O GIAO DUC VA PAO TAO VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA CONG NGHE VIET NAM

HQC VIEN KHOA HOC VA CONG NGHE

NGUYEN TIEN THINH

NGHIEN CUU PIEU CHE IN SITU HYDROGEL COMPOSITE
TREN NEN GELATINE VA
CHITOSAN/ALGINATE/CHONDROITIN SULFATE PINH
HUONG TRONG TAI TAO XUONG

LUAN AN TIEN SY HOA HQC

TP. HO CHI MINH - 2023




BO GIAO DUC VA PAO TAO VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA CONG NGHE VIET NAM

HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

NGUYEN TIEN THINH

NGHIEN CUU PIEU CHE IN SITU HYDROGEL COMPOSITE
TREN NEN GELATINE VA
CHITOSAN/ALGINATE/CHONDROITIN SULFATE PINH
HUONG TRONG TAI TAO XUONG

Chuyén nganh: Héa Hiru co
M4 s: 62 44 01 14
LUAN AN TIEN SY HOA HQC
NGUOI HUONG DAN KHOA HOC:

1. PGS.TS TRAN NGOC QUYEN

2. PGS. TS. NGUYEN bAI HAI

TP. HO CHI MINH - 2023



LOT CAM POAN

Cong trinh nghién ciru ma téi da thuc hién tai phong Hoa duoc - Vién
Khoa hoc Vit liéu Ung dung - Vién Han Lam Khoa hoc va Céng nghé Viét
Nam tai Thanh phé H6 Chi Minh, véi sy hudng dan chuyén mén tir PGS.TS
Tran Ngoc Quyén va PGS.TS. Nguyén Dai Hai.

Trong cdng trinh nghién Gu nay, t6i cam két trinh bay nhirng nghién ciu
va két qua véi sy trung thuc tuyét ddi, dua trén co sé tri thirc va két qua nghién
ctru cua ban than. Pong thoi, t6i xac nhan rang cac théng tin va két qua trong
khoa luan nay chua timg dugc st dung trong bat ky cong trinh nghién cau ciing
cap nao khéc.

Nghién cutu sinh

Nguyén Tién Thinh



LOI CAM ON

Trong c6ng trinh nghién ctu nay, téi mudn bay té 1ong biét on sau sac
d6i vé&i sy hudng dan va dong gop quy bau cua PGS.TS Tran Ngoc Quyén va
PGS.TS. Nguyén Dai Hai, d dong hanh va hd trg tan tam trong sudt qué trinh
thuc hién nghién ctu, va tdi muébn gui téi ho 1oi biét on chan thanh nhét.

Tbi ciing mudn cam on sy hd trg quy bau tir cac ddng nghiép tai Vién
Khoa hoc Vat liéu Ung dung - Vién Han Lam Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam. Ho da dong gop mot phan quan trong vao su thanh cong cua nghién ciu
nay.

T6i khdng thé khong dé cap dén su gitp dd va tao diéu kién thuan loi tur
Hoc vién Khoa hoc Cong nghé va Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam trong suét thoi gian t6i tién hanh luan &n. Su tng ho cua céc té chic nay
da dong vai tro quan trong trong qua trinh nghién ctru cua toi.

Cudi cing, t6i mudn gui 11 biét on dic biét dén gia dinh, ban bé va
nhitng ngudi dong hanh d3 dong vién va giup dd toi trong hanh trinh hoan thanh

cong trinh nghién cau.
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MO PAU

Theo céc béo céo, chan thuong 1a nguyén nhan dung hang thir tu gay tir
vong & moi do tudi (6%). Bén canh d6, thuong tat gay ra do chan thuong dang
& muc cao trén toan cau, dic biét 12 & cac qudc gia dang phat trién. Trong do,
tai nan giao thdng, tai nan céng néng nghiép, thién tai (i lut va dong dat) 1a
nhitng nguyén nhan chinh dan dén thwong tich. Trong vai thap ky qua, con
nguoi cling ching kién nhing tién bd vuot bac trong linh vic chim soc sic
khoe xuwong khop [1]. Hién nay, vat liéu hydrogel dang duoc chi trong phat
trién dé dan thay thé cho nhiing vat liéu truyén théng dung trong cay ghép trudc
day nhu kim loai, hop kim (titan, hop kim titan cua titan, thép khéng gi...).
Chuing c6 tinh twong hop sinh hoc, tinh co ly va do dan hoi tot. Bén canh do,
vt liéu cd thé bao boc cac yéu té khac dé gia tang kha nang kich thich té bao
xuong phat trién. Vi biphasic calcium phosphate (BCP) ¢6 thanh phan tuong tu
thanh phan khoang trong xuong, tinh tuong hop sinh hoc, hoat tinh sinh hoc
cao va kha ning chira lanh xuong, cac nha khoa hoc da nghién ciru vat liéu cay
ghep tai tao trén co so cac vat licu composite chira BCP. Ngoai ra, BCP c0 kha
nang phan huy tir tir trong co thé dé giai phong ion Ca?* va PO,* ¢6 loi trong
viéc hinh thanh va phat trién té bao xuong. Tuy nhién, BCP & dang bot véi kich

thugc hat Ion, kho cé thé cung cap khoang cho xuong [2].

Vi vy, dé tai “Nghién ciru diéu ché in situ hydrogel composite trén nén
gelatine va chitosan/alginate/chondroitin sulfate dinh hudng trong tai tao xwong”

duoc thyc hién vai cac muc tiéu nhu sau:

- Muc tiéu téong quat

Nghién ctu tong hop vat liéu hydrogel mai trén nén gelatin véi cac
polysaccharide (chitosan, alginate, chondroitin sulfate) két hop véi cac hat nano
biphasic calcium phostphate dé tao ra vat liéu c6 kha niang twong hop sinh hoc,
kich thich sy phét trién xuong, c6 thoi gian suy giam phd hop véi thoi gian

xuong phat trién dé cé thé tng dung trong linh vuc tai tao xuwong.



Muc tiéu cu thé

- Diéu ché thanh cong mot sb hé hydrogel composite trén nén gelatin két hop
véi polysaccharide nhu chitosan, alginate, chondroitin sulfate d¢ mang cac hat
nano Biphasic calcium phostphate.

- Khao sat kha nang tao khoang, qua trinh phan huay sinh hoc cua vat liéu vai
cac nén khéac nhau Tir d6 tim ra dugc hé hydrogel composite phi hop véi giai
doan phat trién cua xuong.

Noi dung nghién cau

Pé lam sang t6 cac muc tiéu nghién ciu néu trén, luan an gom 8 noi dung

chinh dugc trinh bay sau day.

- Ndi dung 1: biéu ché va khao sat céc dac tinh cua cac hat khoang nano
BCP.

- N@i dung 2: Tong hop va danh gia cau trdc, hinh thai cua cac hydrogel va
hydrogel composite gelatin-tyramin (GTA).

- Noi dung 3: Tong hop va danh gia cau trdc, hinh thai cua cac hydrogel va
hydrogel composite chitosan 4-hydroxyphenylacetic acid (CHPA).

- Noi dung 4: Téng hop va danh gia cau trac, hinh thai caa cac hydrogel va
hydrogel composite alginate-tyramin (ATA).

- N@i dung 5: Tong hop va danh gia céu trdc, hinh thai cua cac hydrogel va
hydrogel composite chondroitin sulfate-tyramin (CDTA).

- N@i dung 6: Tong hop va xac dinh cac tinh chat caa hydrogel va hydrogel
composite trén nén GTA vdi ting loai vat lisu CHPA, ATA, CDTA véi cac ti
Ié khac nhau.

- Noi dung 7: Panh gid kha nang tao khoang cua hydrogel va hydrogel
composite trén nén GTA vai tirng loai vat lisu CHPA, ATA, CDTA véi cac ti

Ié khac nhau.



- Noi dung 8: Panh gi& doc tinh té bao bang phuong phap MTT va chup anh
té bao cua hydrogel va hydrogel composite trén nén GTA véi ting loai vat liéu
CHPA, ATA, CDTA véi ti 1€ khac nhau.



1. TONG QUAN

1.1. Thanh phan, ciu tao ciia xwong va giéi thiéu vé Biphasic calcium

phosphate

1.1.1. Gidi thigu vé xwong
Dinh nghia:

Xuong 1a bo khung vitng chic ning d& toan co thé, cd tc dung che cha
va bao vé nhitng co quan bén trong nhu: hop so, 16ng nguc, khung chau,...va
1a chd bam cua cac co. Khung xuong ¢ ba nhiém vu cha yéu: nang d3, bao vé
va van dong. Tuy xuong 13 noi tao mau, san sinh ra hong cau. Xuong ciing 1a
kho du trir khoang chat (calci va phospho...) ma khi can co thé ¢6 thé huy dong
lay ra [3].

Cdu tgo va thanh phan ciia xwong

- CAu tao dai thé: Bat ky mot xuwong nao ciling duoc cau tao bang cac thanh
phan sau day (ké tir ngodi vao trong): ngoai cuing 14 mang ngoai xuong (ngoai
cot mac), ké tiép 1a xuong dic (cortical bones), dudi 16p xuong dac 1a xuong
x6p (trabecular hay cancellous bones), trong cuing 1a tay xuong (tay do va tay
vang) [3]. 20% tong khéi luong xuong la xwong x6p, 80% con lai 1a xuong dac.
Xuong x6p c6 do chuyén hoa cao, c6 dién tich rong hon, va dé bi gay hon

xuong dac [4].
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Hinh 1.1. Céu tao ciia xwong [5]

- CAu tao vi thé: md xuong la thanh phan quan trong nhat cdu tao nén bo
xuong. M6 xuong 1a hinh thai thich nghi dic biét cuia md lién két, tuy nhién,
cac thanh phan ngoai té bao bi calci hda lam cho chét can ban trg nén cing ran.
M6 xuong duoc tao thanh tir cac té bao, cac soi va chat can ban. Xuong duoc
cau thanh tir 4 loai té bao chinh: t& bao tao xwong (osteoblast), té bao huy xuong
(osteoclast), cbt bao (osteocyte), va té bao lién két (lining cells). Nhiing té bao
nay tuong tac vai mot s6 chat khoang, protein, hormon, va cac phan tir khéac dé
nudi dudng xuong, lién tuc bo xwong cii va thay bang xuong méi qua mot qua

trinh mé hinh va tai moé hinh (modelling va remodelling) [6].

1.1.2. Biphasic calcium phosphate (BCP)

Trong sb nhiéu vat liéu sinh hoc, calcium phosphate ton tai trong xwong
tu nhién da dugc quan tam nghién cau. N6 c6 thé gop phan truc tiép vao qué
trinh tai tao xuwong hoic hd tro viéc cac vat lieu sinh hoc khéc trong qué trinh
tai tao xuwong. Calcium phosphate c6 tiém nang rat 16n cho ghép xuong vi chiung
c6 tinh twong hop sinh hoc, tinh dan tao xuong, tinh kich tao xwong va c6 kha
nang tao lién két truc tiép voi xwong. Sy giai phong cac ion Ca?* va PO,* diéu
chinh viéc kich hoat cac té bao tao xuwong va té bao hiy xuwong dé tao diéu kién
cho qué trinh tai tao xuwong. Qua trinh suy giam cua calcium phosphate tao két

tua carbonate apatite c6 thanh phan va ciu trac tuong tu véi cac khoang chat



sinh hoc cta xwong. Cac dic tinh anh huéng dén hoat tinh sinh hoc khac nhau
tdy thudc vao loai calcium phosphate nhu HAP, TCP va c6 thé duoc st dung
trong nhiéu @ng dung khéac nhau do sy khac biét vé kha niang giai phong ion,

do hoa tan, d6 6n dinh va dd bén co hoc.

