chi ra rang cac hé nanogel dugc hinh thanh c6 ¥ nghia trong viéc sir dung lam hé chat

mang cac thude ky nuéc.
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Kha nang mang QU cua nanogel GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68 tang
twong g Vi tang ti 1& ghép pluronic, anh huong bai twong tac ky nudc va chi sé HLB
cua cac pluronic. HLB cang nho twong tng V4i Sy tang twong tac ky nudc trén chat mang
GP-P123 > GP-F127 > GP-F87 > GP-F68, cy thé: P123 (HLB = 8) < F127 (HLB = 22)
< F87 (HLB = 24) < F68 (HLB = 29), nanogel GP-P123 mang QU tbt nhat (hinh 3.21).
3.2.3. So sanh két qud phén tich cac nanogel GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68
mang QU

Bang 3.8. Kich thwéc cac hat nanogel truéc va sau khi tai QU

GP DLS (nm) PDI GP-QU DLS (nm) PDI
GP-P123 42,12 +£2,84 0,24 +0,03 GP-P123-QU 79,52 + 3,22 0,11 +0,05
GP-F127 68,61 + 4,25 0,23 + 0,06 GP-F127-QU 84,68 £ 5,27 0,15+ 0,07
GP-F87 78,42 £ 517 0,35+0,11 GP-F87-QU 92,88 +£5,24 0,22 £0,15
GP-F68 125,63 £ 4,72 0,41+0,15 GP-F68-QU 152,51 + 4,97 0,35+0,18
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Hinh 3.22. Anh TEM, dir liéu DLS cia cac nanogel GP mang QU
(GP-P123-QU (a) GP-F127-QU (b) GP-F87-QU (c) va GP-F68-QU (d))
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Két qua TEM va DLS (hinh 3.22 va bang 3.8) cho thay cau tric va su phan bé kich
thudce hat nanogel. Kich thuéc hat GP-QU ting dan theo chiéu ting cua gia tri CGC cua
GPs, tang tir 40 nm dén 120 nm. GP-P123 ¢6 kich thuéc TEM nhé nhat, phan b nhiéu
nhat tai gia tri 42 + 2,51 nm, tiép theo 1a GP-F127 véi gi4 tri phan bd tai 64 + 3,72 nm,
GP-F87 c6 kich thuéc 87 + 5,29 nm va GP-F68 cho kich thuéc 16n nhat véi gia tri phan
bé 16n nhét tai 122 + 2,93 nm. Gi4 tri DLS thu dugc ciing thong nhat véi két qua TEM.
Kich thudc hat thu duoc tir phuwong phap DLS c0 gia tri 16n hon so véi gia tri chup TEM
la do su hydrat hda cua cac phan tir nuée 18n bé mit hat. Cac hat nanogel véi kich thuéc
dudi 100 nm mé ra tiém ning wng dung dan chuyén thudc trong co thé vi ching cé thé
tranh bi dao thai ¢ than (dudi 10 nm), hoic tranh bi bat giit ¢ gan (I6n hon 100 nm)
[153]. Véi kich thuéc trung binh tir 42 nm dén 126 nm cac hé nano mang thudc c6 thé
dé dang tham nhap vao cac mo té bao ung thu bang phuong phap phan phéi thubc thu
dong thdng qua hién tuong ting tinh thim va tang hiéu qua luu giit ddc trung & cac md
ung thu. Tai hau hét cac mé khoe manh, kich thudc cac khe ha 16p ndi mé thanh mach
mau thudng nho hon 2 nm, cac khe hé ndy qua nho so véi kich thude cua chat mang
nanogel. Con tai mé ung thu, do sy phét trién cua cac té bao ung thu doi hoi sy ting sinh
mach mau, c&c vi mach mau maéi duoc hinh thanh tai cac mé ung thu va cé kich thudc
tir 100 — 800 nm. Do d6 cac hat nanogel mang thudc cé thé vuot qua dé dang va di vao
mo ung thu [70-72].

Xu hudng ting kich thudc hat nano cia GP mang QU ty Ié thuan véi chiéu ting
cua gia tri HLB cua pluronic, ciing 1 chiéu ting ctia nhém PEO ua nudc trong cau tric
vat liéu. HLB cang nho thi nhém ky nudc (PPO) cang nhiéu, khoang chira quercetin cang
I6n, cau tric hat nanogel s& dic hon, tron hon. Nguoc lai, nhém wa nudgc PEO cang
nhiéu, khong gian luu giir quercetin cang han ché, hat s& c6 kich thuéc 16n hon do su
anh huong cua moi truong nudc [154-156].

3.2.4. Khdo sdt khd nang nhda cham QU tir cac nanogel GP-P123, GP-F127, GP-F87
va GP-F68
3.2.4.1. Kha nang nha cham QU tuw cac nanogel GP
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Két qua giai phong QU tir hé nanogel pluronic (P123, F127, F87 va F68) va GP
cua ching cho thay kha ning nang hoa QU cua vat liéu nanogel GP (hinh 3.23). Sau 12
gid khao sat giai phong thuée, luong QU sir dung & dang tu do giai phong téi 75,65% va
giai phong hoan toan chi sau 24 gio. Trong khi d6 cac mau pluronic va GP khao sét cling

thoi gian cho thay tdc do nha QU cham hon rat nhiéu so véi mau QU tu do.
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Hinh 3.23. Két qua giai phong cia QU tir hé nanogel GP-QU
(Trong méi trirong sinh Iy pH 7,4 (37 £ 1 °C; n = 3). Céc thanh sai sé dai dién cho do
léch chudn va trung binh caia thi nghiém)

Hinh 3.23a thé hién téc do nha QU tir hé GP-QU, két qua cho thdy mau GP-P123
c6 t& d6 giai phong QU cham nhat va nhanh nhat 1a GP-F68, két qua nay kha phi hop
véi 1ap luan vé gia tri HLB va CMC cua céc pluronic, P123 ¢6 HLB thap nhat va chi s6
CMC nhé nhét nén kha ning nang hoa cao va tdc d6 giai phong cham nhat. Mat khéac,
két qua mang QU thuan lgi nhat con dugc giai thich bai gia tri thé Zeta cua vat liéu GP-
P123 c6 gia tri dwong 16n nhat trong cac vat liéu GP tong hop. Lép vo GP ¢6 tuong tac
Ky nudc trong nhan véi QU, ngoai ra con co tuong tac tinh dién gitra khung gelatin tich
dién duong va QU tich dién am [81].

Hinh 3.23b thé hién toc do nha QU tir cac hé mang, két qua giai phong QU cua vat
licu pluronic nguyén chat nhanh hon so véi GP. Trong cac pluronic, vat liéu mang tir
P123 c6 tdc d6 giai phong cham nhat. Dir liéu vé nha QU ciia cac pluronic tuong dong
véi két qua ciia GP tuwong ng, tirc 1a toe do giai phong cua ching tuyén tinh theo HLB,

CMC va thé Zeta. Dit liéu bang 3.4, 3.6 va hinh 3.23 cho thay rd quy luat. Khi gia tri
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CMC cang nhé thi kha nang vat liéu mang duoc tao tir pluronic tinh khiét va GP s& tu
dong lap rap tao cau tric micelle & nong d6 thap, ddng nghia vai sy 6n dinh cua ciu tric
micelle khi bi pha loang trong méi treong sinh ly cua nguoi. Véi gié tri CMC, HLB nho
nhat va gi4 tri thé Zeta duong I6n nhét, vat liéu P123 va GP-P123 t6 ra ¢ wu thé trong
trng dung nang héa va gitr thudc kéo dai (hinh 3.23). Gié tri CMC c6 Y nghia v6 ving
quan trong trong @ng dung nang hoéa thudc cua vat liéu micelle/nanogel, gié tri nay cang
thip chung to vat liéu cé thé ton tai dang cu trdc micelle/nanogel & ndng d6 lodng. Chi
s6 HLB lién quan dén do wa nudc — wa dau cua vat liéu, gia tri HLB cang cao vat lidu
cang dé dang hoa tan trong nuéc, va nguoc lai [81, 149].

Két qua thi nghiém giai phong QU cho thay sau khi dwgc nang hoa trong ciu tric
cua vat liéu nanogel, QU duoc bao vé tét hon trong moi trudng pH. Cac vat liéu GP va
pluronic trai qua 2 giai doan trong qué trinh nha thudc, giai doan dau xay ra trong vong
24 gio, cac mau giai phong luong QU kha nhanh nam trong khoang 50%, day 1a hién
tugng vat liéu mang giai phong thudc khdng can bang do su chénh léch nong do. Phan
ter QU nam trén khung Ge (boi luc tuong tac tinh dién) s& bi tac dong truc tiép bai moi
truong sinh ly, chdng s& nhanh chéng bi dao thai ra ngoai thong qua co ché kuéch tan
nham dat duoc ndng d6 can bang. O giai doan 2, lwong QU giai phdng chu yéu tir cac
phan tir QU dugc gitr bén trong cau tric micelle bang tuong tac ky nudc — QU nam trén
phan doan PPO cua pluronic va dugc khung Ge phia ngoai bao boc, vi vay QU dugc bao
vé boi 16p vo nén sé it bi tac dong boi méi treong. Mat khac, do 1a twong tac ky nudc
gitta phan PPO vai QU, nén ¢ giai doan 2 cua qua trinh giai phong QU, nhitng vat lidu
nano c6 khoang chtra Ky nudc 16n, phan doan PPO dai, chi sé HLB/CMC thap sé& c6 kha
nang nang hoa ciing nhu luu giit QU tdt hon, téc do giai phong s& cham hon. Va nhu da
trinh bay & bang 3.4, P123 c6 HLB thap nhat nén c6 kha nang tai duoc QU nhiéu nhat
va luu gitr QU lau nhat. Céc két qua khao sat su giai phong QU thong nhat vai cac nhan
dinh vé két qua nang hoa. Két qua noi bat thu dugc trong thi nghiém nay 1a khi két hop
véi Ge, cac pluronic tang kha nang nang hda va tang kha nang Iuu gitt QU. Trong cac
pluronic tinh khiét duoc khao sét, P123 c6 két qua mang va nha thudc tét nhat. Trong

cac mau GP, GP-P123 ciing cho két qua twong dong. So sanh két qua giira P123 va GP-
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P123 thi GP-P123 c6 kha nang tét hon. Diéu nay duoc giai thich do tuwong tac tinh dién
da giup tang tinh 6n dinh cAu tric caa mau khao sat. Cu thé, thé Zeta cua céc vat liéu GP
c6 gié tri dwong nhiéu hon s& c6 hiéu qua nang héa thudc 16n hon va tée d6 nha thude
cham hon. Két qua thi nghiém thu duoc n6i 18n kha ning cua ting pluronic va GP twong
{rng trong tng dung mang QU néi riéng va mang cac thudc ky nuée noi chung.

3.2.4.2. Bong hoc giai phong QU tir cac nanogel GP

Bang 3.9. Dir liéu giai phong thude dwoc biéu dién dwéi dang hdi quy gitra cac mod

hinh giai phong thuéc tir thwc nghiém va mét sé6 mé hinh déng hoc

(Zero-order, First-order, Higuchi va Power)

Cac mod hinh todn hoc cho dong hoc giai phong thuoc pH 7,4

Codng thuc
QU

Zero order First order Higuchi Power law

ko RZ k1 R2 kH Rz k n R2

Free QU 0,3095 0,8316 0,0748 05690 0,6191 0,7282 4,1572 0,2504 0,9547
P123 0,0584 08758 00478 06144 01368 0,8758 1,0822 10,3436 0,9823
GP-P123 0,0458 09019 0,0448 055873 0,0917 09019 1,0115 0,3007 0,9944
F127 0,0881 0,8386 00531 05631 01762 0,8386 1,0270 0,5658 0,9874
GP-F127 0,0754 0,8114 0,0511 05598 0,507 0,8114 1,5188 0,3475 0,9722
F87 0,0974 08419 0,0543 055577 0,2357 0,8419 12364 0,5284 0,9836
GP-F87 0,0818 0,8334 00521 055556 0,1635 0,8334 15312 0,3775 0,9770
F68 0,1058 0,8488 0,0554 0,6144 0,2529 0,8488 1,4228 0,5210 0,9913
GP-F68 0,0872 0,8549 0,0529 05503 0,743 0,8549 11,6723 0,3630 0,9826

Mau QU cho thay n = 0,25, co ché khong duogc xac dinh rd rang. Gia tri nay thap
hon tham chiéu dé xét kha niang khuéch tan Fickian.

Mau P123 ¢6 n = 0,34, gia tri nay nho hon 0,45, nén co ché giai phong QU tir hé
P123 lién quan Fickian, giai phong theo dang hinh cau (nanogel). Trong khi d6 céc
pluronic con lai ¢4 gia tri n 16n hon 0,5. Co ché giai phong la van chuyén khéng
phai 1 Fickian hoic di thuong, va co ché giai phdng thudc bi chi phéi bai sy khuéch tan
va d6 truong. Ty 1é khuéch tan va truong 1a twong dwong. Sy sap xép lai cac chudi

polymer xay ra cham va qué trinh khuéch tan ddng thoi gay ra céc hiéu ung di
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thuong phu thudc thoi gian. Piéu dic biét, cac mau GP déu c6 kiéu giai phong QU giéng
véi P123, giai phéng theo dang hinh cau lién quan dén Fickian [79, 132].

Tir két qua dong hoc giai phong QU cho thay duoc co ché giai phdng QU tir cac hé
nanogel. Pay 1a tién dé& quan trong cho cac nghién ctru sdu hon vé tién 1am sang va in
vivo trén dong vat.

3.2.5. So sanh khd ndang tec ché té bao ung thw ciia vit liéu nanogel GP-P123 va
GP-F127 mang QU

Céc thtr nghiém duoc tién hanh tai Phong thi nghiém Sinh hoc phan tir, truong Dai
hoc Khoa hoc Tu nhién TP. HCM, Viét Nam. Cy th¢, dong té bao ung thu via MCF-7 va
dong té bao ung thu ¢b tr cung HeLa ¢ ngudi duoc U trong cac dia 96 giéng véi mat do 5
x 103 té bao mdi giéng. Trong nghién ciru, phuong phap Sulforhodamine B (SRB) duoc
sir dung dé danh gia sy e ché ting trudng té bao ung thu cua cac mau nanogel GP khong
mang QU (GP-F127, GP-P123), QU dang tu do va QU dugc mang bai cac vat li¢u nanogel
GP (GP-F127/QU, GP-P123/QU) ¢ néng d6 100 ppm. Tir thi nghiém, nong d6 QU e ché
mét nira té bao ung thu (ICso) dugc xac dinh dé so sanh hiéu qua gay doc té bao va tim ra
vat liéu cd tiém ning tot nhat trong cac mau khao sat cho ung dung diéu tri ung thu.

Pé danh gia kha ning tc ché té bao ung thu cua QU truéc va sau khi dugc nang
hoa trong vat liéu nanogel GP, thi nghiém duoc tién hanh & ndng d6 100 ppm cac mau
GP-QU voi GP tich dién duong va mang luong QU cao nhat (GP-P123 va GP- F127).
Hinh 3.21 biéu dién két qua thir nghiém sang loc té bao ¢ 100 ppm cac mau véi 2 dong
té bao MCF7 va Hela. Mau vat liéu GP-F127 khdng gay tc ché tiang truong vai dong
ung thu vit MCF-7 nguoc lai GP-P123 thé hién kha niang wrc ché cao hon, c6 thé do P123
v6i phan Ky nugc nhiéu anh huong dén mang té bao. Cac két qua thir nghiém trén déu
chua dat dén ndng d6 1Cso. Vi mau GP khong cd kha ning gay doc (dwoc cau thanh tir
pluronic, nguyén liéu dugc FDA cho phép suir dung va gelatin — mot protein tuwong thich
sinh hoc cao), nén két qua thir nghiém véi vat liéu mang GP-P123 (chua c6 quercetin)
déu dudi 10%, tham chi vat liu GP-F127 con gitp tang sinh té bao ung thu MCF-7.
Ham luong QU duoc ¢ dinh gibng nhau trong cac miu khao sét ¢ gié tri 5%wt QU

duoc nang hda trong cac vt liéu. Két qua cho thiy QU duoc mang bai vat liéu GP-P123
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luén c6 kha ning e ché manh hon so voi GP-F127, vi vay, vat liéu GP-P123 duoc sir

dung trong thi nghiém xac dinh gié tri 1Cso trén 2 dong té bao MCF7 va Hela ciing nhu

Kiém tra doc tinh trén té bao lanh (danh gia kha ning twong thich sinh hoc cua vat liu).
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Hinh 3.24. Kha niing wc ché té bao ung thw cia hé nanogel mang QU
(MCF-7 (a), HeLa (b). Mdu mang QU, nong dg QU ludn cé dinh 5% so véi hat nanogel)
CAc gia tri thir nghiém duoc thé hién tai hinh 3.25, (ham lugng hoat chat QU trong
mau da duoc quy doi so voi QU tu do). Vi QU ty do nong do e ché té bao MCF7 1a
43,71 + 0,96 pM va té bao HeLa la 95,36 + 2,71 pM, cac két qua nay gan twong dong

Vi cac cong bé trude day trén 2 dong té bao ung thu [157, 158].
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Hinh 3.25. Kha niing wc ché té bao ung thu ciia QU trwdée va sau khi dwgc nang

hda Ién vat liéu nanogel GP-P123

((a): QU tw do va (b): QU duwoc mang trong hé GP-P123)
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Gia tri 1Cso giam khi QU khi dugc nang hoa trong vat liéu nanogel GP-P123, cu
thé, gia tri 1Cso ddi vai té bao MCF7 12 34,08 + 2,62 uM va té bao Hel a |4 45,83 + 1,13
UM. Do d6, c6 thé khang dinh d3 c6 sy anh huang tich cuc caa vat liéu mang dén kha
ning tc ché té bao ung thu cua quercetin, mic di cac gia tri sang loc té bao ung thu voi
vat liéu GP khdng mang quercetin déu khong thé hién doc tinh di nong do khao sat 1én
tGi 200 ppm. Gelatin véi cau tric amin c6 twong tac tt véi mang té bao, gilp bao vé hat
nanogel vurot qua duoc rao chin cua mang té bao tét hon, xam nhap vao noi bao.

Khao sat doc tinh té bao trén mé hinh in vitro da khang dinh vat liéu nanogel GP-
P123 c6 kha ning ting cudng hoat chat cia QU, nho tang kha ning phan tan trong moi
truong nudce, tang thoi gian luu giit. Cac két qua khao sat gilp dwa ra mot hé cac vat lidu
nano c6 kha nang tang cuong hoat tinh cia QU nai riéng va cac hoat chat sinh hoc noi
chung, mo ra tiém ning ung dung dan truyén céc loai thude, dic biét 1 cac loai thube
chéng ung thu.

3.3. Két qua khao sat nanogel GP-P123 & c4c ti 1é ghép khac nhau

Trén co so két qua tong hop va khao sat kha ning mang, nha thudc cua cac
copolymer ghép GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68 vai cung ty 1€, theo d6 GP-
P123 cho hiéu qua mang cao nhét va giai phong cham nhat hoat chat quercetin, ching
t6i tiép tuc tién hanh téng hop hé nanogel GP-P123 véi céc ti 18 ghép khéac nhau va khao
sat kha nang mang, nha thudc nham tim ra ti Ié t6i wu dé gan phdi tir hudng dich acid
folic, mang dong thoi hai loai thudc két hop (PTX, QU) thi nghiém in vitro va in vivo.

Céc copolymer GP-P123 dugc tong hop véi 4 ti 1é ghép 1a GP-P123(1:2); GP-
P123(1:4); GP-P123(1:6); GP-P123(1:8). GP-P123 thanh phan, cau tric caa san pham
duoc xac dinh qua cac két qua phan tich phd FT-IR va 'H-NMR.
3.3.1. Két qua phén tich thé Zeta va kich thwéc hat ciia nanogel GP-P123 ¢ cdc ti I¢
ghép khac nhau

Hinh thai, sy phan bé kich thudc hat cua nanogel GP-P123 ¢6 thé dugc quan sat
bang kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM) va phuong phap do phan tan dong hoc bang
laser (DLS).
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Bang 3.10. Kich thwéc cia nanogel GP-P123 do bing ky thuit DLS

B DLS (nm) PDI DLS (nm) PDI
Mau
25°C 37°C
GP-P123 (1:2) 50,9+1,73 045+0,03 4487+125 0,51+0,02
GP-P123 (1:4) 43 +1,28 0,36 £0,07 3237+132 0,35+0,09
GP-P123 (1:6) 53,7+£2,92 043+0,05 4757+248 0,47+0,08
GP-P123 (1:8) 792+£25 048+0,15 58,7+1,46 0,42%0,04
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Hinh 3.26. Két qua TEM (a) va Zeta (b) caa P123
Bang 3.11. Thé zeta va kich thwéc cia nanogel GP-P123 do bing ky thuat TEM

MAu TEM (nm) Thé zeta (mV)
Gelatin -- 21,53+0,31
P123 8,34 + 3,67 -8,79 £ 0,54
GP-P123 (1:2) 40,71 £ 5,52 12,17 + 0,67
GP-P123 (1:4) 30,75 + 4,29 9,1+0,17
GP-P123 (1:6) 45,19 + 5,17 3,0£0,1
GP-P123 (1:8) 55,24 + 4,69 8,13+ 04

Hinh thai va kich thudc cia mau nanogel duoc quan sat boi TEM va DLS (Bang
3.10, bang 3.11), cho thay céc hat ¢ dang hinh cau véi dudng kinh phan b6 trong khoang
40 — 55 nm (theo TEM) va 50 — 79 nm (theo DLS) ¢ 25°C. Két qua cho thay kich thuéc

hat nanogel GP-P123 16n hon so véi kich thudc caa micelle pluronic P123 nguyén chat
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(8,34 + 3,67 nm), chi ra rang khi P123 dugc ghép vao gelatin, & nong d6 CMC cac
copolymer tir ldp rap dé hinh thanh nanogel.

3.3.2. Két qud tong hop nanogel GP-P123 mang PTX va QU

3.3.2.1. Két qua tong hop nanogel GP-P123 & cdc ti 1é ghép khdc nhau mang QU
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Hinh 3.27. Két qua nang héa QU vao nanogel P123 va GP-P123
(EE: Hiéu qua mang QU va DL: Hiéu sudt tai QU DL)

Két qua khao sét céc gia tri EE va DL cua céc vat liéu pluronic P123 nguyén chat
va copolymer ciia né véi gelatin nang hda QU ¢ cac ty 1& ghép va nong do QU khac nhau
cling cho thdy quy luat bién thién gié tri gibng voi truong hop F127. Tuy nhién, voéi
P123, ty I¢ ghép (1:4) ciia GP-P123 cho gi4 tri t6i wu nhat, diéu nay hoan toan phi hop
véi thi nghiém khao sat kich thudc hat, thé Zeta va duoc giai thich 1a do cau tric P123
c6 phan Ky nuéc 1én va cong kénh hon rat nhiéu so voi F127, va khi tang ty 1& P123 vuot
qua gidi han, tinh chat cua P123 sé& Ian ap tinh chit cua gelatin, 1am triét tiéu anh huong
cua gelatin 1én dic tinh chung cta copolymer tong hop.

So sénh gia tri EE va DL, kich thudc hat, thé Zeta, ciia nanogel copolymer gelatin-
pluronic, c6 thé nhan thay vat liéu GP-P123 (1:4) cho két qua tt nhat. Vi vay, copolymer
GP-P123 ty I¢ (1:4) duoc lya chon cho céc thi nghiém tiép theo cua dé tai.
3.3.2.2. Két qud tong hop nanogel GP-P123 & cdc ti 1é ghép khdc nhau mang PTX
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Hinh 3.28. Két qua nang héa PTX vao nanogel P123 va GP-P123
(EE: Hiéu qua mang PTX (A) va DL: Hiéu sudt tai PTX (B))

Gia tri EE giam dan va DL tang dan khi ting nong d6 PTX trong khoang gia tri 0,5
- 3%. Muc tiéu chinh cua nghién ctru 1a huéng t6i giam doc tinh cua thude PTX, ting
thoi gian luu gilr, tang sinh kha dung va tang dd phan tan trong moi trueong sinh ly, vi
vay lugng PTX dugc nang hda mot cach tbi da hay gia tri DL cao khong phai 1a muc tiéu
quan trong nhat ciia dé tai. Thay vao dé, thong sd EE duoc quan tdm hon. Cac micelle
cua pluronic P123 tao voé boc cac thudc ky nudc trong cau trdc caa no, giir thude tranh
khoi co ché khang thudc cua té bao — mét trong nhirng nguyén nhan chinh gay ra su that
bai khi sir dung thudc diéu tri cac bénh ung thu.