Kha ning kich tao xwong cua céac vat lidu kich thich té bao gbc biét hoa
thanh té bao xuong co su anh huong khéac nhau dya trén loai calcium phosphate.
Thir tu wu tién cua su Kich tao xuwong c6 thé duoc xac dinh nhu sau: B-TCP >
BCP > HAp > ACP (B-TCP: Beta tricalcium phosphate; Hap: Hydroxylapatite;
ACP: Amorphous Calcium Phosphate).

BCP, hay con goi la hon hop cia HAp va B-TCP, dang thu hut su quan
tam trong nghién ciru vi c6 anh huong tich cuc ddi véi qua trinh tai tao xwong
hon so véi HAp hoic B-TCP don 1é. BCP ¢6 tdc d6 tan phi hop véi thoi gian

tai tao xwong va kha nang kich thich qua trinh hinh thanh xwong.

Hinh 1.2. BCP ¢6 thé dwoe san xuit duéi dang bot, vién, khdi dic
hoic xop [7]

Do nhimg wu diém nhu trén, vat liéu composite chaa calcium phosphate
cho thay tiém ning dap Gng cac yéu cau cua vat liéu y sinh ding cho xuong.
Vit lidu composite nay cd thanh phan, cau trac twong ti xwong, twong hop sinh
hoc, suy giam sinh hoc. Calcium phosphate thuc day su khodng hoa, cai thién
tinh chét co hoc so véi vat lidu cdy ghép trude day. Calcium phosphate phan
tan trong polymer tu nhién s& cung cap mam cho su hinh thanh 16p tao khoang

cling nhu di chuyén té bao xuwong dén vung xuwong bi ton thuong tir d6 thuc day



qua trinh tai tao xwong va duoc ky vong nhiéu trong linh vuc ciy ghép va tai

tao xuong.

Ty 1& mol Ca/P trong xwong dugc phan tich va cho thay gié tri nam trong
khoang tir 1,3 dén 1,9. Ti I& nay phu thudc vao su déng gop cua cac phosphate

hitu co trong chét nén xuwong va ban chat cia cac khoang chat trong xuong [8].

Cac nghién ctru khoa hoc da cho thay rang, co ché tao khoang xwong duoc
dién ra théng qua cac qué trinh tao khoang sinh hoc trong méi truong té bao.
Ban dau, qua trinh tao khoang tap trung vao nhiéu viing khac nhau doc theo céc
soi collagen. Tai nhitng diém ndy, céc tinh thé khoang dau tién bat dau hinh
thanh & vi tri cu thé, sau d6 tiép tuc phat trién thdng qua mot qua trinh kéo dai
qua 1a quéa trinh két tu. Diéu quan trong Ia trong qué trinh tao khoang, kich
thugc va hinh dang cua cac mam tinh thé apatite dugc diéu chinh boi moi
truong collagen va cac protein xung quanh. Diéu nay dan dén viéc cac mam
tinh thé nay ludn co kich thudc nano.

1.2. Céc bénh lién quan dén xwong va phwong phap diéu tri phd bién
1.2.1. C4c bénh lién quan dén xwong

Cac bénh ly bo may van dong rat phong phi, da dang thuong duoc chia
lam hai nhém: nhém cé chan thuong (chan thuong do thé thao, tai nan giao
thong, tai nan lao dong, tai nan sinh hoat)... va nhém khong chan thuong (bao
gom nhiéu loai bénh ly nhu lupus ban d6 hé théng, gat, viem khép nhiém
khuan, lodng xuong, thoai hda khép, thoai hoa cot séng, u xuong nguyén phat,

ung thu di can xuong,...)

Quaé trinh lién xwong va cdc yéu té anh huwéng dén qua trinh lién xwong
Khi xuwong bi gdy, qué trinh lién xwong dién ra. Pay 1a mot qua trinh phirc
tap. Vé mat md hoc, ¢ bon giai doan cua qua trinh lién xuwong: viém, tao can

xuong, stra chita can xwong va hoi phuc hinh thai xwong [9].

- Giai doan viém: bit ddu ngay sau khi xuong bi gy va kéo dai khoang 3 tuan.

Ap lyc gy giy xuong lam ton thuong cac té bao tai ving gy, gy chét cac té



bao. C4c té bao nay can cac yéu té kich thich su hinh thanh mach mau, dan dén
mé& rong mach méau va ting kha ning tham thau cua ching, do d6 lam tang luu
lwong mau téi ving gdy. Trén nén cua cAc mam méu dong tao thanh tir c4c té
bao viém, cac té bao soi bat dau xuat hién dé dan thay thé mau déng bang viéc

hinh thanh céc nguyén bao soi, bao gom sy hinh thanh collagen..

- Giai doan tao can xuong:

+ Hinh thanh can xwong mém: Trong khoang 1 dén 3 tuan dau, nhiéu mach
mau sé& duoc tai tao boi cac té bao gdc tay xuong. . CAc té bao trung md xam
nhap vao viing ton thuong va trai qua biét hoa. Khong nhiing luc cing tai vi tri
ton thuong kich thich hoat déng cua té bao gbc, ma ching tiép tuc san sinh ra
c4c té bao soi. Can xwong mém dugc hinh thanh théng qua su chuyén doi tir to
chtic hat thanh to chac tam thoi chta canxi, bao gom cac tao cot bao va té bao

sun cuing véi hé théng céac soi collagen, cac dang bao chat gian va sun.

+ Hinh thanh can xwong ctng: la mot qué trinh quan trong cua qua phat
trién cua xuong, bat dau véi can xuong mém. Cac té bao sun va soi collagen
trong can xuong mém bat dau thu thap canxi, tao ra méi truong thich hop cho
su phat trién caa cac té bao gbc chuyén hda thanh té bao xuong. Céc té bao nay
bién d6i tir sun da khoang hoa thanh cac bé xwong ctng, sap xép doc theo cac
vi quan. Qua trinh nay goi 1a su ¢t hod, va nd déng vai trd quan trong trong
ViéC tao ra cac bé xuong cung. Sy cdt hoa dam bao rang xuong dugc tao ra s&
ndi lién mot cach viing chac voi do bén can thiét dé duy tri cau trac xuong. Cau
triic xwong ndy rat quan trong dé dam bao xwong khong bi gy va cd kha ning

chiu lyc mot cach hiéu qua.

- Giai doan stra chira can xwong: Qua trinh hinh thanh can xwong ciing dién ra
khi can xuong mém tiép tuc phét trién. Céc té bao sun va hé thong soi collagen
bat dau két taa canxi, tao mdi trudng thuan loi cho cac té bao gbc tham gia va
trai qua bién doi thanh cac té bao xuong. Céc té bao nay chuyén doi tir té bao
sun da khoang hda thanh cac cot xuong cting, duoc sap xép theo hinh dang cua



cac vi quan. Qua trinh ct hod ndy tao ra cac bé xuong cing, dam bao rang 6
gay duoc ndi lién vitng chac.

- Giai doan hdi phuc hinh thai xuwong: Giai doan phuc hdi kéo dai kha lau, tir
mot dén nhiéu nam. O nguoi dén do tudi truong thanh, qué trinh phuc hoi cau

trdc dién ra khong thé vé trang thai ban dau.

7

Giai doan viém giai doan hinh thanh can giai doan stra chiva giai doan hbi phuc hinh théi
xwong can xwong xwong

4

Hinh 1.3. Bon giai doan ciia qua trinh lién xwong [10]
- Mot sb bién phap da dugc nghién ctiu dé tang cuong kha nang lién xuong:
+ Thuc pham bé sung - calci, protein, vitamin C va D

+ Kich thich tao xuwong bang dién, dién tir va siéu am. Tuy nhién, hiéu qua
ctia cac phuong phap ndy van con can duoc nghién ciu thém.

+ Ghép xuong — tao gia 4o cho xuwong mai hinh thanh [11].

1.2.2. Cdc phwong phdp sir dung trong diéu tri lién quan dén gdy xwong
Cidc phwong phdp sira cChita xwong gay

- Vat liéu va thiét bi c¢b dinh gy xwong: Vat liéu sinh hoc ding trong dé ¢
dinh xuwong gay la nhitng vat liéu co kha nang chiu tai, cho phép cac hoat dong
tao xuwong xay ra binh thuong. Kim loai (titan va hgp kim cua titan, thép khong
gi), vat liéu composite goc polymer, bioceramic, vat liéu tu tiéu hay sinh hoc
(biodegradable material) 14 nhitng vat liéu thuong duoc sir dung nhat trong chan
thuong chinh hinh [12].

- Ghép xuong: Xuong ghép dugc str dung nhu mot chat don va 1am khung
nén, tao diéu kién hinh thanh xuong va thiic day qué trinh lién xwong. Thong

thuong 1a ghép xuong tu than (autogenous bone graft), ghép xuong dong loai
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(allograft), ghép xuong di loai (xenograft) hoic sir dung vat liéu sinh hoc tong
hop (synthetic biomaterial). M6t s6 vat liéu nhu ceramic, kim loai, polymer,
hydrogel ciing cd thé dugc dung dé 1am vat liéu thay thé trong cdy ghép xuong.
Cac phac d6 diéu tri gdy xwong hién tai chu yéu sir dung phwong phép ciy ghép
xuong (ty than/hién tang) hoic cay ghép céac vat liéu (kim loai/ceramic). Trong
d6, cdy ghép xuong tu than (autograft) Ia tiéu chuan vang dé diéu tri cac khuyét
tat vé xuong. K thuat ndy c6 vu diém 1a mé xuong duoc cdy ghép co céac dic
tinh nhu tinh tao xwong (osteoconduction), tinh kich tao xuong
(osteoinduction), va tinh sinh xuwong (osteogenesis); nhugc diém la chi phi cao
va han ché vi tri 1dy xuong ghép. K5 thuat pho bién thir hai 1a ghép xuong déng
loai, nhuoc diém chinh cua ki thuat nay 1a dé nhiém tring va ngudn xuong
hién tang rat hiém. Céc vat liéu kim loai cling dugc st dung rong réi, nhung
mac du c6 cac dac tinh co hoc tét, ching khéng c6 hoat tinh sinh hoc hoac
khong thé hap thy sinh hoc, tham chi gay tiéu xuong. Ceramic l1a vat liéu san
c6 va c6 thé ung dung trong nhiéu truong hop. Vi du, xi ming calcium
phosphate (CaP) cé cac dac tinh hdéa hoc va chirc nang tuong duwong véi mé
xuong, Vira c0 tinh twong hop sinh hoc vira ¢6 hoat tinh sinh hoc. Tuy nhién,
vat liéu ndy cd qua trinh tai thdng mach va khoang hoa kém, thoi gian séng
ngan va khdng c6 kha nang thich ang véi nhiing thay doi cua xuong. Do vay,
cac phuong phép ky thuat md xwong can dugc tng dung vao linh vuc nay [13].
Phat trién khung nén (scaffold) trong ki thugdt mé xwong [13]

K§ thuat mé xuong (BTE) c6 muyc dich phat trién mot khung nén 3 chiéu
nhiéu thanh phan (3D multicomponent scaffold) tao ra su tai tao sinh 1y cia md
chtrc niang (vi du md xwong), khac phuc nhimg nhuoc diém cua céc vat liéu
sinh hoc hién cd. Cac khung nay truéc hét nham muc dich hoat dong nhu chat
don, chiém khong gian co sin trong co quan hodc mé bi ton thuong va tir ti,
su dn mon sinh hoc va tai hap thu duoc lap trinh sin cua chiing cho phép chiing

cung cap mot khung cho sy phét trién cia mdé mai. Cudi ciing, cac mo nay sé
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thay thé mot phan hoic hoan toan khung nén. Khung nén 1y tuong cho ky thuat

mo xuong phai c6 ba dac tinh chinh sau day:

- Tinh tao xuong (osteoconduction): 1a kha ning céc té bao tao xwong trong
viing ghép di chuyén qua khung nén va tir tir thay thé né bang xuong méi theo
thoi gian. Diéu nay phu thudc rat nhiéu vao dang vat Iy va thanh phan hoa hoc
cua vat liéu. Céc yéu té nhu tinh wa nudc, @6 xdp, tinh twong hop sinh hoc va
kha nang phan huay sinh hoc cua vat liéu s& anh huang dén tinh cht tao xwong
caa no.