Céc mau nanogel copolymer GP-P123 ¢ tat ca cac ty 1¢é ghép cho gia tri mang PTX
khong khac nhau trong khoang néng do PTX tir 0,5 dén 1,5%. Céac két qua dao dong gan
nhau va hiéu qua EE giam dan khi nong do PTX ting 1én. Pic biét, tit ca cac mau
nanogel ghép (GP-P123) déu cho két qua EE tét hon so v6i nanogel dugc tao boi P123
nguyén chat. Tt dit liéu ndy dan téi mot s6 nhan dinh, thi nhat, véi cau tric dai cé nhiéu
nhom ua nudce rat phi hop cho ciu tric hat nanogel vai vo chira gelatin va nhan l1a cac
phan ky nuéc cia phan doan PPO trong cau triic P123. Chinh cau tric vo-15i dic biét
nay ma PTX duoc luu giit tot hon so véi hat nano duoc tao boi P123 tinh khiét. Thi hai
|2 cau triic gelatin véi dién tich bé mat duong nén khi ghép véi P123 s& dan téi dién tich
cuia P123 bién doi dan tir gia tri dién tich &m vé gid tri dién tich duong tury thudc vao ty

I¢ ghép. Vi vay, vat liéu GP-P123 s€ twong tac tinh dién véi PTX bén canh su tuong tac
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Ky nudc. Két qua mang PTX thu duoc cling trong dong véi cac két qua mang QU duoc
thuc hién, diéu ndy gop phan cung cé virng chic hon nhitng két luan vé vat liéu GP duoc
téng hop theo quy trinh cua dé tai. Va ty 16 GP-P123 (1:4) ti wu nhét trong cac ty 18
khao sat cua P123.
3.4. Két qua tong hop va danh gia nanogel FA-GP-P123

Tur két qua mang thudc caa cac nanogel GP-P123, GP-F127, GP-F87 va GP-F68
Vi cac ti 16 ghép khéc nhau, cho thdy GP-P123 tét nhat, ching tdi lra chon GP-P123 dé
thir nghiém tiép theo
3.4.1. Két qud phén tich phé FT-IR ciia " HNMR ciia FA-GP-P123

GP-P123

FA

FA-GP-P123

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Tén s6 (cm™)
Hinh 3.29. Phé FT-IR cia FA-GP-P123

Hinh 3.29 cho thay xuat hién dong thoi cac tin hiéu dic trung cua folic acid (FA)
va GP-P123. Tin hiéu hap thu tai 1605 cm™, 1497 cm™ va 1466 cm™ ciia -C=C— vong
thom, tin hiéu duoc thu nhan tai 1512 cm-! caa N-H, chirng minh trong hé c6 FA. Bén
canh d6 c6 nhitng miii hap thu tai viing 1297,96 — 1659,05 cm'* dic trung cho dao dong
cuia cac amide bac 1, 2, 3 trén chudi gelatin, Pho hong ngoai FT-IR ching minh d téng
hop thanh cong FA-GP-P123.
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Hinh 3.30. Phé *H-NMR ciia FA- GP-P123
Ph6 'H-NMR cia FA-GP-P123 (hinh 3.30) cho thay su xuat hién cua ba miii cuc
dai tai 6 ~ 8,8 ppm (m), & ~ 7,4 ppm (k) va 6 ~ 6,7 ppm (L) dugc cho la cong hudng
proton thom dic trung caa goc folate. Bén canh céc tin hiéu caa gelatin va pluronic P123.
Tir cac két qua FTIR va 'HNMR khang dinh da tong hop thanh cong FA-GP-P123.
3.4.2. Két qud phan tich dic tinh ciia vit liéu nanogel FA-GP-P123
3.4.2.1. Két qua TGA ciia FA-GP-P123
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Hinh 3.31. Két qua TGA cia gelatin, P123, FA, GP-P123 va FA-GP-P123
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Di liéu phan tich nhiét trong lwong (TGA) gilip so sanh sy phan hay nhiét, d6 6n
dinh va do bén cua vt liéu tong hop va céac thanh phan nguyén liéu riéng 1é. Két qua cho
thiy c6 su khéc biét gitta dudng cong TGA cua cac mau khao séat (hinh 3.31). Su khac
nhau nay 1a mét trong nhirg co sé khoa hoc quan trong gidp khiang dinh qué trinh tong
hop thanh cong vat liéu dan truyén thuéc FA-GP-P123 tir cac nguyén liéu ban dau
(gelatin, pluronic, folic acid). Cu thé, pluronic P123 nguyén chat c6 mot budc giam khoi
lwong duy nhét tai khoang nhiét d6 xung quanh gié tri 410 °C, dit liéu nay pha hop voi
cac bao cdo trudc ddy lién quan dén sy phan hay nhiét caa polymer pluronic [81, 151].
Acid folic (FA) c6 2 giai doan giam khéi lugng, giai doan dau 1a sy mat nuéc dang tu
do c6 trong mau khao sét kéo dai tir 100 °C dén 150 °C, giai doan sau tir 200 °C — 700
°C, véi toe do giam khéi lugng dién ra cham, thé hién cau tric FA bi bién doi va phan
hity boi nhiét. Mau khao sat GP-P123 bi giam khéi luong Ion nhat trong pham vi nhiét
d6 trén 250 °C. Trong khi d6, mau FA-GP-P123 ¢6 2 giai doan giam, giai doan dau cham
va kéo dai tir 200 °C dén 375 °C, giai doan sau tir 375 °C dén 420 °C véi sy suy giam
khdi lwong nhanh chéng (70%). Cac dudng cong TGA cua cac nguyén liéu (gelatin,
pluronic P123, folic acid) cling nhu san pham tong hop (GP-P123, FA-GP-P123) c¢6 dang
khac nhau 13 co s khing dinh pluronic P123 gan thanh céng véi gelatin tao thanh GP-
P123 va acid folic (FA) gan thanh céng vao cau tric cia GP-P123 tao thanh cau tric
FA-GP-P123.
3.4.2.2. Két qua CMC ciia FA-GP-P123

Str dung iodine va phuong phap quang phd UV-Vis dé xac dinh sy hinh thanh
nanogel ciia copolymer ghép FA-GP-P123 thong qua gia tri ndng do tao gel t&i han
(CGC) trong nudc. Hinh 3.32 cho thay gi4 tri CGC cua copolymer FA-GP-P123 Ia
0,0046%wt, chi ra rang cac phan tir iodine bat dau hoa tan trong viing ky nudc PPO cua
cac pluronic P123 trong copolymer FA-GP-P123. Piéu nay cho thay, & nong do nay
copolymer ghép FA-GP-P123 da tu lap rap dé hinh thanh mang ludi polymer lién két
ngang dudi dang nano c6 cau tric gel (nanogel) c6 thé hoat dong nhu vat lidu c6 kha

nang mang cac loai thudc Ky nuéc twong ty nhu nanogel GP-P123.
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Hinh 3.32. Két qua CGC ciia FA-GP-P123

Gia tri CGC cua copolymer ghép FA-GP-P123 do dugc (hinh 3.32) cling 16n hon
so véi gia tri CMC cua P123 nguyén chat 12 0,0028 %wt, dic biét gia tri CGC caa FA-
GP-P123 thap hon so vi GP-P123. Két qua nay chi ra rang FA khi dugc ghép vao GP-
P123 s& lam ting phan ki nuéc cua polymer dan dén lam giam gia tri CMC cua dung
dich miu. Gi4 tri CGC thép ciing dong nghia v&i kha ning mang thudc c6 tinh Ky nuéc
cao. Do d9, vat liéu FA-GP-P123 c6 kha nang mang PTX/QU cao hon vat liéu GP-P123.
3.4.2.3. Két qua tong hop nanogel FA-GP-P123 mang QU
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Hinh 3.33. Két qua nang héa QU vao nanogel FA-GP-P123
(EE: Hiéu qua mang QU (A) va DL: Hiéu sudt tai QU (B)
Gia tri EE va DL cua vat liéu nanogel GP-P123 c6 gan thém folic acid (FA-GP-
P123) nang hoa QU ciing tuan theo quy luat bién doi khéng khac nhiéu so vai nanogel
GP- P123, gia tri toi uu nhat van la ty & FA-GP-P123 (1:4). Viéc gan phdi tar FA khéng
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anh hudng toi kha nang mang QU cua vat liéu va chi dong vai tro hudng dich cua vat
liéu 18n té bao ung thu.
3.4.2.4. Két qud tong hop nanogel FA-GP-P123 mang PTX
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Hinh 3.34. Két qua nang héa PTX vao nanogel FA-GP-P123
(EE: Hiéu qua mang PTX (a) va DL: Hiéu sudt tai PTX (b))

Hinh 3.34 thé hién két qua mang PTX cua nanogel tao bai copolymer FA-GP-P123
& céc ty 1& ghép khac nhau. Két qua thu duoc c6 su twong dong véi két qua mang PTX
cua nanogel GP-P123. Cu thé, gia tri EE giam dan va DL tang dan khi nong d6 PTX ting
trong khoang 0,5-3%. Va ty 1& Ge:P123 ¢ gi tri (1:4) cho két qua tét nhat. Cac micelle
cua pluronic tao vo boc luu trir cac thude ky nuée trong nhan ciu trdc caa nd, bao vé
thudc khoi nhiing tac dong khang thude cia té bao. Phéi tir folic acid (FA) dong mot vai
trd quan trong trong co ché phan phéi thudc dén cac muc tiéu can tri liéu. FA gilp cau
trac micelle lién két véi té bao/md cu thé, lién két dat biét véi cac thu thé muc tiéu trén
mang té bao ung thu. Thubc duge hudng dich, din dén hap thu ndi bao cao hon va giam
doc tinh cua hé thong, tranh that thoat thudc va gay tac dung phu I1én céc té bao lanh. Két
qua thu duoc véi cac thi nghiém khao sat & cac ty 16 QU va PTX don khac nhau cho thay
vt liéu nanogel FA-GP-P123 (1:4) l1a lya chon t6i wu cho cac thi nghiém chuyén sau vé
nang hoa va giai phong thudc trong tiéu diét té bao ung thu cua dé tai.
3.5. Két qua tong hop va danh gia nanogel FA-GP-P123 mang thudc PTX két hop
QU (FA-GP-P123/PTX/QU) Ién chudt mang khéi u
3.5.1. Khd ning mang PTX két hop QU ciia vit liéu nanogel FA-GP-P123
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Tur két qua khao séat thu dugc, copolymer FA-GP-P123 (1:4) dugc chon tng dung
mang hai loai hoat chét két hop c6 kha ning trj liéu ung thu 1a PTX va QU.
Bang 3.12. Két qua mang PTX va QU ciaa nanogel FA-GP-P123

_ Thé zeta Hiéu suat mang thuéc
Mau DLS (nm) TEM (nm)
(mv) (%EE)
QU PTX
FA-GP-P123 50,27 £ 0,4 40,9 £5,21 -15,13 + 3,59
FA-GP-P123/QU 84,43+£0,38 60,75 4,26 -195+£0,3 91,63+4,6
FA-GP-P123/PTX 50,87 £0,93 45,24 + 5,67 -20,53 £ 1,99 - 97,01 £ 2,05

FA-GP-P123/QU+PTX  84,03+29 62,36 + 5,22 -20,17 + 1,55 88,57 +£2,62 98,67 +2,38

Két qua thuc nghiém cho thy, d6i véi vat lieu mang mét loai thubc FA-GP-
P123/QU va FA-GP-P123/PTX hiéu suat mang thubc (EE) lan lugt dat xap xi 91,63%
va 97,01% ¢ 37°C. Hé nanogel mang PTX dong thoi két hop QU (FA-GP-
P123/PTX/QU) di nang hoa duoc 88,57% QU va 98,67% PTX. Két qua thu dugc mang
lai tiém nang 16n trong viéc két hop hai hay nhiéu loai thudc vi hiéu qua nang héa QU
va PTX khi két hop khong bi anh huong nhiéu so véi nang héa QU hay PTX don 1é.
Trong pham vi nghién ctu cia dé tai, vat lieu mang hai thuéc két hop FA-GP-
P123/PTX/QU dugc tng dung thir nghiém trén khéi u ung thu.

3.5.2. Khdo sdt khd néing nhd thuéc ciia FA-GP-P123/PTX/QU
3.5.2.1. Kha ndang nha chdm thuéc tir cdc nanogel FA-GP-P123

Céc nghién ctiru nha cham thudc in vitro rat quan trong, gitip danh gia hiéu qua cua
cac hoat chat chong ung thu thdng qua tiém tinh mach. Cac nghién cau nham danh gia

kha ning giai phdng, phan tan on dinh va kéo dai sinh kha dung thudc cua vat liéu mang.
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Hinh 3.35. Két qua giai phong QU (a) va PTX (b) tir vt liéu nanogel FA-GP-P123

Hinh 3.35 (a) thé hién két qua giai phong QU. QU tu do bi phong thich hoan toan
sau 12 gio trong méi trudng sinh Iy pH = 7,4. Trong méi truong pH = 5,5, QU bi két tuaa,
qué trinh phdng thich két thic tai thoi diém 12 gio voi hon 65% lugng QU. Khi duoc
gan vao vat lidu nanogel FA-GP-P123, QU khdng nhiing khong bi két tia ma con phéng
thich nhanh hon trong méi trudng pH = 5,5 (méi trudng gidong véi mdi truong cua khoi
u ung thu) so v&i mdi trudng pH = 7,4, gilp cho viéc tiéu diét cac té bao ung thu tét hon.

Nanogel FA-GP-P123 cho thiy qua trinh giai phong QU dién ra trong hai giai doan

dic trung, phong thich nhanh ban dau sau khi khuéch tan qua mang va phéng thich cham,
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6n dinh ¢ giai doan sau. Téc d6 phong thich nhanh ban dau c6 thé 1a do thudc roi hat
mang tir bé mat nanogel, trong khi su phong thich cham giai doan sau 1a két qua cua viéc
giai phong thube dugc duy tri tir phia trong nhan cua cac micelle. Bén canh do, twong
tac ky nudc két hop tuong tac tinh dién gitta nanogel FA-GP-P123 (dién tich duong) va
thudc (dién tich am) 1am cho thuéc duoc chira chi yéu vao nhan bén trong cua hat
nanogel. Cac nghién ctu vé giai phong thudc in vitro cho thay qué trinh van chuyén
thudc ra khoi cau tric hat nanogel FA-GP-P123 tuan theo co ché kiém soat khuéch tan.
Luong QU c6 trong nanogel FA-GP-P123/QU dugc phong thich véi lwong 16n hon so
véi FA-GP-P123/PTX/QU. PTX c6 trong nanogel FA-GP-P123/PTX/QU giai phong rat
nhanh trong khi QU nha cham, chi khoang 60% & pH = 5,5 va 50% ¢ pH = 7,4.

PTX dang ty do ¢ ca 2 méi trudng dém PBS pH = 7,4 va 5,5 déu dugc phong thich
trudc 12 gio. Tuy nhién, nho ¢ sy bao vé cua hé nanogel FA-GP-P123 nén cung mot
gia tri thoi gian, luong PTX duoc nang hda trong cac mau FA-GP-P123/PTX va FA-GP-
P123/PTX/QU phdng thich cham hon (<50%). Nhin chung, c4&c mau nha thuc nhanh
trong khoang thoi gian tir 0 — 12 gior khao sat dau tién. Sau d6, thudc duoc phéng thich
cham vaéi toc do on dinh. Két qua cho thiy PTX duoc phéng thich nhanh hon & moi
truong dém pH 5,5. Bic biét voi mau FA-GP-P123/PTX/QU, chi sau 48 gid véi moi
truong pH = 5,5 luong thube da dugc phong thich hét, trong khi ¢ diéu kién pH = 7,4
can t&i 72 gio. Kha nang nha cham trong 72 gid véi pH = 7,4 va nhanh ¢ pH 5,5 ¢6 y
nghia to 16n trong viéc van chuyén thudc hudng dich dén té bao ung thu.

Mau FA-GP-P123/PTX phong thich thudc cham nhat khi can téi 96 gio dé 90%
PTX duoc phéng thich trong méi trudng pH 5,5 va 85% trong méi truong pH = 7,4. Két
qua nay duoc giai thich do c6 hai twong tac tinh dién cua nhom (-NHa*) trén cau tric
gelatin va twong tac ky nuéc caa P123 dong vai trd chinh trong viéc hinh thanh cau tric
hat nanogel, ngoai ra, con c6 thém tuong tac tinh dién cua FA (-NH2*). Nho vay, cau
trdc hat nanogel bén viing hon. Bén canh d6, gelatin ¢6 kha ning khac phuc dic tinh
kém tan trong nudc va tinh kém than thién véi té bao cia P123, tir d6 c6 thé lam ting
tinh twong thich sinh hoc cia vat liéu mang thubc véi té bao. Viéc gan thém tac nhan

hudng dich FA s& gitp ting kha ning van chuyén PTX xuyén bao, dong thoi ting kha
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ning hap thy trén cac té bao ung thu von giau cac thy thé cua FA, do dé hat nanogel
mang thudc duoc van chuyén dén cc co quan d6 nhanh hon. Cac két qua khao sat kha
ning phong thich PTX cua vat lieu FA-GP-P123 mang don va da thudc, cho thiy thay
tiém ning (ng dung vat liéu FA-GP-P123 trong linh vuc y sinh.
3.5.2.2. Bdng hoc gidi phéng thuéce tir nanogel FA-GP-P123

Bang 3.13. Két qua ddng hoc giai phdng QU cia nanogel FA-GP-P123

Céac mb hinh toan hoc cho ddng hoc giai phéng thuoc QU

Cong thae QU Zero order First order Higuchi Power law
ko R? k1 R? ki R? k n R2
Free QU 0,0935 0,2054 0,0280 0,2343 0,2601 0,2054 15,8300 0,0131 0,9626
(pH 5,5)
Free QU 0,3095 0,8316 0,0748 0,5690 0,6191 0,7282 4,1572 0,2504 0,9547
(pH 7,4)
FA-GP-P123/QU  0,0969 0,8898 0,0281 0,7692 0,2317 0,8898 2,2708 0,2156 0,9726
(pH 5,5)
FA-GP-P123/QU  0,0684 0,8637 0,0419 0,7922 0,2421 0,8637 0,9662 0,4974 0,9595
(pPH7.4)
FA-GP-
P123/PTX/QU 0,0970 0,7970 0,0283 0,6786 0,1939 0,7970 2,5172 0,2188 0,9757
(pPH 5,5)
FA-GP-
P123/PTX/QU 0,0597 0,8943 0,0337 0,8189 0,1194 0,8943 0,9432 0,3462 0,9712
(pH 7,4)

Su 6n dinh cau tric hat nano 1am cho su 6n dinh cé4c hat d6 trong méi trudng mau,
ngan chin su phéng thich thude va 1am tang thoi gian luu thong trong co thé. Tuy nhién,
diéu nay tra thanh thach thirc dé giai phong thudc tir cac micelle on dinh tai c&c vi tri cu
thé. Nhin chung, yéu cau dit ra ddi véi cau tric hat phai duoc thu gon, ¢6 kha ning gitr
va can tro thudc giai phong khi duoc nang héa trong ciu tric hat 6n dinh. Do d6, diéu
quan trong 1a phai c6 mot co ché kich hoat cd thé diéu khién su nha thudc tir cac vat lidu
mang (c&c hat nano) 6n dinh tai vi tri muc tiéu.

Mau QU cho thay n = 0,2504 (pH = 7,4) va n = 0,0131, co ché khong dugc Xac
dinh rd rang. Gia tri ndy thip hon tham chiéu dé xét kha niang khuéch tan Fickian. QU
cd su phdng thich nhanh chong khoi mang khao sat va anh huong boi pH trong moi

truong giai phong.
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Mau FA-GP-P123/QU (pH 5,5) ¢ n = 0,2156, gia tri nay nhé hon 0,45, nén co
ché giai phong QU tir hé P123 lién quan Fickian, giai phong theo dang hinh cau
(nanogel). FA-GP-P123/QU (pH 7,4) c6 n= 0,4974 viéc giai phong thudc bi chi phdi
bai su khac biét. Téc do van chuyén hoic khuéch tan trong dung mdi 16n hon nhiéu so
véi qué trinh gidn chudi polymer. Can bang cua su hap thu trén bé mat tiép xuc cua hé
théng polymer dién ra nhanh chong, dan dén cac diéu kién cua cac lién két phy thuoc
vao thoi gian. Bong hoc cua hién trong nay duoc dic trung boi do khuéeh tan. Mau FA-
GP-P123/PTX/QU (pH = 5,5 va pH = 7,4) cd n tir 0,2188 — 0,3462 cho thiy co ché giai
phong 1a su khuéch tan Fickian [79, 132].

Bang 3.14. Két qua ddng hoc giai phong PTX cia nanogel FA-GP-P123

Cac md hinh toan hoc cho dong hoc giai phong thudc PTX
Zero order First order Higuchi Power law

Cong thirc PTX

ko R2 k1 R2 kH R2 k n Rz

Free PTX (pH5,5) 1,0018 0,9534 0,2504 0,8612 2,0037 0,9534 3,0576 0,4468 0,9903
Free PTX (pH7,4) 1,2622 0,9525 10,3169 0,8525 2,5244 0,9525 3,7223 0,4072 0,9901

FA-GP-P123/PTX
(PH 5.5)

FA-GP-P123/PTX
(PH 7.4)

0,1346 0,8801 0,0331 0,7203 0,2691 0,8801 1,6048 0,4563 0,9459

0,1197 0,9359 10,0541 0,7580 0,3627 0,9359 1,0327 0,5135 0,9579
FA-GP-

P123/PTX/QU 0,2632 0,9031 10,0668 0,7704 05265 0,9031 0,8167 0,8131 0,9769
(pH 5,5)
FA-GP-

P123/PTX/QU 0,1607 0,9464 0,0415 0,8091 0,3214 0,9464 0,9958 0,5675 0,9826
(pH 7,4)

MA&u PTX cho thdy n = 0,4072 (pH 7,4) va n = 0,4468 (pH = 5,5), nén co ché giai
phong PTX lién quan Fickian, khuéch tan nong do theo thoi gian

Mau FA-GP-P123/PTX (pH =5,5) ¢6 n = 0,4563 va FA-GP-P123/QU (pH = 7,4)
c6 n =0,5135. Co ché giai phong 1a van chuyén van chuyén bat thuong [79, 132].

MAu FA-GP-P123/PTX/QU (pH = 5,5 va pH = 7,4) c6 n Ian luot Ia 0,8131 va
0,5675 md hinh 1a van chuyén khong phai 1a Fickian hoic di thuong, va co ché giai

phéng thudc bi chi phdi bai sy khuéch tan va do truong. Ty Ié khuéch tan va truong 1a
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tuong duong. Su sip xép lai cac chudi polymer xay ra cham va qua trinh khuéch tan

ddng thoi gay ra cac hiéu tng di thuong phu thudc thoi gian.

3.5.3. Két qud ddnh gid in vitro hiéu qud tiéu diét té bao ung thw ciia nanogel FA-GP-

P123 mang thuéc

3.5.3.1. Két qud ddnh gid in vitro tinh twong thich sinh hoc cia nanogel GP-P123
Trong pham vi nghién ciru cua dé tai, doc tinh té bao caa vat liéu GP-P123 da duoc

kiém tra bang cach sir dung té bao lanh (nguyén bao soi cua nguoi). Nguyén bao soi

duoc 1 truc tiép véi GP-P123 (100 ppm), CPT (dbi chiung duwong, 3 pg/mL), DMEM

(mAu trang) va nudc (d6i chung &m tinh) trong 4 va 48 gio.

u]“..u - o CPT O Water O GPI123
140 4 _ns
120 + e I :
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GPIY Waker (|

Hinh 3.36: Két qua khao sat doc tinh té bao cia nanogel ghép GP-P123
(- (8): Phan tram tang sinh nguyén bdo soi trén méi trirong GP-P123,
nudc va Camptothecin (CPT) ¢ cac khoang thoi gian khac nhau;
- b): Hinh anh huynh quang ciza AO/PI cac té bao dwoC 1 Véi doi
chitng dm, doi chitng dirong va GP-P123 llc 48 gio)
Nhu thé hién trong hinh 3.16(a), kha ning séng s6t cua té bao di giam 9 1an véi
mau d6i chimg duong, trong khi nguyén bao soi dugc xir Iy bang GP-P123 (p = 0,02012
< 0,05, 4 gio so vai 48 gio) va nuac (p = 0,02062 <0,05, 4 gio so vai 48 gio) da tang Ién
dang ké. Ty Ié song sot ciia nguyén bao soi dugc u véi vat lisu GP-P123 twong tu nhu

mau d6i ching am & ca hai thoi diém nubi ciy duoc thiét ké (4 gio, p = 0,98097 va 48
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gio, p = 0,98934), két qua nay cho thay vat liéu nanogel GP-P123 c6 kha ning twong
thich sinh hoc tét. Anh huéng cua vat liéu GP-P123 di véi kha ning ton tai cua té bao
sgi cling dugc Xac nhan thong qua phuong phap nhudém kép Acridine da cam (AO) va
propidium iodide (PI). Sy phat trién cua cac nguyén bao soi duoc quan st thiy sau 48
gid u véi vat lieu GP-P123 & ndng d6 tuong tu 100 ppm. Déi ching duong thé hién ca
huynh quang d6 va huynh quang xanh & vi tri nucleolus (hinh 3.16(b)), cho thay hiéu
suit tiéu diét t& bao 16n cua Camptothecin (CPT). Hoat dong ctia AO 13 rang hon trong
khi PI duong nhu bi giam bét trong céc giéng duoc o vi GP-P123 va nudc. Noi céch
khéc, nhitng nguyén bao soi nay phat trién tét. Ngoai ra, mat do té bao trén GP-P123
khong thé bi danh gia 1a khac biét khi so sanh voi ddi ching 4m. Hon nita, hinh théi caa
cac té bao nguyén bao soi la bat thudng trong trudng hgp CPT trong khi chung duoc duy
tri hinh thai va kha ning két dinh trong trudng hop cua GP-P123, twong tu nhu dbi chitng
am. Cac két qua kiém tra kha ning séng cua té bao va nhuém duya trén hinh thai hoc cho
thdy GP-P123 la vat liéu mang thudc tiém nang ma khong cd bat ky tac dung phu nao.
3.5.3.2. Két qua danh gid in vitro hiéu qua tiéu diét té bao ung thuw MCF-7 cia
nanogel FA-GP-P123 mang PTX va QU
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Hinh 3.37: Kha niing @c ché sy phat trién té bao ung thw MCF-7 cia QU tw do va
QU dwgc nang hoa béi vat li¢u nanogel
(+ n = 3, trung binh £ S.D., ANOVA mét chiéu duwoc sir dung dé phan tich thong ké.
+* P <0,05, **P <0,01, *** P <0,001 va ns P> 0,05 dwoc Su dung dé chi su khac
biét 6 y nghia thong ke).
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Phan tich dit liéu trén hinh 3.37 vé gia tri 1Cso va phan tram @c ché su phat trién
cua té bao ung thu MCF-7 cua cdc mau QU tur do va QU dugc mang trong hé GP-
P123/QU, FA-GP-P123/QU, GP-P123/PTX/QU, FA-GP-P123/PTX/QU. Két qua cho
thay gia tri 1Cso giam khi QU dugc mang bai cac vat liéu nanogel gelatin-pluronic, céc
mau déu cho gié tri khac biét. QU dang ty do va QU trong GP-P123/QU (P= 0,00394
<0,01) c6 sy khac biét Ion, chang to kha niang wc ché té bao MCF-7 caa QU ¢6 hiéu qua
hon khi duoc mang bai vat liéu. Trong khi dé & mau GP-P123/QU va FA-GP-P123/QU
(P=0,05849 > 0,05) gia tri thu duoc c6 su khac biét khdng dang ké, khéng c6 c6 y nghia
thong ké, vi vay tac nhan hudng dich FA khong dong gop vai tro trong trueong hop nay.
Gia tri 1Csp giam xudng khi c6 tac nhan hudng dich FA va két hop hai loai thudc QU va
PTX trong cau tric. Gitra FA-GP-P123/QU va GP-P123/PTX/QU (P= 1,905x10° <
0,001), gi4 tri khao sat cho thay su khéc biét c6 y nghia théng ké, cu thé, nong do 1Cso
cia GP-P123/PTX/QU la 1,22293 + 0,12684 uM trong khi gia tri 1Cso cia FA-GP-
P123/PTX/QU 14 0,72783 £0,11647 uM (P=0,0078 <0,01), diéu nay khang dinh vai trd