- Tinh sinh xuong (Osteogenicity): 1a dic tinh caa nhitng khung nén chua
C4c tién cdt bao va tao thuan loi cho su két dinh va ting sinh caa ching

- Tinh kich tao xuong (Osteoinduction): 1a kha ning thu hdt cac té bao chua
truong thanh dén vi tri ton thuong va kich thich céc té bao nay phat trién thanh
cac tao cbt bao.

Mot khung nén déng vai trd ctiia nhu mot chat nén ngoai bao, dugc sur
dung nhu mét gia d& co hoc chdng lai cac tdc nhan tir moi truong, vat lidu
thuong co cuong do nén trong khoang 2—12 MPa va mo dun khoang 5 Gpa (day
1a d6 bén cua xuwong xop). Ngoai ra, vat lieu c6 kha ning phan hiy sinh hoc
duoc kiém soat dé khi mo tai tao tir tir, khung nén s& bi thoéi hda va khong can
phai phau thuat cit bo, tranh céc bién ching tiém an sau phau thuat nhu nhiém
tring va soc. Ly tuong nhat 1 vat liéu khdng gay ra bat ky phan tng mién dich
nao cho co thé, do d6, nd phai twong thich sinh hoc. Tinh chat héa hoc bé mit
ctia khung nén phai tao ra sy két dinh, ting sinh va biét hda té bao thanh mé tu
nhién, tao méi truong 3D cho cé4c té bao khac nhau va céc yéu td ting truong
duoc nhiing vao khung nén, kich thich sy phét trién ciia mé xwong dan dén tich
hop xuong. Diéu quan trong vat liéu phai c6 cau tric mang ludgi xop lién két
véi nhau vi ciu trdc nay can thiét cho sy phat trién cia mach mau, cung cap
0Xy Va cac chét dinh dudng khac dén cac té bao va loai bo chat thai [14]. Kich
thuge 16 cho khung nén BTE nam trong khoang tir 50 dén > 900 pum [15]. MGi
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vt liéu ché tao khung nén déu cé nhiing uu diém va han ché riéng va ching

dugc tom tit trong bang dudi day [14].

Bang 1.1.Uu diém va nhwoc diém ciia mot so vat liéu sir dung trong
tong hop khung nén cho ky thuiat mé xwong [10]

Vit ligu Vi du Uu diém Nhuge diém
Nickel-
Titanium M6 dun Young cao, cuong | RO ri ion, khéng phan huy
. .| alloy, titanium do nén cao, ai luc xuong sinh hoc, an mon,
Kim loai . .Y £ P X n, 2R A
alloy, cao, kha nang giam chan can phau thuat dé loai bo
magnesium cao vt licdy ghép
alloy, tantalum
Tuong thich sinh hoc, Phan
haty sinh hoc, hd trg hoat Gion, dé gy va do bén
Ceramics | HAP: B-TCP, | 45ng ciia té bao, dan truyén | moi thap, suy thodi va ty
(9ém st) | Bio-glass xuong tot, kiém soat duoc I¢ hinh thanh xuong
ty I¢ thodi hoa khong phu hop
Kha nang twong thich
sinh hoc kém, phan ung
C6 thé tai san xuat do thanh | mién dich tiéu cuc, tuong
Polymer | PLGA, PCL, p~hér1 hE’>a hQ,C_ dlrl'QC xéac dinh téf téAba,o-maE trénﬂcé‘ van
ténghop | PEG, PPF r(.),R ty 1€ ,thoal’ hoz; duoc v (’IeZ do ii)arrj dlnt] te E)ao )
i kiém soat, Co thé dugc stra | thap, do déo thap, toc do
doi thodi hoa rat 1au dan dén
phai mé lan thi hai @é
loai bo, khdng ky nudc
Nguon goc tu nhién, kha
nang tuong thich sinh hoc,
Collagen, kha mimg h_ap thy sinh PQC’ Phu thugc vao quy trinh
Polymer | chitosan, axit h?at tmrl smt} hQ_C’ Kha khai thac va ché bién, do
i . . | nang phan huy sinh hoc, Su |, R s
twenhién | hyaluronic,soi | .. = .. ., . ..., bén co hoc khong du, de
to hién dicn cua cac vitribam |\ L is ' oneo khe xir Iy
dinh va nhan dang té bao, ’ ’
Khong dgc hai, khang vi
khuan
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1.3. Vat liéu Hydrogel

1.3.1. Khai niém va phan logi vt liéu hydrogel

Hydrogel 1a polymer c6 cau tric mang luéi khong gian (3D) (cross-linked
polymer networks) [16], c6 nhiéu tinh chat quan trong nhu kha ning hap thu
nudc cao, kha nang phan huy sinh hoc sinh hoc va kha nang tuong thich sinh
hoc. Cau trdc va thanh phan cua hydrogel c6 thé dugc bién ddi tly theo vat liéu
ban dau hay quy trinh téng hop. Do d6, hydrogel 1a nguyén liéu tiém ning trong

linh vyc vat liéu y sinh [17].

Tao lién két chéo
- —’ X . —"
. Tiay . .
‘ X-ray, hv, r ’
. Nhiét d hoac tac nhan tao . =
. ] lién két chéo

Hydogel

Polymer tan trong nuéc (dang
dung dich hoic rén)

Hinh 1.4. Hinh thanh hydrogel biang phwong phap tao lién két ngang
cua cac polyme tan trong nwéc [18]

Tinh chdt hydrogel

Hydrogel c6 cac tinh chat dic trung nhu d6 truong nd, do bén co hoc, tinh
tuong thich va phan huy sinh hoc nén duoc ung dung trong nhiéu linh vuc nhu

ky thuat, cong nghé, dugc pham va y sinh hoc.

- Tinh trwong no: thanh phan va cau trac cua hydrogel duoc dic trung boi
mot chudi cac lién két vat Iy hay hoa hoc, chinh vi thé khong cé khai niém rd
rang vé khdi luong phan tir cua hydrogel. Bé biét kha ning truong nd ciia mot
hydrogel nguoi ta phai xac dinh khoang khong gian bén trong mang hydrogel
c6 san dé chua nudc. Trong hydrogel c6 ba luc tuong tac chinh 1a: polymer-
nuéc, tinh dién, va tham thau. Ba twong tac d6 co tac dong lam mé rong mang

lusi hydrogel. Tuy nhién, luc twong tac gitta polymer va nudc la yéu té quyét
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dinh dén su truong nd cua hydrogel. Tinh wa nuéc caa hydrogel s& giap cho
luc twong tac gitra polymer véi nudc tré nén manh hon va giup vat liéu sé
treong Né trong nudéc. Vi thé, ddi véi nhitng hydrogel mang nhitng nhém chuc
ua nudc thi sé lam cho luc tuong tac polymer-nudc tré nén cang manh. Ngoai
ra, sau khi hinh thanh gel, 6 truong no con chiu anh huong boi mat do lién két

ngang va dién tich ciing nhu néng do lién két ngang [2, 19-21].

Chura tao lién két chéo Trang thai nghi Trang théi trwong né& Trang thai kho

Hinh 1.5. Tinh chat trwong né cia hydrogel [22]

CAu tric va tinh chat caa hydrogel cé thé dugc chia thanh hai loai chinh:
hydrogel khdng chira ion va hydrogel chia ion. Hydrogel khdng chira ion, nhu
poly (N-vinyl-pyrrolidone) va poly (ethylene oxide), thuong c6 xu hudng
trrong 1én trong mdi truong nude do twong tac polymer-nudc. Diéu nay 1am
cho ching hap thu nudc va tré nén phong 18n khi tiép xuc voi nuée. Hydrogel
nay thuong dugc st dung trong cac ung dung y té va cong nghiép, noi tinh chat
hip thu nudc quan trong. Hydrogel chia cac nhom ion, bao gém cac loai nhu
anion, cation va ion ludng tinh, ¢ kha nang tham thau nuéc. Su tham thau xay
ra do sy khac biét vé nong do ion gitta gel va dung dich xung quanh, dan dén
su bu trir dién tich cua cac ion. Piéu ndy anh hudéng dén su truong né cua
hydrogel, né phu thugc vao pH cta méi trudng nudc, tac 13 nd thay doi theo
murc d6 phan ly cua cac chudi ion. Thay d6i pH c6 thé 1am thay ddi cac dac tinh
cua hydrogel chira ion, va diéu ndy c6 anh hudng I6n dén viéc diéu chinh sy
phat trién va sir dung cua ching trong cac ung dung nhu thube trang dich. [2,
19-21].
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Ngoai nhitng yéu té trén, su hap thu nude caa hydrogel con lién quan toi
mot s6 yéu td khac nhu mat do lién két ngang, mat do dién tich, ban chat dung
dich, cau trac cac 16 xp trong khdng gian. Yéu td quan trong nhat anh huéng
dén d6 trwong nd cua hydrogel chinh la mat do lién két ngang vi mat do lién
két ngang cang cao thi khoang cach gitta cac chudi véi nhau cang ngén, tir d6

dan dén lam giam kha ning truong nd cua hydrogel [2, 19-21].

- Tinh co hoc: Tinh co hoc cua hydrogel 12 yéu té rat quan trong vi d6 bén

co hoc cua gel 14 chi tiéu quan trong khi thiét ké hydrogel. Méc do lién két
ngang qua cao s& dan dén tinh gion hoac it dan hoi cua gel. Tinh dan hoi cua
gel rat quan trong dé tao ra ¢ mém déo caa cac mach tao ludi, thuan loi cho
qué trinh di chuyén cua c4c tac nhan cd hoat tinh sinh hoc. Do d6, viéc can bang
gitra d6 vitng chac va d6 mém déo caa hé gel 1a can thiét dé st dung cac vat
liéu nay mot cach phu hop [2, 19, 23, 24].

- Tinh phan hay sinh hoc: Mét trong nhitng yéu té quan trong anh huong dén
nganh k¥ thuat mo xuong la kha nang phan huy sinh hoc cua vat liéu. Theo mot
s6 nghién ciru, mat do lién két ngang c6 anh huong dén khi luong suy giam
va tinh co hoc cua hydrogel. Mat do lién két ngang cang cao thi kha niang suy
giam khdi lwgng cang 1au. Ngoai ra, trong qué trinh tai tao md, su phan hay cua
hydrogel rat can thiét. Khdi lugng phan hay cua vat liéu cay ghép phai phd hop
Vi toc do hinh thanh md méi va cac phan tir giai phong ra trong qué trinh phan
hay khong doc ddi véi té bao. Do dé, can hiéu va kiém soat duoc co ché, khdi
luong suy giam dé tao ra vat liéu pht hop véi tng dung [2, 19, 23-26].