tich cyc cua tac nhan hudéng dich FA trong cau tric vat liéu FA-GP-P123.
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Hinh 3.38. Kha ning wc che sw phat trien te bao ung thw MCF-7 caa PTX tw do

va PTX dwoc nang héa béi vat li¢u nanogel
(n = 3, trung binh + S.D., ANOVA mét chiéu duwroc sir dung dé phan tich thong ké. * P <0,05,
**¥ P < (0,01, **¥* P < 0,001 va ns P> 0,05 phan anh sw khac biét ¢é y nghia thong ké).
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Hinh 3.38 cho thay gi4 tri ICso ting dan khi PTX dugc mang bai vat liéu nanogel
téng hop, gilp giam doc tinh cua PTX so véi PTX dang ty do. PTX va GP-P123/PTX
(P = 1,694 x10° < 0,001) cho gia tri c6 su khéc biét rat 16n, chirng to hiéu qua tich cuc
cua vat liéu mang GP-P123. Mau GP-P123/PTX va FA-GP-P123/PTX (P= 0,0788 >
0,05) cho su khac biét khong dang ké, khéng c6 ¥ nghia thong ké, do d6 FA khong dong
vai tro trong trudng hop nay. Nong do ICso cua GP-P123/PTX/QU la 43,28514 +
4,48935 nM trong khi d6 ICso cia FA-GP-P123/PTX/QU la 25,7612 + 4,12227 nM
(P=0,0076 < 0,01), su khac biét 16n, khang dinh vai trd tich cuc cua phdi tir huéng dich
FA trong cau trdc vat liéu mang.

Tir céc két qua in vitro trén dong té bao MCF-7 cho thay tiém ning tng dung cua
hé nanogel FA-GP-P123 c6 chitc nang huéng dich tiéu diét té bao ung thu ciing nhu
giam doc tinh cia PTX, ting sinh kha dung cua thudc va ting cuong hiéu qua diéu tri
cua thudc.
3.5.3.3. Két quad danh gid in vitro hiéu qua tiéu diét té bao ung thw HeLa ciia nanogel
FA-GP-P123 mang PTX va QU
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Hinh 3.39. Kha niing ¢ ché sw phéat trién té bao ung thu HeLa cia QU tw do va
QU dwgc nang hoa béi vat li¢u nanogel
(n = 3, trung binh = S.D., ANOVA mét chiéu duwroc sir dung dé phan tich thong ké. * P <0,05,
**% P < (0,01, *** P <0,00 va ns P> 0,05 phdan anh suw khac biéz ¢é y nghia thong k8).
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Trong thi nghiém nay, cac mau duoc quy d6i vé cling ndng do hoat chat (QU/PTX)
nham so sénh kha ning tc ché té bao ung thu giita thudc ty do va vat liéu mang nanogel
gelatin-pluronic. Dit lidu phan &nh trén hinh 3.39 1 gi4 tri 1Cso va phan trdm t&c ché sy
phat trién cua té bao ung thu HeLa ctia cac mau QU tu do va QU dwgc mang trong hé
GP-P123/QU, FA-GP-P123/QU, GP-P123/PTX/QU, FA-GP-P123/PTX/QU. Két qua
thu duoc cho thiy kha ning séng sot cia té bao ung thu giam manh béi cac mau GP-
P123/PTX/QU, FA-GP-P123/PTX/QU & ndng d6 thap hon nhiéu, trong khi cac mau con
lai can lugng thude twong duwong nhau dé co dwoc ciing mot gia tri phan tram @c ché.
Gia tri 1Cso giam dan khi QU duoc nang hda vao vat liéu mang nanogel cua copolyme,
gia tri thu duoc tir cac mau khao sat déu co sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké. Két qua
thu duoc gitra QU dang ty do (ICso > 90,0 M) va GP-P123/QU (ICso chi gan 45,0 uM)
(P = 0,0002 <0,001) c6 su khac biét rat 16n, ching to kha nang e ché té bao Hela caa
QU khi duoc mang bai vat liéu copolyme ghép tdt hon.
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Hinh 3.40. Kha niing wc ché sy phat trién té bao ung thu HeLa ciia PTX tw do va
PTX dwoc nang hoa béi vat liu nanogel
(n = 3, trung binh + S.D., ANOVA mét chiéu duoc sir dung dé phan tich thong ké. * P <0,05,
** P <(,01, *** P <0,001 vansP>0,05chisykhac biét cé y nghia thong k).
Dit liéu tir hinh 3.40 cho thay gi4 tri ICso tang dan khi PTX dwugc mang vao cac
vat liéu mang nanogel, cac mau déu co su khac biét thong ké so véi PTX tu do, ching
t6 PTX duoc giit trong cau tric hat nanogel. Diéu nay rat c6 ¥ nghia khi PTX (mét thudc

diéu tri ung thu c6 nhitng tac dung phu Ién cac té bao lanh trong co thé) giam tiép xlc
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truc tiép nén lam giam doc tinh ciia PTX, va c6 kha ning nha cham, dan dén ting hiéu
qua diéu tri vi gitta PTX va GP-P123/PTX (P = 3,6965x10® < 0,001) cho két qua khac
biét 16n. Khi c6 tac nhan hudng dich FA, gia tri I1Cso cua vat liéu mang hai loai thudc
FA-GP-P123/PTX/QU giam xudng con khoang 38,0 nM so véi GP-P123/PTX/QU),
khoang 47,0 nM. Biéu nay chitng minh hiéu qua hudéng dich cua FA trong vat liéu mang.
3.5.4. Két qud ddnh gid in vivo higu qud tiéu diét té bao ung thw ciia nanogel FA-GP-
P123/PTX/QU

Trén co sé tham khao nhiéu cong bé trén thé gisi vé hudng sir dung cac hé nano
dan truyén thudc PTX ciing nhu cac két qua kiém tra té bao, nhém nghién ctu thiét lap
4 nghiém thac thir nghiém nhu sau:

+ Nghiém thizc 1: Chugt mang khéi u dueoc tiém nwéc mudi sinh ly (@éi ching).

+ Nghiém thizc 2: Chugt mang khéi u duroc tiém thuéc PTX (2,5 mg/kg chugt)

+ Nghiém thic 3: Chugt mang khéi u dueoc tiém thuoc PTX (2,5 mg/kg chugt) két
hop QU.

+ Nghiém thizc 4: Chugt mang khoi u duroc tiém nanogel FA-GP-P123 mang PTX
(2,5 mg/kg) két hop QU.
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Hinh 3.41. Kich thwéc khdi u tai cac thoi diém NO, N7 va N14
((A): Nghi¢m thizc NaCl 0.9%; (B): Nghiém thuic PTX; (C): Nghiém thic PTX-QU;
(D): Nghiém thizc FA-GP-P123/PTX/QU)

Chuét suy giam mién dich duoc ghép té bao ung thu MCF-7 ¢6 ngudn gbc tir ngudi
bang céch tiém 1,5*107 té bao/con vao vi tri dudi da ving lung chudt. Sau 2 — 3 ngay
tiém té bao, c6 thé nhan thay su xuét hién khdi u ran, cting, g 1&n khoi 16p da tai vi tri
ghép. Khéi u sau do tiép tuc phat trién rd va ting dan thé tich trong sudt thoi gian tir ltc
bit dau tiém té bao cho dén khi két thic thi nghiém. Sau qué trinh gay tao khdi u, tién
hanh chon nhitng chudt véi yéu cau thé tich khéi u 16n hon 50 mm3, khéi u rd, 6n dinh,
dé do kich thudc va co thé quan sat bang mat. Xét vé thé trang, tat ca chuot c6 hién tuong
xU 16ng, sut can nhe trong 4 ngay dau nhung sau d6 cin ning tang trd lai va 6n dinh cho

dén giai doan tiém thudc thi nghiém diéu tri. Khdi u tao thanh dugc danh gia mé hoc.
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e il f,‘"
Hinh 3.42. Hinh thai té bao trong mé khoi u cit lat
(Nhugm hda mé mién dich bang khang thé SOD2 (Sigma-Aldrich Co. LLC))

So sé&nh cau tric md hoc cua khdi u thu nhan dugc tir md hinh chudt mang
khéi u (hinh 3.42A-B) véi mau nhudém cua khéi u gom cac té bao ung thu v tir ngudi
(hinh 3.42C), tai thu vién The Human Protein Atlas cho thay két qua twong dwong
nhau: Té bao chit dam dic (mau nau), cac nhan té bao cd mau tim, cho thdy md hinh

khéi u cy tao c6 thanh phan chiém da s6 14 cac té bao ung thu c6 ngudn gbc tir ngudi.

—— —

Nguyén bao soi

é o g the =
Mach mau
Hinh 3.43. So sanh hinh thai khéi u trwéc va sau khi gay tao
((A) Hinh thai khoi u ban d@au; (B) M6 khai u c6 6 té bao ung thu; (C) Ving nguyén bao
Soi €6 Mach mdu dwegc hinh thanh, bao quanh khdi u)
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Phan tich mau cat 14t md nhuém H&E & vat kinh 4x (hinh 3.43A), cho thay trong
khdi u & chudt co thanh phan té bao ung thu MCE-7, té bao m&, té bao nén, nguyén bao
soi. Trong khéi u chuot xuét hién nhiéu 6 té bao ung thu bat mau tim dam (hinh 3.43B)
va ¢ nhiéu mach méau xam nhép trong mé (té bao hdng cau hién dién nhiéu trong long
mach) dé nudi té bao ung thu va gitp khdi u phat trién, ting thé tich (hinh 3.43C). T
d6, cho thay khdi u phi hop dé danh gia kha ning tiéu giam khdi u cua céc loai thude
chia PTX va QU.

—v— NaCl 0.9% —=— PTX —s— PTX+QU —+— FA-GP-P123/PTX+QU
80
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40 '
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Hinh 3.44. Hiéu qua tac déng caa cac cong thirc thudc 18n thé tich khéi u

Hinh 3.45: Hinh dang dudi chudt cia cac nghi¢m thuc
((A): Nghiém thizc mugi sinh Iy NaCl 0,9%; (B): Nghiém thizc PTX; (C): Nghiém thirc
PTX+QU; (D): Nghiém thirc FA-GP-P123/PTX/QU))
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Tir qué trinh quan sat khéi u & cac thoi diém khao sat (hinh 3.41), biéu d6 tac dong
cuia cac cong thirc thude I8n thé tich khdi u duoc thiét 1ap. Theo hinh 3.44, nghiém thic
dbi chizng NaCl 0,9% c6 su ting dan thé tich khéi u qua cac ngay thi nghiém, tir N1
(ngay thir nhat) dén N14 (ngay thir 14), thé tich khéi u ting 13 65,66 + 9,9%.

Déi véi nghiém thac st dung PTX dang tu do, dén ngay tht 5 cia qué trinh thir
nghiém, mot con chudt & mé hinh nay bi chét. Khdi u cé biéu hién ting giam khdng on
dinh, nhung nhin chung thi thé tich vin giam duoc 78,93 + 8,18% sau 14 ngay thi
nghiém. Tuy nhién, viing dudi ctia chudt ¢é biéu hién sung viém va hoai tir (hinh 3.45B).
C6 thé nhan dinh rang kha nang phan phdi thudc téi vi tri khdi u khong cao, dong thoi
gay doc manh toi hé mién dich caa chuot.