- C6 ba co ché suy giam co ban cua hydrogel 1a thuy phan, suy giam boi
enzyme va suy giam do qud trinh hoa tan. Phan 16n cac hydrogel tong hop suy
giam théng qua qua trinh thay phan caa céc lién két ester. Trong khi do, khoi
lugng suy giam cta nhirng hydrogel suy giam bai enzyme khac nhau tuy thudc
vao loai enzyme trong co thé dong vat va nghién ctu in vitro va in vivo [25,
26].
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- Tinh tuong hop sinh hoc: Mat trong nhiing dic diém quan trong cua vat
liu hydrogel 1a kha niang bién tinh nham tao ra céc tinh chat nhu tuwong hop
sinh hoc va khéng doc dé trg thanh mot polymer y sinh tiém nang. Tat ca cac
polymer duoc sir dung trong y sinh déu phai trai qua cac thir nghiém vé doc té
bao va doc tinh. Panh gia kha ning gay doc cua tat ca cac loai vat lidu st dung
dé tao gel 1a mot phan khong thé thiéu dé xac dinh tinh phd hop cuaa gel cho
nhitng ung dung sinh hoc. Hydrogel tao ra mdi trudong dé té bao cé thé di
chuyén, sinh trudng va biét hoa. Nhing vat liéu dugc dung dé tao hydrogel cé
thuong nhitng tinh chat nhu tang kha nang biét hoa cua té bao, taing d6 bam
dinh, tang trudng va tir 6 phat trién va hinh thanh mé. Polymer duoc lya chon
can phai thda man nhitng tinh chat nhu khéng gay doc té bao, khong kich hoat
phan tng mién dich ngoai ra con phai tang su phat trién va thac day sy bam
dinh cua té bao [2, 19, 23, 26].

1.3.2. Nguyén li¢u tao thanh hydrogel

Hydrogel c6 thé duoc diéu ché tir cac polymer tu nhién (gelatin, chitosan,
collagen,axit hyaluronic,...), tdng hop (vi du: polyethylene glycol -PEG) hoic
ban tong hop (PEG két hop véi polysaccharide chira cholesterol) [27].

Céac polymer tu nhién thuong cO kha nang twong thich sinh hoc va kha
nang phan hay sinh hoc tét, hau hét déu hoa tan trong nudc. Pa phan ching l1a
thanh phan ty nhién cua chat nén ngoai bao (ECM), bé mat than nuéc cho phép
c4c té bao dé dang bam dinh, ting sinh va phan héa. Cac polymer tong hop c6
uu diém 12 c6 thé kiém soat va tai tao dugc. Tuy nhién, kha ning twong thich
sinh hoc, d6 an toan, hoat tinh sinh hoc kém hon vai polymer tu nhién [28].
1.3.2.1. Gelatin

- Gelatin 1a san pham cua qua trinh thiy phan mot phan collagen - protein
cau trdc chinh caia cac mo lién két. Trong luong phan tir va dic tinh cua gelatin
phu thudc vao ngudn collagen va phuong phap san xuét. Dua vao quy trinh san

Xuat nguoi ta phan ra loai A va B. Loai A duoc tao ra thong qua xu ly acid,
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trong khi loai B duoc xu ly biang dung dich kiém. Tinh chat cia mdi loai dugc
trinh bay ¢ Bang 1.2 [29].

- Thanh phan ciu tao chi yéu cua gelatin 1a protein (85-92%), mudi khoang
va nudc. Xuong gia stc, da song, da lon, da ca, con trung,...1a nhitng nguon
collagen chinh dé san xuat gelatin [30].

OH
OH O H O H o

i1 [ I Il
C—N—CH—C—N—?H—C—N—CH—C—N

| |
H 0 H 0 CH, H CH, HoH
|
~~N—CH—C—N—CH—-C—N CH, CH, C—N-CH-C-N
| |

CH, H CH, c=o © 0
| | C
NH 0] I
| 0
C=NH,"
NH,
Hinh 1.6. Cau tric gelatin
Bang 1.3. Tinh chit ciia gelatin loai A va B
Loai gelatin A B
. Xuong .
Nguon goc Da heo " Da bo Xuong bo
eo

Piém ding dién

(p1)

P nhét (mPa.s) 1,8-5,5 1,8-4 2-7 2 -7
- Mot s tinh chat cua gelatin [31]:

7,5-9 6,5-8 4,8-5,2 4,8-5,2

+ Gelatin la chat ran dang miéng, bot hoic hat, khdng mui, khéng vi, trong
sudt, c6 mau tir trang dén vang nhat, do am tir 9-12% va ¢ ti trong riéng tir
1,3-1,4.

+ Trong nudc nong, gelatin sé hut nudce, truong no tao dung dich nhét.
Trong dung dich acid va kiém, gelatin hoa tan nhanh. Gelatin c6 kha ning tan
trong glycerin, propylen glycol, sorbitol, manitol nhung khong tan trong con,

aceton, CCly, benzen, ether va cac dung mdi hiru co khac



18

+ Do bén cua gelatin ti 1& nghich véi nhiét do (46 bén giam néu nhiét do

trén 100°C), ngoai ra con phu thudc nhiéu yéu té nhu ndng do, thoi gian va pH.

+ Do nhot: @6 nhat cua gelatin loai B thuong cao hon 30-50% do nhét caa
gelatin loai A. Do nhét cua gelatin thwong mai thuong tir 2-7 cP, tdi da 3 cP.
Cac yéu t6 anh huong dén do nhét 1a ngudn nguyén liéu, nong do, dung mai,

pH, nhiét do.

+ Piém dang nhiét: Piém dang dién ma tai d6 Gelatin két tua 1a 7,0-9,0

vai loai A va 4,7-5,4 véi loai B.

+ Kha nang tao gel: Kha nang tao gel la mot thugc tinh quan trong cua
gelatin va duoc st dung dé danh gia chat lugng ciia n6 ciing nhu xac dinh cac
ring dung c6 thé sir dung gelatin. Sy bén cua gelatin khi hinh thanh gel duoc do
bang d6 Bloom. Gelatin thuong c6 d6 Bloom trong khoang tir 150 dén 300
Bloom. Gelatin c6 chat luong thap c6 6 Bloom duéi 150, gelatin chat luong
trung binh c¢6 d6 Bloom tir 150 dén 220, va gelatin chat lugng cao c6 do Bloom

tir 220 dén 300. Co ché tao gel gom 2 giai doan:

e Giai doan 1: Vat liéu bat dau hap thy va truong né trong nudc dé tao
dung dich, giai doan xay ra khi gelatin dugc cho vao nudc va gia nhiét &
45-60°C.

e Giai doan 2: Tao lién két ngang ndi cac phan tir gelatin lai tir d6 hinh
thanh mang cau tric khong gian chiéu khi gelatin duoc lam ngudi & 8-
10°C.

Gelatin ¢6 nhiéu wu diém va dugc str dung trong céc linh vyc nhu cdng nghiép
thuc pham, trong phan phéi thubc, trong ky thuat md xwong, trong nganh y
duoc (1am bang vét thuong, chat 1am ng huyét trong, chat két dinh va miéng
tham ding trong phau thuat). Gelatin treong ng trong nudc, ¢6 san trén thi
truong, ré hon nhiéu so vai collagen, dong thoi, né van chtra cac phan ti lién
két quan trong cho su gan két caa té bao. Sy quan tdm rong réi dén gelatin con

do tinh khéng doc, khéng gay ung thu, tinh twong hop sinh hoc va kha nang
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phan hay sinh hoc cua nd. Tuy nhién, cac vat liéu dya trén gelatin thuong cé
cac dic tinh co hoc kém, khdng 6n dinh nhiét va thoi gian phan hay tuong doi
ngan [29].

Chitosan

- Chitosan la mét loai polymer tu nhién, khdng doc hai, cé kha nang phan
hay sinh hoc. Chitosan ciu tao tir D-glucosamine lién két véi cac nhom
glucosamine N-acetyl qua lién két B >(1,4). Chitosan cd cau tric twong tu nhu
cellulose, tuy nhién, ¢ vi tri C-2 trong chitosan la nhém amin, con ¢ cellulose
la cac nhdm hydroxyl (-OH). Su thay doi cia cnhdm chic nay gilp chitosan c6
nhitng tinh chat dé duoc tng dung rong réi trong thuc pham ciing nhu trong y
sinh [32].

- Chitosan duoc san xuét tir qua trinh deacetyl hda chitin. Chitin trong tu
nhién thuong ton tai trong & ca thuc vat va dong vat, nhiéu nhit 1a & céc loai
gidp xac. Do vay, nguoi ta thuong ding vo cac loai giap xac dé dicu ché
chitosan bang phuong phap deacetyl héa trong mdi truong kiém (Hinh 1.7).
[33]. M6t s6 tinh chat nhu kha ning hat nudce, kha nang hap phu chat mau, kim
loai, két dinh vé&i chat béo, khang khuan, khang nam, mang DNA,...cua
chitosan phu thuoc rat 16n vao do deacetyl héa. Tuy nhién, kha ning hit nudc

cua chitosan giam di khi tang do deacetyl.

H3;C
=0
- H,N N
T2 o . O OH
~ 0 . .
HQ\OH o) O-. Deacetyl héa \mOOH 5 o.
HN N = ——— HN \\\\
)=0 "o =0 HO
L HsC Jn | he I
Chitin Chitosan

Hinh 1.7. Phan wng deacetyl hoa chitin tao chitosan
- Chitosan c¢6 Cong thac phan ti : (CsH1:04N),. Tén goi IUPAC: Poly B-(1-
4)-2-amino-2-deoxy-D-glucose hay Poly B-(1-4)-glucosamine

- Cdng thirc cau tao:
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Hinh 1.8. Céu tric chitosan

Mot trong sb nhiing tinh chét cua chitosan 1a kha ning khang khuan, wc
ché nhitng chiing vi sinh vat nhu: Gram am, Gram dwong va vi nAm. Kha ning
trc ché vi sinh vat cuaa chitosan phu thudc vao do deacetyl hoa (chitosan c6 do
deacetyl trén 90% c6 kha ning khang khuan t6t) va phan tir luong. Mot s6
nghién ctu cho rang su tuong tac tinh dién giira ciu trac polymer duong cua
chitosan, protein bé mat té bao anion véi noi doc té caa vi sinh vat 1am thay doi
tinh thim cua mang té bao cua vi sinh vat, dan dén su pha hiy cac thanh phan
noi bao, dan dén chét té bao. Vi thé sy hién dién cua cac nhdm amin trong chudi
phan tar chitosan rat quan trong déi vai dac tinh khang khuan. Do vay, khi
chitosan duoc acetyl hda hoan toan s& mat hoat tinh khang khuan do thiéu cac

nhom amine.

Ngoai ra, Kha ning tao mang cua chitosan rat tét va cé nhiéu tinh chat co
ly quan trong. Tuy nhién, nhitng tinh chat nay thuong phu thudc vao hai yéu to
chinh: phan tir lvong va do deacetyl hoa cua chitosan. Mang chitosan vai do
deacetyl hoa cao thudng co dic diém tng suat kéo cao va kha nang gian dai tt,
tao ra mang chat lugng véi do bén vuot troi. Tuy nhién, chat nay thuong co do
trwrong né thap hon, gidi han sy linh hoat. Tinh chat d6 ran caa mang chitosan
cling c6 thé bién ddi thy thudc vao dung mdi sir dung trong qua trinh san xuat
mang. Dung méi c6 thé anh huong 16n dén d6 ran va cau triic cia mang chitosan.
[33].

- Tinh chét sinh hoc: chitosan c6 tinh hat nuée, gitr am, khang khuan va dac
biét co tinh twong hop sinh hoc cao, khéng gay doc va an toan véi co thé ngudi.