Déi v&i nghiém thuc sir dung két hop PTX+QU & dang tu do, & ngay thi nghiém
N5 (ngay tht 5) va N7 (ngay tha 7), hai con chudt trong mo hinh nay chét, thé tich khoi
u giam 86,92 + 6,7% sau 9 ngay. Tuy nhién, cd biéu hién tang sinh khéi u sau d6, nhung
khong cao, sau 14 ngay thé tich khéi u chi giam dugc 83,94 + 8,15%, chudt ciing bi viém
sung dudi & ving chich nhung khong xuat hién dau hiéu hoai tr (hinh 3.45C). Khi két
hop QU véi PTX, hiéu qua diéu tri cao hon nhiéu so véi sir dung don thudc PTX, tuy
nhién lai c6 biéu hién khang thudc 1am giam hiéu qua diéu tri.

Sau cuing, véi nghiém thac nanogel FA-GP-P123 mang hai thuéc két hop PTX va
QU, thé tich khéi u giam t6i 94,20 + 5,9% sau 14 ngay thir nghiém va chuot kndng xuat
hién sung viém & ving duéi, noi chich thudc, déng thai c6 mot con trong nhdm cé khéi
u bi triét tiéu sau 14 ngay (hinh 3.41D). Ving dudi ctia chudt khdng c6 biéu hién sung
viém hay hoai tir nhur 2 nghiém thtc thude tu do (hinh 3.45D). So sénh cac két qua thi
nghiém cho thay, vat liéu nanogel FA-GP-P123/PTX/QU c6 thé gop phan ting hiéu qua
tidu diét khdi u va giam dang ké tac dung phu gay doc cua thudc. Hon thé nira, khi diéu
tri bang hé nanogel FA-GP-P123/PTX/QU gilp chudt hdi sirc nhanh hon so véi khi st
dung thudc tu do. Két luan nay duoc khang dinh thong qua biéu do theo ddi khéi lwong
chudt qua cac ngay thi nghiém. Ddi véi cac nghiém thirc thude tu do PTX va PTX+QU,
khdi luong chudt giam manh trong 14 ngay, trong khi d6 & nghiém thic thudc 1a hé
nanogel FA-GP-P123/PTX/QU khéi lwong co thé chudt bat dau ting cao & ngay thir 12
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(hinh 3.46). Khéi luong chudt & nghiém thire NaCl 0,9% ludn cao hon so véi cac nghiém
thirc khéc, su khac biét nay c6 y nghia théng ké so véi PTX tu do. So véi PTX, nghiém
thac PTX+QU c6 khéi lugng chudt thay d6i khdng cé y nghia thong ké ( ngay 12, p =
0,1048; ngay 13, p=0,1589; ngay 14, p = 0,1744). Nhung so v&i PTX, nghiém thuc FA-
GP-P123/PTX+QU c6 khéi lwong chudt thay doi co ¥ nghia thdng ké ¢ ngay 13 va 14
(p = 0,0355 va p = 0,0224). Diéu ndy chang té hiéu qua cia vat lidu FA-GP-P123 khi
nang hoa hai thubc két hop PTX+QU.
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Hinh 3.46. Dién bién khéi lweng chudt é cac cong thic thir nghiém

(ANOVA mt chiéu duroc sir dung dé phén tich thong ké so véi PTX * p < 0,05 chi sir khac bigét
c6 y nghia thong ké)



Hinh 3.47. Hinh anh nhugm H&E cua cac nghiém thic
((A): Nghiém thizc NaCl 0,9% tai N14; (B,C): Nghiém thizc PTX tai N5 va N14;
(D,E): Nghiém thizc PTX+QU tai N5 va N14; (F,G): Nghiém thiz:c FA-GP-
P123/PTX/QU tai N5 va N14)
Phan tich md hoc cho thiy, trong mé hinh déi ching (hinh 3.47A) mat do té bao

ung thu rat cao, dan xen gitra chat nén day dic sau 14 ngay thi nghiém. Trong khi do
nghiém thac tiém PTX ¢ ngay thir 5 (Hinh 3.47B) mét phan nguyén bao soi bi tiéu bién
va viing té bao bat mau tim dam giam dang ké, c6 sy phan rd md va chat nén (ving té
bao bat mau nhat) va téi ngay ther 14 mat do té bao ung thu da giam manh, khéng con
hinh dang ban dau, ciing c¢6 sy tiéu bién nguyén bao soi va phan hity chat nén & muc cao
(hinh 3.47C). Vi nghiém thic PTX két hop voi QU, & thoi diém ngay tha 5 caa thi
nghiém, cac té bao ung thu ciing bi pha hity mét phan (hinh 3.47D), téi ngay thir 14 hiéu
qua diéu tri caa hai thudc két hop PTX va QU rd rét hon, mat do té bao giam manh, dong
thoi mot phan nguyén bao soi bao quanh khéi u bi pha hay 1am hinh dang khéi u bién
dang, chat nén té bao chiém da s6 (hinh 3.47E). Biéu nay cho thay doc tinh cao cua thude
PTX va QU ¢ dang tu do di vai té bao ung thu.

Ddi v6i mau sir dung két hop PTX va QU duoc mang bai vat liéu nanogel FA-GP-
P123 (hinh 3.47F,G), & ngay thir 5, c4c té bao ung thu khong con gan két chat ché, chat
nén bi phan ra va sau 14 ngay khdi u chi con lai rat it bén trong khong bao, dong thoi
I6p nguyén bao sgi bao quanh viing té bao ung thu cling bi bién dang va tiéu bién gan
nhu toan bo. Khi so sanh két qua véi hai nghiém thuac sir dung thude tu do & ca hai méc

thoi gian N5 va N14, c6 thé thay duoc luong té bao ung thu ¢ nghiém thic FA-GP-
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P123/PTX/QU giam manh va nhiéu hon dang ké so véi hai nghiém thirc con lai.

Tur két qua thi nghiém thu duoc, c6 thé dua ra nhan dinh hé nanogel FA-GP-
P123/PTX/QU c6 cac uu diém ndi bat so véi cac nghiém thire cling tién hanh thi nghiém,
cu thé, c6 kha ning tiéu diét khdi u cao hon (94,20 + 5,9% sau 14 ngay), lam giam doc
tinh, giam cac tac dung phuy, giam kha ning khang thudc va tang sinh kha dung thudc so
véi thude sir dung ¢ dang tu do. Pong thoi, két qua nhuom H&E ciing cho thdy mat do
té bao ung thu giam manh khi sir dung hé nanogel FA-GP-P123/PTX/QU. biéu nay cho
thay hé nanogel tong hop FA-GP-P123 nang hoa két hop hai loai thubc PTX va QU c6

hiéu qua cao trong diéu tri ung thu.
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KET LUAN

Trai qua qué trinh nghién cau, luan an da dat duoc cac két qua sau:

1. B3 tong hop thanh cong céc vat liéu tng dung dan truyén thude kich thude hat
nano tir gelatin ghép pluronic nhiam két hop dic tinh cua hai nguyén liéu nay. Céc vat
licu nanogel GP-P123 va FA-GP-P123 la céc vt liéu mang méi, duoc gin thanh céng
tac nhan huéng dich folic acid chua duoc nghién ciru trude day. Cac san pham nanogel
tong hop dugc danh gia cau tric bang cac phwong phap 'H-NMR, FT-IR, TGA,
CMC/CGC, DLS, TEM.

2. Cac vat lieu nanogel GP tong hop (Ge:P123, ty Ié 1:4, Ge:F127, ty Ié 1:18) mang
thudc QU dat tir 2,85 dén 13,29%wt, mang PTX dat tir 0,5 dén 2%wt. Trong d6, nanogel
GP-P123 ¢ ty 1¢é ghép 1:4 cua gelatin-pluronic P123 c6 kha nang mang QU va PTX cao
nhat, pht hop véi nhan dinh vé dic tinh cua vat liéu nhu gia tri CMC/CGC cang nho,
kha ning tao gel va nang hoa thubc cé dic tinh ky nudc cang I6n, thé Zeta co gia tri
duong cang 16n s& nang hda thubc mang dién tich &m cang tbt. Cac dac tinh thuan loi
nay duoc tao ra khi két hop ghép gelatin véi pluronic. Py 1a tinh méi cua luan an.

3. P4 tién hanh nang hoa thanh cong dong thoi hai loai thudc PTX va QU Ién vat
licu nanogel huéng dich FA-GP-P123. Viéc két hop PTX véi cac loai thudc khac ciing
da duoc nghién ctu va cho két qua tot hon so véi phac d6 chi dung don 1¢ PTX. Khi so
sénh gitra hai vat li¢u nanogel GP-P123 va FA-GP-P123 véi cung ty 1é ghép Ge:P123 la
1:4, cho thay vat liéu FA-GP-P123 c6 kha nang mang PTX tét hon.

4. Vat liéu nanogel GP-P123 va FA-GP-P123 (cung ty 1é ghép Ge:P123 la 1:4)
mang QU va PTX c6 téc do giai phong thuéc cham hon nhiéu so véi mau QU va PTX
dang tu do (di chtng) nhd cac phan tir thude ky nude dugc nang hda trong nhan — phan
Ky nudc cua hat nano, dong thoi duoc bao boc, twong tac tao sy 6n dinh cau trdc hat cua
16p vo gelatin. Ngoai ra, so sanh gitra 2 gia tri pH khao sat cho thay phan tram thuéc QU
va PTX giai phong ra ¢ méi truong pH = 5,5 — giéng voi gia tri pH mdi truong ngoai

bao cua té bao ung thu) 16n hon so véi méi truong pH = 7,4 — giéng vai gia tri pH cua
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co thé ngudi. Piéu ndy gop phan nang cao kha ning giai phong thude hudng dich toi cac
té bao ung thu.

5. Vat liéu nanogel FA-GP-P123 (gan tac nhan hudng dich FA) mang QU va PTX
c6 kha ning ¢ ché su phat trién cua dong té bao MCF-7/Hela cao hon so véi QU va
PTX dugc mang boi nanogel GP-P123 tuwong tng do trén bé mat té bao ung thu chua
nhiéu cac thu thé folate, tir d6, cac hat nano mang thudc c6 gan FA sé& dé dang duoc hap
thu vao cé4c té bao ung thu hon.

6. Vit liéu nanogel FA-GP-P123 khi dugc tng dung mang két hop dong thoi hai
loai thudc 13 PTX va QU di cho hiéu qua cao véi thir nghiém trén md hinh chudt nhat
trang mang khéi u dong té bao MCF-7 ghép di loai tir ngudi. Cu thé, khdi u cé thé tich
giam dén 94,20 + 5,9% sau 14 ngay thir nghiém. Ngoai ra, thuéc PTX c6 doc tinh giam
hon nhiéu so véi mau PTX dang tu do (d6i chiing), chudt khong xuat hién triéu ching
sung viém va hoai tir & ving dudi, noi tiém thudc. Diéu ndy phu hop véi két qua thi
nghiém vé kha niang giai phong cham PTX cua vat liéu mang, mot trong nhitng myc tiéu
quan trong can huéng téi caa luan an, trong d6 nanogel FA-GP-P123 mang dong thoi

hai thubc PTX, QU chua duoc nghién citu va thir nghiém trén dong vat trudc day.
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KIEN NGHI

Sau khi luan an duoc théng qua, t6i sé tiép tuc nghién ctru dé tai trén vai cac thi
nghiém tién hanh khao sat kha ning mang cac loai thuéc chdng ung thu khac cta cac vat
licu nanogel tong hop duoc nham dat duoc hiéu qua tét hon.

Tiép tuc nghién ctiru danh gia trén chudt nude mice duoc ciy gene gay suy giam
mién dich (day 1a mé hinh danh gia c6 d6 6n dinh va chinh xac nhat) két hop da thudc
chéng ung thu trén cac vat liéu nanogel tong hop dugc, nham ting hiéu qua diéu tri ciing
nhu giam doc tinh caa thubc.

Nghién ctru bién tinh cac copolymer ghép véi cac tac nhan hudng dich, nham ting

hiéu qua diéu tri khdi u cia céc loai thuéc chong ung thu kém tan trong nudc.
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Phu luc 21: Két qua phd *H-NMR cua GP-F68
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Phu luc 22: Thé zeta cua gelatin
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Phu luc 23: Thé zeta cua P123
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Phu luc 24: Thé zeta cua GP-P123 (1:2)
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Phu luc 25: Thé zeta cia GP-P123 (1:4)
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Phu luc 26: Thé zeta ciia GP-P123 (1:6)
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Phu luc 27: Thé zeta ciia GP-P123 (1:8)
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Phu luc 29: Thé zeta ciia FA-GP-P123/PTX
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Phu luc 30: Thé zeta cia FA-GP-P123/QU

1.0

0.9-1 Zeta Potential (Mean)
1 Electrophoretic Mobility Mean

0.6+
0. ?—_
061
0.5
0.4
0.3

0.2+

-19.8 mV
-0.000153 cmZ/Vs

FA-GP-P123/QU

o.o_'l'l'l'l'lI'ITI'lTI‘ITI'ITI'ITI‘ITI'ITI'IT" rrrrrrnd TI‘ITI'ITI'ITI-ITI'ITI'ITl-ITI'ITI'IrI-lTI'ITI'IrI‘I]

=150 -100 =50

0 50 100 150 200

Zeta Potential (mV)



)

(a.ua.