Ngoai ra, chitosan dugc xem nhu 1a mot chat nén tao diéu kién cho sy phét trién
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té bao dé ti vu qua trinh kich thich, tai tao mé ma khéng gay ra cac phan tng
phu gay hai cho co thé:

+ Tinh twong hop sinh hoc: Mt sé nghién ciru dugc thuc hién dé danh gia
kha ning twong hop cua chitosan trén nhiéu loai té bao nhu nguyén bao soi,
nguyén xuong, té bao sun, té bao ma, té bao than kinh va té bao gan. Két qua
cho thay chitosan khong gay doc té bao va hd tro cho qua trinh ting sinh phat
trién [34-37]. Bumgardner va cac cong su danh gia tinh twong hop sinh hoc cua
chitosan bang céach cay ghép titan boc chitosan & xuong chay cta tho. Panh gia
md hoc cho thay phan tng viém xay ra la rat nho va qua trinh tai tao xuong bat

dau hinh thanh, tiép sau do 1a phat trién cau tric vi md [36, 38].

+ Tinh khang khuan: nhiéu nghién ctru da cho thay chitosan chéng lai vi

khuan Gram duwong va Gram am, nam va nam men [36, 39, 40].

- Ung dung cua chitosan trong y sinh: Chitosan dwgc ung dung trong viéc
diéu tri vét bong, chitosan 1a chat duoc thém vao bang gac va da cho phép st
dung trén con ngudi, chitosan vai trong luong phan tir thap cd thé duoc sir dung
lam chat mang vi kha ning d& hap thu sinh hoc,... [33, 34]

1.3.2.2. Alginate

- Alginate 1a mét loai polysaccharide &m dién c6 nhiéu trong thanh té bao
ctia rong nau véi ham luong cao (40% khdi lugng chat khd) va trong cac nang
polysaccharide cua vi khuan. Alginate 1 loai polymer sinh hoc c6 nguon géc
tu nhién nhiéu thir 2 trén thé gisi chi sau cellucose. Alginate dugc hinh thanh
bang cach tring hop acid d-mannuronic va acid I-guluronic [41].

- Alginate duoc cu tao tir cac polysaccharide mach thang lién két véi nhau
bang lién két (1 — 4) glucozid véi 2 phan tir p-D-mannuronic (M) va acid a-
L-guluronic (G). Su lién két nay duoc phan ra thanh 3 nhém chinh nhu sau:
chudi homopolymannuronic (gom cac géc acid mannuronic MMM), chudi
homopolyguluronic (gom céc gdc acid gluronic GGG) va chudi luan phién (2
goc luan phién nhau MGM) [42].
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Hinh 1.9. C4u tric hoéa hoc cia khoi G, khéi M va khéi xen ké trong
alginate

- Kbhi alginate tiép xuc véi dung dich chira cac ion cé hoa tri hai, s& tao lién
két gitra cac chudi phan tir alginate. Diéu nay dién ra théng qua cac cau ndi ion,
véi cac khoi GGG trong alginat tham gia vao qua trinh tao gel. Tuy nhién, viing
chtra khdi MMMM va GMGM khéng tuong tac truc tiép véi cac ion, tao thanh
cac vling ngat trong mang ludi gel. Két qua 1a, mang ludi gel alginat c6 tinh
chét cung lac d6 1a 6 bén chic va do mém déo. Céc ion Ca?* ¢6 kich thude
nano gip cho viéc tao ra lién két ion trong alginat. lon nay chen vao cac 15
trong tao boi bén géc G tir hai chudi phan tir alginat khac nhau. M6 hinh nay
thuong duoc goi 12 "mé hinh vi tring” (Egg-box) do su twong tu vé ciu trdc
véi viéc cac ion Ca?* nam trong nhiéu 13 trong trong lién két.

- Ung dung trong y sinh: alginate duoc sir dung rong réi trong y sinh, duoc
pham, cong nghiép thuc pham, k§ thuat mé va my pham. Ngoai ra, alginate con
duoc sir dung rong rai trong phan phéi thuc do né 1a vat liéu tro, ¢ kha niang
hoa tan tét, c6 dic tinh phan hay sinh hoc trong méi trudng co thé nguoi va co

d6 x6p gel cao dé phan tan cac phan tu.
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1.3.2.3. Chondroitin sulfate

- Chondroitin sulfate 1a mot glucosaminoglycan sulfate, mot trong nhirng
thanh phan chinh ciia méi trudng ngoai bao cua nhiéu mé lién két. Ching duoc
tim thay nhiéu trong sun, vy ca va cac chat nén hitu co trong xwong dong Vét.
Trong co thé con ngudi, chondroitin sulfate chira nhiéu trong sun khép, xuong,
da, gidc mac mét va thanh cac dong mach.

Chondroitin sulfate thudng duoc sir dung dé diéu tri cc bénh lién quan vé
xuong khép. Chondroitin sulfate 1a thanh phan chinh caa sun khép, ching c6
chtrc nang bao vé bang cach wc ché enzyme phéa hay sun nhu collagenase,
phospholipase A2 va N-acetylglucosamindase, ngoai ra ching con c6 vai tro
kich thich cac enzyme xuc tac phan tng tong hop acid hyaluronic. N6 thuong
duoc sir dung két hop véi céac thanh phan khac, bao gdom mangan ascorbate,
glucosamine sulfate, glucosamine hydrochloride hoic N-acetyl glucosamine dé

tang hi¢u qua chira bénh.

- Chondroitin sulfate dugc phén loai dya trén vi tri N-Acetylglucosamine
trén cau tric :

+ Chondroitin sulfate A: vi tri carbon tht 4 N-acetylgalactosamine
(GalNACc) (chondroitin-4-sulfate)

+ Chondroitin sulfate C: vi tri carbon 6 cua GalNAc (chondroitin-6-
sulfate)

+ Chondroitin sulfate D: vi tri carbon 2 cua acid glucuronic va 6 cua
GalNAc (chondroitin-2,6-sulfate)

+ Chondroitin sulfate E: vi tri carbon 4 va 6 cua GalNAc (chondroitin-
4,6-sulfat)

Trong d6, Chondroitin-4- sulfate va Chondroitin-6-sulfate 1a chiém da s6

va la thanh phan chinh trong cac mé xwong va moé mém lién két.

- Tinh chéit caa chondroitin sulfate: Chiing c6 khéi luong phan ti trung binh
trong khoang 50000 tily vao ngudn goc. Chondroitin sulfate dugc gan véi cac
protein dé tao thanh mot proteoglycan (PG) bang lién két O-glycosid. Phan tir
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proteoglycan & mé sun (c6 khoang 100 chondroitin sulfate) két hop vai protein
dé tao thanh mot cau trdc viing chic. Ngoai ra, chondroitin sulphate con 1a
thanh phan kich thich tong hop proteoglycan, &c ché sy hinh thanh céc enzyme
phan giai protein va oxit nitric. Ching con c6 kha nang tuong tac vai moi
trudng ngoai bao va cho thay hiéu qua chéng viém, diéu hoa mién dich, va diéu
tri bénh xwong khép

- Ung dung chondroitin sulfate trong y sinh:

+ DPiéu tri viém xuong khép: Trong mét nghién ciu caa Michel va céc
cong su, chondroitin sulfate 800 mg dugc sir dung trén 300 ddi twong bénh
nhan viém xwong khép trong hai nim. Két qua sau hai nim cho thay
chondroitin sulfate ¢ thé ngan chan tién trién cia viém xuong khép khi quan
sat X-quang [43].

+ Ung dung khac: Chéng dong mau, diéu tri ung thu, dung trong nhan
khoa dugc sir dung 1am thudc nho mat dé phong ngtra va diéu tri tinh trang moi

mat, khé mat, thoai hda véng mac.

1.3.3. Cdc phwong phdp tong hep hydrogel

Sy hinh thanh hydrogel lién quan dén qué trinh “khau mang” ciia cac chudi
polymer. Qua trinh nay con dugc goi la qua trinh “gel héa”. Dya trén cac co
ché gel hda khac nhau, qué trinh gel hoa c6 thé dién ra bang lién két ngang vat
ly (gel hoa vat ly) hoac bang lién két ngang hoa hoc (gel hoa hoa hoc) [16].
Phan loai hydrogel dwa vao phuong phap tao thanh lién két ngang 1a phép phan
loai pho bién nhét va c6 thé lam ra vat liéu hydrogel mong muon (t6i uu thoi
gian gel hoa, tang tinh co 1y va kha nang twong hop sinh hoc).
1.3.3.1. Lién két ngang hinh thanh bang phirong phdp vat Iy:

Twong tac ky nwéc: Céc polymer Ky nudc tao lién két ngang trong moi
truong nudc tir d6 dung dich tao gel khi tang nhiét dg, qua trinh nay con dugc
goi 1a sol gel. Su tao gel theo twong tac Ky nudc Xay ra thong qua co ché nhu

trong (Hinh 1.10). Bang phan ng tring hop hay tong hop truc tiép khoi
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copolymer dé tao ra cac phan tir polymer mang hai dau ua nuéc va ky nuée. O
nhiét do thap, vat liéu s& hoa tan trong nudc. Khi nhiét do tang 1én s& kéo theo
cac dau ky nudc gom tu lai dé giam thiéu dién tich bé mat tiép xdc véi nudc.
Nhiét &6 xay ra su gel hoa phu thudc vao cac yéu té chinh nhu ndng do, dau ky

nudC Va cau tric polymer.

PhEn ky nuéc

Kh&i va nuéc
: r_/-\_/ Khdi ky nurde
—

Hinh 1.10. Twong tac ky nwéc

Twong tac ion: Cac tuong tac ion da dugc nghién cau s€ hinh thanh cac
lien két ngang trong mang ludi polymer, tir ¢6 dan dén hién tuong tao gel. Uu
diém cua phuong phap nay 1a kha nang phan hay sinh hoc xay ra khi ion trong
dich ngoai bao lién két canh tranh véi cac thanh phan gel, 1am pha v& mang
ludi lién két ngang. Lién két ngang ciing dugc hinh thanh boi su thay doi pH,
khi @6 s& lam ion hoa hoic proton cac nhom chic dan dén su gel hoa.

Tuong tac dién tich ¢ thé xay ra giita mot polymer va mot phan tir nho
hoac giita hai polymer c6 dién tich trai dau dé tao thanh hydrogel, nhu duoc
minh hoa trong (Hinh 1.11).



26

Hinh 1.11. Twong tac ion

Tuwong tac lién két hydro: Cac tuong tac lién két hydro c6 thé tao thanh
hydrogel thong qua phuong phép ting hoic giam nhiét d6 déng dic. Vi du dién
hinh cho phuong phép nay la hydrogel dua trén poly(vinyl alcohol) [44]. Ngoai
ra, phuong phap nay con co thé tng dung vao hydrogel dang tiém. Hn hop
cua hai hay nhiéu polymer tu nhién c6 thé dong bo vé tinh chit nhu tinh luu
bién, kéo theo cac thudc tinh dan hdi, do nhét caa hdn hop polymer gidng gel
nhiéu hon so vgi cac polymer riéng I&. Cac chudi polymer tuong tac véi nhau
thong qua céc lién két hydro dé tao ra su twong thich trong cau tric hinh hoc

cua cac polymer tham gia
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Hinh 1.12. Twong téc lién két hydro giira cic biopolyme twong
thich hinh hoc (methylcellulose va acid hyaluronic); cac lién ket hydro
bi pha v& duéi anh hwong caa nhiét do [45].