Intensity

)

(a.u.

Intensity

Phu luc 31: Thé zeta ciia FA-GP-P123/PTX/QU
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Phu luc 32: Thé zeta cua F127
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Phu luc 33: Thé zeta ciia GP-F127 (1:5)
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Phu luc 34: Thé zeta cua GP-F127 (1:10)
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Phu luc 35: Thé zeta cuia GP-F127 (1:15)
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Phu luc 36: Thé zeta cua GP-F127 (1:18)
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Phu luc 37: Thé zeta ctia F87
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Phu luc 39: Thé zeta ctia F68
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Phu luc 40: Thé zeta ciia GP-68
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Phu luc 41: Thé zeta ciia GP-P123/QU
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Phu luc 42: Thé zeta ciia GP-F127/QU
1.0
1 Zeta Potential (Mean) -20.6 mV
0.9 Electrophoretic Mobility Mean -0.000195 cm2/Vs
0.8+
0.7+
0.6- GP-F127/QU
0.5
0.4+
0.3+
0.2+
0.1+
0.0_ 'rrrrrrr|'|'|'|'|'|'n'|'rrr]'rrrr|'|'|'|'| rrrrrrrnd | | '|'|'|'mﬂ'|rrrrrrr|'|‘|'|'mﬂ'|'|rr[rrrr|'|'|'m'|
-150 =100 =50 0 50 100 150 200

Zeta Potential (mV)



(a.u.)

Intensity

1.0

Phu luc 43: Thé zeta cua GP-F87/QU
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Phu luc 44: Thé zeta cua GP-F68/QU
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Phu luc 45: Két qua khao sét hiéu qua mang QU cua vat liéu GP-P123 (EE, DL)

EE |P123 GP-P123 (1:2) | GP-P123 (1:4) | GP-P123 (1:6) | GP-P123 (1:8)
5/803+321 |8898+3,03 |9302+372 |9215+313 |8567+2091
10 | 72 + 3,89 7726+3,09 |892+46 87,08+3,48 | 73,56 +2,94
15[68,1+232 [7056+377 |8023+262 |7923+423 |69,61+372
20 | 57,4+367 |66,23+472 7515+481 | 725+46 65,94 + 4,18
25|552+306 |6397+256 |70,7+3,92 69,01+276 | 59,68 + 2,39
30 |53,6+343 |59,75+2,69 |6528+4,18 |64,8+202 57,24 + 2,58
DL |P123 GP-P123 (1:2) | GP-P123 (1:4) | GP-P123 (1:6) | GP-P123 (1:8)
5(382+0,15 |4.24+0,19 4,43+0,18 4,39 0,15 4,08 + 0,22
10 | 6,55+ 0,35 | 7,02+0,32 7,75 £ 0,42 7,92 +0,32 6,69 +0,3
15/8,88+03 |92+05 10,06 +0,34 | 10,33+0,55 | 9,08 +0,49
20| 957+061 |11,04+066 |1252+0,8 12,08+0,77 | 10,99 + 0,65
25|11,04+061 |12,79+056 |1414+078 |13,8+055 11,94 +0,53
30| 12,37+0,79 |13,79+102 |1506+0,96 |1495+0,67 |13,21+0,98

Phu luc 46: Két qua khao sat hiéu qua mang QU cua vat liéu GP-F127 (EE, DL)

EE | F127 GP-F127 (1:5) | GP-F127 (1:10) | GP-F127 (1:15) | GP-F127 (1:18)
5|752+256 | 80,69+274 |8574+292 89,5 + 3,04 90,23 + 3,07
10 | 71,6 +2,86 | 78,88 +3,16 | 80,6 + 3,22 82,25 + 3,29 84,38 + 3,38
15| 658 +351 | 7052+3,77 |72,21+3,86 73,21 + 3,91 75,19 + 4,02
20 | 55,3+351 | 6503+4,12 | 66,98 +4,25 68,39 + 4,34 72,14 £ 4,57
25 |50,4+2,02 | 58,12+232 |60,27 £2,41 65,27 + 2,61 67,92 £ 2,72
30 | 47,8+2,15 | 54,76+246 |57,8+26 58,1 + 2,61 60,15 + 2,71
DL | F127 GP-F127 (1:5) | GP-F127 (1:10) | GP-F127 (1:15) | GP-F127 (1:18)
5|358+0,12 | 3,84+0,13 4,08 £ 0,14 4,26 0,14 43+0,15
10 | 6,51+ 0,26 | 7,17 +0,29 7,33 +0,29 7,48+0,3 7,67 £0,31
15 | 8,58 + 0,46 | 9,2 +0,49 9,42+0,5 9,55 + 0,51 9,81 0,52
20 |9,22+058 |10,84+0,69 |11,16+0,71 11,4+0,72 12,02 0,76
25|10,08+04 |11,62+0,46 | 12,05 0,48 13,05 + 0,52 13,58 + 0,54
30 | 11,0305 | 1264+057 |1334+06 13,41+0,6 13,88 £ 0,62




Phu luc 47: Két qua khao sét hiéu qua mang QU cua vat liéu GP-F87 va GP-F68 (EE,

EE F87 GP-F87 F68 GP-F68
5160,13+241 88,24 + 3,53 58,67 + 2,35 75,99 + 3,04
10 | 58,54 + 3,16 78,12 + 4,22 55,61+ 3 70,59 + 3,81
155517 +1,88 68,84 + 2,34 50,19+1,71 65,46 + 2,23
20 | 48,29 + 3,09 65,9 + 4,22 45,21 + 2,89 59,42 + 3,8
25 45,6 +2,53 60,52 + 3,35 40,22 +2,23 55,18 + 3,06
30 | 40,71 +2,61 55,75 + 3,57 36,62 + 2,34 50,39 + 3,22
DL F87 GP-F87 F68 GP-F68
512,86+0,13 4,2+0,23 2,/19+0,11 3,62 +0,14
10| 5,32+ 0,24 7,1+0,32 5,06 +0,27 6,42 + 0,35
15]7,2+0,39 8,98 + 0,48 6,55 + 0,22 8,54 +0,29
20 | 8,05+0,48 10,98 + 0,65 7,54 + 0,48 9,9+0,63
251912+0/4 12,1+ 0,53 8,04 + 0,45 11,04 £ 0,61
30 19,39+0,7 12,87 +£ 0,95 8,45 + 0,54 11,63+ 0,74

Phu luc 48: Két qua khao sat hiéu qua mang QU cua vat liéu FA-GP-P123 (EE, DL)

FA-GP-P123 FA-GP-P123 FA-GP-P123 FA-GP-P123
EE P123 (1:2) (1:4) (1:6) (1:8)
5/80,3+3,21 |90,17 + 3,07 92,94 +£3,72 90,01 + 3,06 86,76 + 2,95
10 | 72 £ 3,89 88,76 * 3,55 91,63+4,6 88,13 + 3,53 82,14 + 3,29
15168,1+232 |77,64+4,15 85,24 +£ 2,62 82,19 +4,39 75,92 + 4,05
20 | 57,4+ 3,67 | 70,52 %447 76,09 4,81 74,57 £ 4,73 70,59 £ 4,48
25|552+306 |6512+26 72,64 +3,92 69,64 £ 2,79 66,04 £ 2,64
30536+343 |6054+272 68,76 + 4,18 65,94 + 2,97 60,07 + 2,7
FA-GP-P123 FA-GP-P123 FA-GP-P123 FA-GP-P123
DL P123 (1:2) (1:4) (1:6) (1:8)
5[382+0,15 |4,29+0,19 4,43 +0,18 4,29 £0,15 4,13 +0,22
10 16,55+0,35 |8,07+0,36 8,33+0,42 8,01 +0,32 7,47 0,34
1518,88+0,3 10,13+ 0,55 11,12 + 0,34 10,72 £ 0,57 9,9+0,53
2019,57+0,61 |11,75+0,7 12,68 + 0,8 12,43 + 0,79 11,77 £ 0,7
25|11,04+0,61 | 13,02 + 0,57 14,53 + 0,78 13,93 £ 0,56 13,21 £ 0,58
30|12,37+0,79 | 13,97 +1,03 15,87 £ 0,96 15,22 + 0,68 13,86 £ 1,03




Phu luc 49: Két qua khao sét hiéu qua mang PTX cua vat liéu GP-P123

EE | P123 GP-P123 (1:2) | GP-P123(1:4) | GP-P123 (1:6) | GP-P123 (1:8)
0,5|90,3+397 |99,18+ 4,36 99,02 + 4,35 99,35+4,37 |98,87+4,35

1 |829+373 |97,45+4,38 98,29 + 4,42 98,28 +442 | 97,51+4,38
151(72,3+3,90 87,74+ 4,73 87,14 + 4,70 87,4+4,71 86,78 + 4,68

2 | 67,8+4,027 |76,38+453 79,09 + 4,69 72,65+431 | 76,09+ 4,51
25 |605+266 |74,12+3,26 72,7 +3,19 69,15+304 | 65,81 +2,89

3 |52,7+389 |6588+487 60,28 + 4,46 64,93+4,80 |57,35+4,24
DL | P123 GP-P123 (1:2) | GP-P123 (1:4) | GP-P123 (1:6) | GP-P123 (1:8)
0,5|0,45+0,02 |0,49+0,02 0,49 + 0,02 0,49 + 0,02 0,49 + 0,03

1 [082+0,04 |0,96+0,04 0,97 + 0,04 0,97 + 0,04 0,97 + 0,04
15 |1,07+0,06 |13+0,07 1,29 + 0,07 1,29 + 0,07 1,28 + 0,07

2 |1,33+0,08 |15+0,09 1,55 + 0,09 1,42 +0,09 1,49 + 0,09
25(148+006 |1,81+0,08 1,77 + 0,08 1,69 + 0,07 1,61+0,07

3 |153+011 |1,92+0,14 1,76 +0,13 1,89 + 0,09 1,67 £0,12

Phu luc 50: Két qua khao séat hiéu qua mang PTX cua vat liéu GP-F127

EE | F127 GP-F127 (1:5) | GP-F127 (1:10) | GP-F127 (1:15) | GP-F127 (1:18)
05 | 855+342 | 90,98+309 | 90,03+ 3,06 91,79 + 3,12 93,98 + 3,19

1 [81,7+441 [89,16+356 | 90,89 + 3,63 91,54 + 3,66 94,08 + 3,76
15 | 782+2,65 | 80,78+431 | 82,47 + 4,40 83,48 + 4,45 85,7 +4,57

2 |654+418 |67,24+4,26 71,21 +4,51 70,62 + 4,47 74,7 +4,73
25 |551+305 |5831+233 |62,47+249 65,48 + 2,61 65,97 + 2,63

3 |462+295 [5092+229 |5598+251 58,29 + 2,62 58,85 + 2,64
DL | F127 GP-F127 (1:5) | GP-F127 (1:10) | GP-F127 (1:15) | GP-F127 (1:18)
0,5 /043+0,02 |0,45=0,02 0,45 + 0,02 0,46 + 0,02 0,47 £ 0,02

1 /081+£004 |0,88+0,04 0,9 + 0,04 0,91 + 0,04 0,93 + 0,04
15]116+006 |1,19+0,06 1,22 0,07 1,23 0,07 1,27 £ 0,07

2 [1,28+008 |1,32+0,08 1,4 +0,09 1,38+ 0,09 1,46 + 0,09
25|134+006 |1,42+0,06 1,52+ 0,06 1,6 0,06 1,61+ 0,06

3 [135+01 1,48+ 0,07 1,63+0,07 1,7+0,08 1,71+ 0,08




Phu luc 51: Két qua khao sat hiéu qua mang PTX cua vat liéu GP-F87 va GP-F68

EE | F87 GP-F87 F68 GP-F68

05 |829%331 90,9 * 3,63 78,65 + 3,14 88,09 * 3,52
1 [818+441 90,5 * 4,88 78,68 * 4,22 87,94 + 4,74

15 | 734+249 78,89 + 2,68 65,02 + 2,21 75,96 + 2,58
2 |58,7%3,75 68,91 + 4,41 47,3%3,02 65,07 * 4,16

2,5 | 45,62+252 60,57 * 3,35 438+ 2,42 57,85 + 3,20
3 | 40,51%259 55,05 + 3,52 37,75 2,41 52,84 + 3,38

DL | F87 GP-F87 F68 GP-F68

05 |0,41+0,02 0,45 + 0,02 0,39 % 0,02 0,44 £ 0,02
1 |081+0,04 0,9 0,04 0,78 % 0,04 0,87 £ 0,05

1,5 | 1,08+0,06 1,17 +0,06 0,96 + 0,03 1,12 +0,04
2 |1,15+0,07 1,35+ 0,08 0,93 % 0,06 1,28 +0,08

25 |1,11+0,05 1,48 + 0,07 1,07 +0,06 1,41+0,08
3 [1,18+0,09 1,6 +0,12 1,1+0,07 1,54 +0,1

Phu luc 52: Két qua khao sét hiéu qua mang PTX cua vat liéu FA-GP-P123

FA-GP-P123 | FA-GP-P123 | FA-GP-P123 | FA-GP-P123
EE | P123 (1:2) (1:4) (1:6) (1:8)
05903397 |997+4,38 |9961+4,38 |99,46+4,37 | 98,46+ 4,33
1 [829+3,73 | 980244 |9901+445 |98,86+4,44 | 98,09 441
15|723£390 |8827+476 |8876+479 |8792+474 |87,38%471
2 |67,8+402 |8216+4,88 |87,9+522 81,85+ 4,86 | 81,87 £ 4,86
25|605+266 | 798+351 |8149+358 |753+331 |7152+314
3 |52,7+389 |7150+529 |7717+571 |71,01+525 |63,09* 4,66
FA-GP-P123 | FA-GP-P123 | FA-GP-P123 | FA-GP-P123
DL | P123 (1:2) (1:4) (1:6) (1:8)
0,5 | 0,45+ 0,02 | 0,5 £ 0,02 0,5 +0,02 0,49+0,02 | 0,49 £0,03
1 |082+0,04 |0,97+0,04 |0,980,04 0,98 0,04 | 0,97 £0,04
15]1,07+0,06 | 1,3+0,07 1,31+0,07 1,3+0,07 1,29 + 0,07
2 |1,33+0,08 | 1,61%0,1 1,72+0,1 16+0,1 1,61+0,1
251,480,007 | 1,95+0,09 | 1,99+ 0,09 1,84+007 |1,74+0,08
3 [153+0,11 |2,09%0,15 |2,25%0,17 207+0,09 |1,84+0,114




Phu luc 53: Két qua xac dinh hoat tinh caa GP-P123 va FA-GP-P123 mang QU trén
dong té bao ung thu vii MCF-7

Nong dd Phin trim giy doc té bao (%)
Mau
(ug/mL) Linl Lin2 Lin3 TB + PLC
GP-P123 100 6,73 9,48 7,82 8,01+1,38
GP-P123-FA 100 11,36 14,79 17,32 14,49 + 2,99

Vi 2 miu nay ¢ ndong d6 100 pg/mL c6 phan trim gay doc té bao <50% nén khong xéac dinh ICso.

Gia tri ICso ciia cac miu trén dong té bao MCF-7

Mau i Qié tri ICso (ug/ mL)
Lan 1 Lan 2 Lan 3 TB + PLC
QU 23,141 26,051 23,2 24,131 + 1,663
GP-P123/QU 129,852 133,445 135,757 133,018 +2,976

FA-GP-P123/QU 122,138 1214 114,949 119,495 + 3,955
TB: Trung binh; BDLC: D¢ léch chuadn

Maiu Nong dd Phin trim giy dc té bao (%)
(ug/mL) Lanl Lan2 Lan3 TB + PLC
50 77,79 74,79 85,01 79,20 = 5.25
25 71,85 70,22 71,15 71,07 = 0.82
QU 10 50,64 51,92 4991 50,82 + 1.02
5 21,31 0,14 12,45 11,30 = 10.63
1 -9,12 11,86 12,99 11,32 = 1.99
50 14,52 1294 17,64 1503 + 2,39
75 32,57 28,12 25,84 2884 + 3,42
GP-P123/QU 100 45,85 47,20 40,18 4441 + 3,72
150 62,02 60,79 58,72 60,51 + 1,67
200 68,94 67,78 70,15 68,96 = 1,19
50 17,02 16,94 22,76 1891 = 3,34
75 41,54 38,20 40,16 39,97 + 1,68
FA-GP-P123/QU 100 41,54 48,66 50,70 46,97 <+ 481
150 66,35 65,01 64,27 65,21 = 1,05
200 71,27 70,38 72,19 71,28 + 0,91




Phu luc 54: Két qua xac dinh hoat tinh cia GP-P123 va FA-GP-P123 mang QU trén
dong té bao Hela

Noéng dé Phan trim giy doc té bao (%)
Mau
(ug/mL) Lénl1 Lan2 Lin3 TB=PLC
GP-P123 100 5,4 6,84 8,72 6,99+1,66
GP-P123-FA 100 6,31 12,74 73 8,78+346

Vi 2 miu nay ¢ ndng d6 100 pg/mL c6 phan trim gay doc té bao <50% nén khong xac dinh ICso.

Gia tri ICso ciia cac mau trén dong te bao HeLa

Miu _ G‘ié tri IC50 (;{g/mL)
Lan 1 Lan 2 Lan 3 TB + PLC
QU 43,87 46,07 40,25 43,4 + 294
GP-P123/QU 149,2 152,69 154 151,98 + 2,47
FA-GP-P123/QU 135,6 137,053 132 134,89 + 2,6
TB: Trung binh; BDLC: D¢ léch chudn
Miu Nong dd Phin trim giy doc té bao (%)
(Mg/mL) Lan1 Lan2 Léan3 TB +PLC
50 52,31 49,97 58,72 53,67 + 453
25 40,38 37,1 39,16 38,88 + 166
QU 10 224 20,38 17,05 19,94 + 270
5 489 14,72 1351 11,04 + 536
1 9,5 3,14 1,75 4,80 + 413
50 17,42 1553 21,17 18,04 + 287
75 30,94 26,71 24,55 27,40 + 3,25
GP-P123/QU 100 3439 354 30,14 33,31 + 2,79
150 49,62 48,63 46,98 48,41 + 1,33
200 65,49 64,39 66,64 65,51 + 1,13
50 20,42 20,33 27,31 22,69 + 4,00
75 39,46 36,29 38,15 37,97 + 1,59
FA-GP-P123/QU 100 40,16 435 42,93 42,20 + 1,79
150 53,08 52,01 51,42 52,17 + 084
200 67,71 66,86 68,58 67,72 + 0,86




Phu luc 55: Két qua xac dinh hoat tinh cua GP-P123 va FA-GP-P123 mang PTX trén
dong té bao MCF7

] Nong dé Phan trim giy dc té bao (%)
Mau
(ug/mL) Lan1l Lan2 Lén3 TB + DLC
GP-P123 100 6,73 9,48 782  801+1,.38
GP-P123-FA 100 11,36 14,79 17,32 14,49 2,99

Vi 2 miu nay ¢ ndong do 100 pg/mL c6 phan trim gay doc té bao <50% nén khong xéac dinh ICso.

Gi tri ICso ciia cac mau trén dong té bao MCF-7
Gis tri 1C50 (ug/mL)

Mau Lin 1 Lin 2 Lin 3 TB + PLC
PTX 0,0031 0,003 0,003 0,0032 + 0,0001
GP-P123/PTX 5,171 5,071 5,531 5,26 + 0,24
FA-GP-P123/PTX 4,682 3,929 5,061 4,56 + 0,576
TB: Trung binh; BDLC: D¢ léch chudn
MAiu Nong dd ] !’hﬁn tram gy doc té bao (%)
(ug/mL) Lan1l Lan2 Lan3 TB + PLC
0,0100 52,07 5518 55,03 5409 4, 175
0,0050 37,09 44,95 43,30 41,78 . 414
PTX 0,0025 31,89 38,12 38,20 36,07 + 362
0,0010 202 164 -6,56 -0,97 + 485
0,0001 2,44 =379 -10,34 -5,52 + 423
10 64,55 64,56 61,21 63,44 + 193
5 63,72 66,00 60,29 63,34 L 2,87
GP- 2,5 46,87 48,23 47,71 47,60 + 0,69
P123/PTX -
1,0 2458 26,37 22,84 24,60 . 177
0,5 975 839 7,99 8,71 + 092
10 65,35 65,98 63,58 64,97 . 1,24
5 64,76 67,87 62,54 65,06 + 268
FA-GP- 2,5 56,63 61,89 56,27 58,26 + 315
P123/PTX -
1,0 30,72 37,32 27,76 31,93 . 489
0,5 11,60 14,17 10,00 11,92 2,10

I+




Phu luc 56: Két qua xac dinh hoat tinh cua GP-P123 va FA-GP-P123 mang PTX trén
dong té bao Hela

Gia tri ICso cita cac miu trén dong té bao HeLa
Gi4 tri IC50 (ug/mL)

Mau Lin 1 Lin 2 Lin 3 TB = PLC
PTX 0,0031 0,003 0,003 0,0032 + 0,0001
GP-P123/PTX 5171 5,071 5,531 5,26 £ 0,24
FA-GP-P123/PTX 4,765 4,327 5,03 4,71 +0,36
TB: Trung binh; BDLC: D¢ léch chuan
Miu  Nong dd Phin trim giy doc té bao (%)
(Mg/mL) Lanl Lin2 Léan3 TB + PLC
0,008 79,08 82,67 78,01 79,92 + 453
0,004 65,33 68,92 72,06 68,77 + 1.66
PTX 0,002 48,24 50,24 38,9 4579 + 2.70
0,001 30,72 31,27 36,35 32,78 + 5.36
0,0005 25,43 19,72 16,94 20,70 + 413
10 77,46 17,47 73,45 76,13 + 2,32
5 60,53 62,7 57,28 60,17 + 2,73
GP-
P123/PTX 25 35,15 36,17 35,78 35,70 + 0,51
1 19,66 21,1 18,27 19,68 + 1,42
0,5 9,26 7,97 7,59 8,27 + 0,88
10 78,42 79,18 76,3 77,97 + 1,49
5 61,52 64,48 59,41 61,80 + 2,55
FA-GP-
P123/PTX 25 42 47 46,42 42,2 43,70 + 2,36
1 24,58 29,86 22,21 25,55 + 3,92
0,5 11,02 13,46 9,5 11,33 + 2,00




Phu luc 57: Két qua x4c dinh hoat tinh caa GP-P123 va FA-GP-P123 mang PTX va
QU trén dong té bao Hela

Gia tri ICso cia cdc mau trén dong te bao HeLa

Gi4 tri IC50 (ng/mL)

Méu Lan 1 Lin2 Lan3 TB = DLC
PTX 0.003 0.003 0.003 0.003 +0.0001
GP/PTX/QU 4.33 4.76 4.27 4.45 + 0.27
FA-GP/PTX /QU  3.53 3.59 3.84 3.65+0.16

TB: Trung binh; DLC: B¢ léch chuan

MAiu Nong dd Phan trim giy doc té bao (%)
(ug/mL) Lanl Lin2 Lan3 TB + PLC
0.008 7908 8267 7801 7992 + 453
0.004 6533 68.92 72.06 68.77 . 166
PTX 0.002 48.24 5024 389 4579 4 270
0.001 3072 3127  36.35 3278 . 536
00005 2543 19.72 16.94 2070 . 4.13
10 8041 75.06 78.04 7784 . 2.68
5 62.18 57.27  61.27 6024 , 261
GP/PTX/QU 25 385 36.95 45.08 40.18 . 4.32
1 3246 33.75 3274 32.98 , 0.68
05 2041 2154 19.52 2049 , 101
10 80.12 79.18  79.52 7961 . 0.48
5 631 6208 62.81 62.66 . 0.53
FA-GP/PTX 25 48.35 48.07  48.36 4826 , 0.16
U 1 38.07 3842 3534 37.28 . 169
05 2747 2753 22,97 25.99 2.62

I+




Phu luc 58: Két qua x4c dinh hoat tinh cua GP-P123 va FA-GP-P123 mang PTX va
QU trén dong té bao MCF7

Gia tri ICso ciia cac miu trén dong té bao MCF-7

N Gia tri ICso (ug/mL)
Mau Lin1 Lin2 Lin3 TB = PLC
PTX 0,008 0007 0,007 0,007 « 0,001
GP/PTX/QU 4006 4574 3,74 4,107 + 0,4

FA-GP/PTX/QU 2,592 2,019 2,894 2,44 + 0,39
TB: Trung binh; BDLC: D¢ léch chuan

) Nong dd Phin trim giy doc té bao (%)
Mau i i _

(ug/mL) Lan 1 Lan 2 Lan 3 TB + PLC
0,01 52,07 55,18 55,03 54,09+ 1,75
0,005 37,09 44,95 43,30 41,78 £ 4,14
PTX 0,0025 31,89 38,12 38,20 36,07 + 3,62
0,001 2,02 1,64 -6,56 -0,97 £ 4,85
0,0001 -2,44 -3,79 -10,34 -5,52+4,22
10 67,01 62,55 65,03 64,86 + 2,23
5 65,45 60,28 64,49 63,41+ 2,75
GP/PTX/QU 2,5 51,33 49,27 60,1 53,57 5,75
1 40,58 42,19 40,92 41,23 +£0,85
0,5 21,48 22,67 20,55 21,57 + 1,06

10 66,77 65,98 66,27 66,34 + 0,4
5 66,42 65,35 66,12 65,96 + 0,55
FA-GP/PTX/QU 2,5 64,46 64,09 64,48 64,34 + 0,22

1 47,59 48,03 44,18 46,6 + 2,11

0,5 28,92 28,98 24,18 27,36 + 2,75