Tuwong tac phirc Idp thé: tuong tac xay ra gitta cac chudi polymer hay cac
phan tir nho ¢ cung thanh phan héa hoc nhung hoa hoc 1ap thé khac nhau. Bac
biét, hydrogel dugc tao ra ¢6 cac moé dun c6 kha nang luu trir cao (14 kPa),
chung dugc tao ra bang su tuong tac manh gitra cac khoi polylactide véi L- va
D-stereochemology [46]. Ghép cé4c oligome L-lactide va D-lactide vao tién chat
dextran gay ra hién tugng gel héa trong mdi truong nude, lam nén cac tinh chat
nhu tuong thich sinh hoc va phan hay sinh hoc ma khéng can sir dung cac diéu

Kién phan tmg trong moi trrong doc hai nhu hiru co dung méi [47].

Polymer

CH, M ,
. Phire 1ap thé
D - lactide /Poﬁ 7 P

o n Cat mach .
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CH
L - lactide /Pow — N
: <

Hinh 1.13. Twong tac 1ap thé D-lactide va L-lactide
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1.3.3.2. Lién két ngang hinh thanh bang phwrong phdp héa hoc

Tao lién két ngang bang chadt tao lién két ngang: Céc chit tao lién két
ngang nhu glutaraldehyd, epichlorohydrin, v.v ... dd dugc sir dung phé bién dé
tao ra mang luéi hydrogel lién két ngang giwa cac polymer tong hop hay
polymer ty nhién khac nhau. Phuong phap nay lién quan lién két giira phan ti
véi cac chudi polymer dé tao ra chudi lién ngang . Vi du dién hinh cho phuong
phap nay 1a hydrogel duoc diéu ché bang tinh bot ngd va rugu polyvinyl s

dung glutaraldehyd Iam chat lién két ngang [48].

o4 OH g
!
Glutaradehyde o N
+ - - - A
OH OHCICH,},CHO 2,97
OH
/ \

OH

HO - , Glutaradehvde
-OH OHC[CH,).CHO

HO —

OH

Hinh 1.14. Tao lién két ngang bang glutaraldehyde [48]

Tao lién két ngang bang cach polymer hoa gac ty do: Bang cach st dung
cac chat dé tao gbc tu do nhu chat khoi mao nhay sang va chat khoi mao oxi
hoa khir (N, N, N”, N’-tetramethyl ethylenediamine) dé tong hop cac hydrogel
c6 tng dung trong sinh hoc [49]... Phuong phap nay tao lién két ngang rat
nhanh dva vao cuong d6 tia UV & cuong do cao, tuy nhién né ciing gay anh
huong xau dén hoat dong trao do6i chat cua té bao va nhiét sinh ra trong qua
trinh tao lién két ngang ciing co6 thé gay hoai tir té bao. Vi vay, cuong do gidi
han tia UV cho phép niam trong khoang tir 5-10 mW3/cm? dé khong anh hudng
xau dén té bao. Ngoai ra, khi ting ndng do chat khoi mao s& lam giam thai gian
gel hoa va tang cuong tinh co hoc cua vat liéu. Nong do chét khoi mao cao

(10 mM) s& gay doc té bao trong 3 ngay nudi cay [19].
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Tao lién két ngang bang phdn #ng céng Michael: Phan ang Michael (hay
phan &ng cong Michael) 1a phan tng cong caa mot nucleophil véi mot hop chat
cacbonyl khéng b&o hoa ¢ vi tri a, p. Polymer chira cac nhom than hach (nhom
amine hozc nhom thiol) lién két ngang véi polymer chira cac nhom than dién
tr (vinyl/acrylate/ Malemide) dé tao thanh hydrogel [50]. Phan tng xay ra voi
hiéu qua cao, trong diéu kién nugc ma khdng cd bat ky san pham phu nao khac,
lam cho né tré thanh mot phuong phap phu hop dé tao lién két ngang trong
tong hop hydrogel tng dung trong y sinh.Tuy nhién, viéc dung du cac nhom
chuc thiol ¢ thé gay chét té bao. Phan ung cong Michael tao ra hydrogel c6
thoi gian gel héa trung binh tir 0,5-60 phat. Ngoai ra, thoi gian gel hoa cé thé
thay d6i qua mat do lién két ngang [51-53].

LS —_—

— ~—
— ~—
Hinh 1.15. Phan @ng cong Miacher [54]

Tao lién két ngang bang phan ing Schiff-base: Co sé caa phan tng
Schiff-base la phan tng cta cac nhém amin, hydrazide va hydroxylamine véi
cac nhom aldehyde hoic ketone dé tao thanh mot lién két imine, hydrazone
hoac oxime. Phan ang xay ra trong diéu kién nuéc ma khong can st dung thém
hoa chét hodc chat xdc tac khac va téc d6 phan tng phu thudc vao pH. Do
nhitng wu diém trén, phuwong phap nay phu hop dé ché tao hydrogel. Nhuoc
diém cua phan tng Schiff-base 1a cac hop chit chira aldehyde c6 thé anh huong
dén hoat tinh sinh hoc hoic gay anh hudng dén méi truong ma tran ngoai bao
théng qua phan Gng gitra cac nhém amin [55]. Trong mot nghién cau vé
alginate dugc diéu ché bang phan ung cua oxy hoa alginate véi borax, két qua

cho thay lién két ngang duoc hinh thanh tir cac nhém amin trong gelatin. Thoi
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gian hinh thanh hydrogel dao dong tir vai gidy dén dudi mot phat bang céach
thay d6i ndng do cua cac chat [56]. Tuong tu, polyethyleneglycol ciing c6 chirc
nang tao lién két ngang giira aldehyde va oxyamine trén co s& phuong phap
Schiff-base [57].

Hinh 1.16. Lién két Schiff-base [57]

Tqo lién két ngang bang xiic tac enzyme: Phan ung tao lién két ngang co
nhitng wu diém nhu: tinh dic hiéu cao, phan ang ém dju, khéng c6 phan tng
phu trong qua trinh hinh thanh lién két ngang. Do d6 cé thé kiém soat cua su
gel hoa, tir d6 lam tang ty 1¢ lién két ngang bang cach diéu chinh nong do
enzyme. Cac enzyme pho bién dé tong hop hydrogel nhu: transglutaminase,

tyrosinase, horseradish peroxidase.

Trong mot nghién ciu vé tac dong cua enzyme transglutaminase va
tyrosinase cho két qua ring enzyme xuc tac truc tiép cho su hinh thanh gel ma
khéng can cac xac tac khac, qua trinh xay ra don gian va ém diu.
Transglutaminase tham gia qua trinh xuc tac phan ung amide dan dén hinh
thanh lién két ngang N-C(g-glutamyl)lysine gitta 2 protein. Con tyrosinase oxi
hoéa cac phenol co khoi lugng phén tir thap hodc cac phan tyrosine trong protein
thanh nhiig quinone, sau d6 cac quinone phan @ng truc tiép vi nhom amine

hoic cac hop chat mang amine dé hinh thanh cac hydrogel sinh hoc [19, 58].
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Hinh 1.17. Phan &ng lién két ngang hinh thanh hydrogel dwéi su
xuc tac caa enzyme Transglutaminase [58]
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Hinh 1.18. Phan ng lién két ngang hinh thanh hydrogel duwéi su
Xuc tac cua enzyme tyrosinase [58]

Horseradish peroxidase (HRP):

Nhiéu loai enzyme khéac nhau duoc sir dung dé hinh thanh hydrogel in situ
do chding c6 tinh chon loc va hiéu suat cao, diéu kién phan ang 6n hoa, khdng
tao ra cac san pham phu doc hai. Tuy nhién, hydrogel hinh thanh c6 téc do gel
hoa cham va tinh chat co hoc kém. Nguoc lai, hé théng lién két ngang duoc tao
thanh do xdc tac peroxidase (HRP) cai ngua cung cap kha ning kiém soét tdt,
tao ra cac dic tinh mong muén, do dé ngay cang nhan dugc su chl y trong ki
thuat tai tao mo [59].

Horseradish peroxidase (HRP) la mét loai f-hemoprotein don loai duoc
str dung gan day trong tong hop in situ cua nhiéu loai hydrogel. Ching c6 nhiém
vu XUc tac cho phan tng gin cap caa cac nhém phenol hoic dan xuat caa anilin
trong polymer véi su hién dién cia H,0, dé tao ra lién két ngang va hinh thanh
hydrogel. Co ché x(c tac vong cua enzyme HRP duoc giai thich qua Hinh 1.19.
Trong qué trinh xdc tac, enzyme chua Fe(lll) ¢ trang thai nghi twong tac véi
H,0, giai phdng mot phan tir nuéc va oxi hoa Fe(l11) thanh hop chat A. Hop
chat A bao gom Fe(IV) oxoferryl va gbc cation porphyrin (Por.+Fel\V=0) trong

trang thai oxy héa cao. Dé phan tng, can giam di hai electron dé hop chat A
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tré vé trang thai nghi. Qué trinh giam electron dau tién caa gc cation porphyrin
can su c6 mit cua chat nén phenol hoic dan xuét anilin, tao thanh hop chat B
(Fe(IV)=0). Sau d6, giam electron tha hai gilp hop chét B tro lai trang théi
nghi. [60].
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Hinh 1.19. Co ché xUc tac vong ciia enzyme HRP [60]
1.3.4. Hydrogel tiém tai ché va cdc phwong phdp tao thanh hydrogel tiém
tai ché [61]

Hydrogel tiém tai chd cho thay tiém niang tng dung Ién, vi ching c6 thé
thay thé phuong phap phau thuat cay ghép, xam lan téi thiéu va co thé tao thanh
bat ky hinh dang mong mudn nao, phit hop véi cac khuyét tat bat thuong. Nhiéu
loai vat liéu sinh hoc, ca tu nhién va tong hop, da dugc ung dung dé diéu ché
hydrogel tiém: chitosan, collagen hoac gelatin, alginate, axit hyaluronic,
heparin, chondroitin sulfate, poly(ethylene glycol)(PEG) va poly(vinyl

alcohol).

- Hydrogel tiém trén co sé chitosan: Chitosan cd tiém ning tao hydrogel tiém
dé stra chira sun, do cau tric tuong tu nhu glycosaminoglycan trong sun.
Hydrogel tiém tai chd thé hién céc dic tinh co hoc duoc cai thién, c¢d thé phan
huay sinh hoc va tuong thich sinh hoc. Naderi-Meshkinet va cong su da phat
trien mot hydrogel tiém khung chitosan thong qua su két hop cua chitosan,
glycerol phosphate va tac nhan lién két ngang hydroxyethyl cellulose [62]. Cac

nghién ctiu vé kha ning ton tai, tang sinh va kha nang biét hda cua cac té bao
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g6c trung mod duogc két hop trong hydrogel chi ra rang hydrogel tiém nay c6
tiém ning cao trong ky thuat md sun Bing cach két hop chitosan-
glycerophosphate véi cac nong do khac nhau cuaa tinh bot, Sa-Lima va cong su
da diéu ché thanh cong mot hydrogel chitosan-tinh bot phan tng nhiét dang
tiém dé phan phéi té bao [63].

- Hydrogel tiém dua trén collagen-gelatin: Yuan va cong su di két hop
collagens loai | va loai Il dé tao ra mot hydrogel tiém c6 méd dun nén cé thé
duogc diéu chinh bang cach thay d6i ham lugng collagen loai | trong hydrogel.
[64]. Cac té bao chondrocyte duoc nhing trong hydrogel duy tri hinh thai tu
nhién cua chiing va tiét ra ECM dac hiéu cho sun. Hon nita, hydrogel tiém dua
trén collagen c6 thé dugc diéu ché bang cach tich hgp collagen véi céc vat liéu
sinh hoc khac. Kontturiet va cong su da phat trien mot loai hydrogel in situ tiém
gom collagen loai 11/hyaluronic acid [65]. Sau khi bao goi té bao chondrocyte
va chondrogenic growth factor transforming growth factor-p1, kha ning ton tai
va tang sinh cua té bao, hinh thai, kha ning san xuat glycosaminoglycan va biéu
hién gen da duoc nghién ctu. Hydrogel nay c6 thé duy tri kha ning ton tai va
cac dic tinh cua té bao chondrocyte, va n6 cé thé 1a mot gia thé tiém tiém nang
cho k¥ thuat mé sun. Geng va cong su da diéu ché mot hydrogel tiém duya trén
gelatin tir dextran bi oxy hoa, gelatin amin va PEG-acrylate 4 nhanh thong qua
quy trinh hai budc [66]. Sy gan két va lan rong caa tién nguyén bao xuong,
cling nhu sy lan rong va ting sinh cua té bao boc bén trong hydrogel cho thay
hydrogel tiém co céc dac tinh co hoc thuan lgi, kha nang phéan huay sinh hoc va
tinh twong hop sinh hoc.

- Hydrogel tiém dua trén alginate: Balakrishnan va cong su da tao ra mot
hydrogel dang tiém gel hda nhanh bang cach ty lién két chéo periodate-oxidized
alginate va gelatin khi c6 su hién dién caa han the. [67]. Hydrogel tich hop tét
véi mo syn, phan tng stress oxy hda va viém khong dang ké. Hon nita, cac té
bao chondrocyte dugc bao boc trong hydrogel c6 kha ning ton tai thuan loi va

thé hién kiéu hinh binh thuong vé sy tang sinh va di chuyén trong chat nén, cho
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thay hydrogel 1a mot khung két dinh thu hat té bao, c6 thé tiém dugc. Tuy nhién,
han ché khi sir dung hydrogel alginate dang tiém la n6 khong da manh dé duy
tri hinh dang c4u tric cia md tai sinh. Do d6, alginate thuong dugc bién doi
hoac sir dung két hop véi cac vat liéu sinh hoc khac dé cai thién tinh chit co
hoc ctia nd. Zhao va cong su da phat minh ra mot hé thdng hydrogel xi mang
canxi photphat-alginate manh vé& mat co hoc [68]. Céc tinh chat co hoc cua
hydrogel tét hon nhiéu so véi cac chat mang polymer va hydrogel dang tiém
trudc day, va cac té bao dugc bao boc cd thé ton tai, biéu hién sy biét hda xwong
va tiét ra cac khoang chat ciia xwong. Hon nira, do khong c6 kha nang két dinh
té bao, alginate thuong duoc pha trén véi cac polymer khac. Mot hydrogel
alginate/ axit hyaluronic bi oxy héa c6 thé tiém, phan hay sinh hoc, da dugc
diéu ché bai Park va Lee [69]. Vao sau tuan sau khi tiém hydrogel vao chudt,
két qua cho thay cd sy tang tai tao sun. Trong mot nghién ciu khac, mot loai
hén hop hydrogel dya trén alginate duoc tong hop bang cach sir dung alginate
va O-carboxymethyl chitosan va bo sung cac hat nano fibrin. Panh gié ty 1¢
treong no, bién dang phan hay, cudng dé nén va mé-dun dan hoi chi ra rang
vat liéu phu hgp cho cac ng dung k¥ thuat mo xuong.
- Hydrogel tiém dya trén chondroitin sulfat; Wiltsey va cong su d phat trién
khung hydrogel tiém dua trén poly (N-isopropylacrylamide)-graft-chondroitin
sulfat, hoat dong nhu mot khung két dinh véi mé xung quanh [70]. Hydrogel
da duoc chirng minh la cé cac dac tinh co hoc dugc cai thién ¢ 37°C, tang cuong
d6 bén kéo cua chat két dinh (tir 0,4 dén 1 kPa), va khdng cd doc tinh té bao
di vai té bao than bao thai nguoi (human embryonic kidney 293 cell).
Hydrogel tiém cd thé duoc tao ra bang phuwong phap vat 1y va hda hoc nhu
hydrogel. Trén co sé cac phuong phép ché tao, hydrogel tiém cé thé duoc
phan loai thanh hydrogel lién két ngang bang enzym, hydrogel lién két ngang
nho anh sang, hydrogel lién két ngang nhd phan ang Schiff-base, hydrogel
hinh thanh lién két ngang bang phuong phap cong Michael, hydrogel lién két

ngang qua trung gian héa hoc, hydrogel nhay cam vai ion, hydrogel nhay cam
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véi pH, va hydrogel nhay cam véi nhiét d6. Mic du ¢ nhiéu phuong phap
hinh thanh hydrogel tiém da duoc nghién ctu, nhung hiém cé loai hydrogel
tiém nao dugc str dung trong y hoc tai tao 1am sang. Do d6, viéc phat trién
mot loai hydrogel tiém phu hop cho cac ing dung k¥ thuat mé sun va xuong
1 rat can thiét [71].

Hydrogel tiém tao thanh bang phuong phap vt Iy:

- Cac hydrogel tiém nhay cam vai nhiét do: vat liéu c6 kha nang gel héa &
nhiét @6 sinh ly. Cac hydrogel tiém nay ¢ dang nudc ¢ nhiét @6 phong, nhung
chiing nhanh chong tao gel ¢ nhiét do sinh ly truéc khi dong dac trong mé mong
mudn. Bic diém hiru ich nhat cua hydrogel nay 1a ching c6 thé trai qua qua
trinh chuyén pha ma khdng can bat ky tac nhan kich thich héa hoc nao. Céch
giai thich pho bién nhat vé co ché chuyén pha caa hydrogel tiém nhay cam véi
nhiét do 1a khi nhiét @6 thay dai, c6 su thay doi trong trang thai hydrat hda caa
cac lién két hydro lién va noi phan tu, tir d6 thay doi do hoa tan cua hydrogel.
Do d6, dé tao ra hydrogel tiém nhay cam véi nhiét do, cac polyme nhay cam
voi nhiét @ nhu poly poly(lactic-co-glycolic acid)-PEG, poly(N,N-
diethylacrylamide), PNIPAAm, va poly(ethylene glycol-b-[DL-lactic acid-co-
glycolic acid]-b-ethylene glycol) thuong duoc st dung [71].

- Hydrogel tiém nhay cam véi pH: dé thu dugc hydrogel tiém nhay cam voi
pH, can két hop hydrogel c6 géc nhay cam véi pH nhu polyelectrolyte N-
palmitoylchitosan, polyacrylic acid, oligomeric sulfamethazine, va cac dong
phan sulfamethazine (SMO). Vi dy, Shim va cong su da tong hop hydrogel c6
thé tiém, nhay cam véi pH bang céch thém cac SMO nhay cam véi pH vao ca
hai dau cua polymer ddng tring hop khdi (poly (e-caprolactone-co-lactide)-
PEG-poly (e-caprolactone-co-lactide) ) (PCLA-PEG-PCLA) [72]. Hydrogel
tiém SMO- PCLA-PEG-PCLA-SMO nay ton tai dang dung dich & pH cao (pH
8,0), nhung nhanh chéng bién doi thanh dang gel 6n dinh trong céc diéu kién
sinh ly (pH 7,4). Kim va cong su da goi té bao goc trung md cua ngudi va

protein-2 tai t6 hop hinh thai xuong ngudi (human bone morphogenetic



36

protein-2) vao hydrogel va tiém hon hop nay vao lung chudt [73]. Cac nghién
ctru md hoc quan sat su biét hoa té bao gbc trung md cua ngudi trong 7 tuan da
cho thiy su hinh thanh mé khoang héa va muc do hoat dong cao cua
phosphatase kiém trong mé khoang hoa [71].

Ngoai ra, cac hydrogel tiém vat Iy khéac, chang han nhu hydrogel nhay
cam véi ion (ion-sensitive ) va hhay cam vai stress (stress-sensitive),. .. da duoc
tong hop. Ngoai trir phat trién cac phuong phap méi tao hydrogel, viéc cai thién
tinh tuong thich sinh hoc, kha nang phan hiy sinh hoc, tinh chat co hoc va duy
tri tinh toan ven cau trdc cua vat lidu sinh hoc trong co thé 1a nhitng chu dé

nghién ctru sau hon dé thiét ké hydrogel tiém vat ly [71].
Hydrogel tiém tao thanh bang phwong phap hoa hoc:

- Hydrogel tiém tao thanh bang xuc tac enzyme: phuong phéap tao lién két
chéo bang x(c tac enzym c6 wu diém 1a quéa trinh gel hda nhanh, tinh dic hiéu
cua vi tri cao, kha nang hoat dong & diéu kién sinh ly binh thudng va doc tinh
té bao thap. Mot s6 enzym da dugc ap dung dé tong hop hydrogel tiém cho cac
ung dung Kky thuat mOé xuwong nhu: transglutaminase, tyrosinase,
phosphopantetheinyl transferase, lysyl oxidase, plasma amine oxidase,
phosphatase, thermolysin, B-lactamase va peroxidase. Trong s6 d6, HRP la loai
enzyme duoc sir dung phd bién nhat trong viéc tong hop hydrogel dang tiém.
Hé théng lién két ngang qua trung gian HRP lién két cong hoa tri cac polymer
cd nhom chirc phenol vai cac protein ECM cua mé tu nhién xung quanh va do
d6 co loi trong viéc duy tri tinh toan ven cau trdc caa mo vét thuong. Cac
hydrogel hinh thanh bang phuong phép nay c6 thé dugc tiy chinh mét cach
hiéu qua bang cach kiém soat toc d¢6 va mic do hinh thanh lién két ngang, ca
hai yéu to déu anh huong dén cac dac tinh hydrogel, chang han nhu thoi gian
tao gel, do ciing va toc do phan hay [71].

+ Piéu chinh thoi gian tao gel: nong do HRP va H,0, la cac thdng sb can

thiét dé diéu chinh toc do lién két ngang caa cac polyme giau phenol. Méi quan
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hé gitra cc tham sé nay va thoi gian tao gel da dugc thiét 1ap. Mot vai nghién
ctru cho thay thoi gian tao gel giam khi ting ndong do HRP va nguoc lai ([74,
75]). Mic du cd nhitng khac biét nho vé thoi gian tao gel can thiét cho cac loai
vt liéu khac nhau, nhung thoi gian tao gel c6 thé duoc kiém soat véi do chinh
X4c tir vai gidy dén vai phat. Cac thdng sb khac, chang han nhu trong luwong
phan tir, ham lugng phenol, ndng d polyme va do hoa tan trong nudc, ciing co

thé anh huong dén thoi gian tao gel [74].

+ P ctng co hoc hodc do dan hoi caa hydrogel anh huong dén do bam
dinh, tang sinh, lan rong, di cu va biét hoa cua té bao. Po cung bi anh huong
dang ké boi ndng do ciia HRP va H,0,, ciing nhu sé luong nhdm phenol ¢é san.
Mot s6 nghién ciru da chimg minh xu huéng phu thudc cia do cang hydrogel
vao HRP va H,0,. Méi tuong quan giira do cing cua hydrogel véi nong do
H,0; ciing d& dugc nghién cau bang céach sir dung mot loat nong d6 H,0; V4i
nong dd HRP c6 dinh. Dit liéu ching minh rang su gia tang nong do H,0, dan
dén mo dun luu trir cua hydrogel ting 1én. Tuy nhién, viéc sir dung qué nhiéu
H,0; dan dén chét té bao [71].

+ Phan huy sinh hoc: téc do phan hity hydrogel phii hop sé cung cap khong
gian cho sy tang sinh va di chuyén cta céc té bao duoc boc trong hydrogel. Hai
phuong phap di duoc ap dung cho cac hé thdng tao gel in situ duoc XUc tac boi
HRP: thity phan va phan hay bang enzyme. Hau hét cac hé vat liéu st dung
polyme tu nhién (Hyaluronic acid, gelatin, chitosan va dextran) c6 qua trinh
thuy phan bang enzym. Céac polyme nay cé thé bi phan hay in vivo bai mot sé
enzyme nhu hyaluronidase, lysozyme va collagenase. Phuong phap thir hai dé
tao ra gel phan hay sinh hoc 12 str dung gel c6 lién két phan ti c6 thé thuy phan,
nhu lién két este va urethane. Bang cach dua vao cac mbi lién két vé mat hoa
hoc gitra phenol lién hop va khung polymer, cac hydrogel dugc hinh thanh co
thé trai qua qua trinh phan hay theo thoi gian. Pong hoc caa quéa trinh phan hay
ctia hydrogel dugc hinh thanh bai lién két ngang duoc xdc tac bang HRP c6 thé
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duoc kiém soat bang cach diéu chinh néng d6 HRP va H,0,, diéu nay c6 lién
quan dén nhiing thay d6i vé mat do lién két ngang. Mat do lién két ngang thap
dan dén tdc do phan huay hydrogel cao, trong khi lién két ngang day dac dan
dén tdc do phan hay thap [71].

+ D& dang lién hop tai chd: Mot uu diém caa hé théng tao gel in situ duoc
xUc tac bang HRP 1a phan ung cd thé két hop bat ky hop chat ndo cé cac nhém
phenol vao hydrogel. Do d6, mét hop chat quan tdm c6 cac nhém phenol c6 thé
tham gia vao phan ang tao gel va lién két cong hoa tri véi cac phan tir giau
phenol khac. Trong mot nghién ctru cua Park va cong su, su lién hop dé dang
cua peptid chua tyrosine, SVVYGLRGGY, véi hydrogel gelatin-poly(ethylene
glycol)-tyramine (GPT). Peptid dugc tron don gian vaéi dung dich nuéc cua
GPT, sau d6 lién két ngang dugc hinh thanh tai chd véi sy ¢ mat cia HRP va
H.,0,. Két qua cho thay rang luong peptid lién hop cd thé duoc kiém soat bang
cach thay d6i nong do peptid va céac peptid lién hop dugc phan phéi déu trong
nén hydrogel. Hon nia, Sy gia ting nong d6 peptid lam giam dang ké do cang
cua hydrogel, bi vi GPT va peptid canh tranh véi nhau dé lién két phenol-
phenol. Hé thong tao gel in situ duoc xdc tac bang HRP ciing ¢ thé dugc sir
dung dé ché tao hdn hop hydrogel bao gém cac polyme giau phenol khac nhau
[76, 77]. Bang cach thay d6i ty 1¢ pha tron cua cac polyme giau phenol, cac
hydrogel lai tao lién két ngang bang enzym c6 thé c6 hoat tinh sinh hoc hoac

tinh chat co hoc mong mudn.
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Hinh 1.20. So' @ minh hoa hydrogel dang tiém dwogc diéu ché bing
phwong phap lién két ngang enzym véi peroxidase cai ngwa (HRP) va
H>O2[71]

- Hydrogel tiém tao thanh bang bang phan tng Schiff-base: ¢6 wu diém la
diéu kién phan ung nhe va téc do phan ng cao, ciing nhu kha nang hinh thanh
lien két imine gitta cac nhém amin va aldehyd ma khéng can xuc tac bén ngoai.
Chitosan 1a mét vat liu sinh hoc phii hop dé diéu ché hydrogel tiém bang phan
g Schiff-base, do c6 nhiéu nhém amin trén khung. Vi du, Cheng va cong su
d4 tong hop mét polysaccharide hydrogel dua trén chitosan dang tiém dé phan
phdi té bao va protein, dugc lién két chéo thong qua lién két imine tao ra tir
phan tng Schiff-base gitta nhdm amin cua chitosan va cac nhém aldehyde cua
dextran aldehyde trong dung dich nuéc [71, 78].

- Hydrogel tiém tao thanh bai phan tng cong Michael: axit hyaluronic,
chitosan va PEG thuong duoc sir dung dé diéu ché hydrogel qua phan tng cong
Michael. Vi du, Calogero va cong su da diéu ché hai loai hydrogel tiém dya
trén axit hyaluronic bang phan tng cong Michael, sir dung dan xuat amin cua
axit hyaluronic (HA-EDA), HA-EDA dugc ghép a-elastin va a, B-poly ( N-2-
hydroxyethyl)-DL-aspartam da dugc chuyén héa bang divinylsulfone. Su
trrong NG va thodi hda ciing nhu kha ning két hop céc té bao sun khép cho thay
hydrogel tiém nay so hitu cac dac tinh mong muén dé diéu trj ton thuong sun
khép trong cac diéu kién sinh ly [71, 79]

- Hydrogel tiém tao thanh bai anh sang: day la mét qua trinh phire tap, bao

gom céc budc khai dau, lan truyén va két thic, duogc kich hoat bai buc xa dién
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tir trong ving nhin thay va ving cuc tim. Cac phuong phép tao hydrogel da
dugc ap dung rong rdi dé diéu ché hydrogel tiém cho k§ thuat mé sun vi kha
nang kiém soét thoi gian va vi tri caa lién két ngang trong cac diéu kién sinh 1y.
Vi du, Papadopoulos va cong su da tong hop mot poly (ethylene glycol)
hydrogel tiém dua trén ddng tring hop dimethacrylate bang cach lién két chéo
quang [71], [79]
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Hinh 1.21. So' @6 minh hoa hydrogel tiém dwoc diéu ché bang
phwong phap lién két ngang anh sang [71]

Ngoai ra, dé cai thién céc tinh chat co hoc va khoang héa cua gia thé trong
k¥ thuat moé xuong, vat liéu vo co thuong dugce dua vao tao hydrogel composite.
Fu va cong su cho rang hydroxyapatite (HA) 1a mét trong nhitng thanh phan vé
co chinh trong mé xuong, di diéu ché mot hdn hop hydrogel cam tng nhiét c6
thé tiém gdm ba thanh phan: ddng tring hgp PEG — PCL — PEG, collagen va
nanohydroxyapatite. Hydrogel composite nay c6 cau trdc xop va nhay nhiét.
Hon nia, c4c nghién ctiu in vivo da chitng minh rang hydrogel PECE/collagen/
nanohydroxyapatite c6 kha ning twong thich sinh hoc tét va thé hién hiéu suat
t6t hon trong qua trinh tai tao xwong so véi qua trinh ty phuc héi, do d6 cho
thay hira hen tuyét voi ctaa né dbi vai ki thuat mé xuong [80]. Huang va cong
su da ché tao mot hydrogel téng hop nanohydroxyapatite/glycol chitosan/axit
hyaluronic cd thé tiém duoc. Céac té bao MC-3T3-El duoc két hop trong

hydrogel s& gan va lay lan tét sau 7 ngay ddng 1, do d6 cho thay tng dung tiém
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ning cua hydrogel trong ki thuat mé xwong [81]. Gan day nhat, mot khung
alginate/ HA hydrogel c6 thé tiém, két hop véi céc vi cau gelatin (GM), di duoc
Yan va cong su phat trién. Trong hydrogel nay, HA va GMs di cai thién thanh
cong cac tinh chat co hoc caa khung nén, tir d6 cho thay HA va hydrogel dua
trén alginate tich hop kép GMs c6 tinh nang vat ly va hoat tinh sinh hoc phu
hop. Do d6, hydrogel cho thay tiém ning 16n dé diéu tri cuc bo cac bénh ly lién
quan dén khuyét tat xwong [71, 82].

Cac vat liéu vo co khac nhu nanosilica va bioglass di dugc nghién ctru dé
diéu ché heé thong hydrogel composite. Vi dy, Vishnu Priya va cong su da phat
trién mot hé théng hydrogel c6 thé tiém bang cach su dung chitin va poly
(butylene succinate) dugc keted hop vai cac hat nano fibrin va magié pha tap
kinh sinh hoc. Hé thong hydrogel nay ting cuong su biéu hién cia phosphatase
kiém va osteocalcin, do d6 cho thiy htra hen cua nd trong viéc tai tao cac khiém
khuyét xuong khong déu [71, 83].

1.4. Vat liéu Hydrogel composite

1.4.1. Khdi nigm
Vit lidu composite 1a mot loai vat liéu dugc tao ra bang cach két hop hai
hoic nhiéu vat liéu khac nhau dé tao thanh mot vat liéu mai, két hop céc tinh

nang cta nhing vat lidu ban dau.

Hydrogel c6 thé mé phong cac md ty nhién, cung cap mot vi mdi truong
thich hop cho té bao, c6 kha nang twong thich sinh hoc tét, do vay day 1a vat
liéu duoc wng dung rong réi trong ky thuat mo xwong. Tuy nhién, cac vat li¢u
hydrogel truyén thong c6 han ché dang ké vé do bén co hoc va cau tric bén
trong cua ching. Do vay, viéc tong hop céc hydrogel composite két hop duoc
cac dac tinh tét caa mang polymer va cac chat don cé thé nang cao tinh co
hoc cua hydrogel ma khéng 1am anh hudng dén cac tinh chat c6 loi caa ching
[84].
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1.4.2. Vdt liéu composite trong tai tao xuwong
1.4.2.1. Vat ligu Hydrogel composite ddn tao xwong (Osteoconductive

Composite Hydrogels)

Vit liéu hydrogel composite dan tao xuong 1a cac vat liéu ma dic tinh hoa
ly ctia nd ¢6 thé kich thich sy phét trién cua té bao va hudng dan qué trinh lanh
xuong. C4c chat don thuong duoc sir dung dé tao hydrogel composite 1a
bioceramic (hydroxyapatite, tricalcium phosphate), thuy tinh hoat tinh sinh hoc

(bioglass particles) va 6ng nano carbon (carbon nanotubes) [13].

- Bioactive Glass: niam 1969, Larry L. Hench phat trién vat liéu 45S5
Bioglass® dau tién véi nhitng dac tinh noi bat nhu tinh twong hop sinh hoc va
hoat tinh sinh hoc, tao duoc lién két véi mé xuong da duoc khoang héa trong
mai trudng sinh Iy co thé. Hau hét céac vat liéu Bioactive Glass ngay nay déu
cd cbng thuc: 45% silica (SiO,); 24,5% calcium oxide (CaO); 24,5% sodium
oxide (Na;O) va 6% phosphorous pentoxide (P2Os) (theo phan tram khéi luong).
Vit liéu Bioactive Glass phan hay véi téc do cd thé kiém soat dugc, giai phong
cac ion trong qua trinh phan huy va tao mot 16p carbonated phosphate cho phép
ching lién két hoa hoc voi xwong goc. Trong méi trudng dich sinh hoc cua co
thé, Bioactive Glass tao tua hydroxyapatite (dang calcium phosphate tu nhién
c6 tinh twong thich sinh hoc cao vai té bao va mé) 1am ting su khoang hda cua
mo xuong. Ching ciing c6 kha ning gay ra sy biét hoa cua c4c té bao trung mo
thanh cac tao cbt bao (osteoblasts), kich thich gidn mach. Tuy nhién, vat liéu
nay cd tinh gion, khdng thich hop cho cac truong hop can chiu tai. Khi sir dung
mot minh, ching kém linh hoat va cd do bén moi kém, vi vay vat liéu nay
thuong duogc két hop tao hydrogel composite [13].

Gantar va cong su da két hop hydrogel gellan-gum véi nanoparticulate
glass dé cai thién cau trdc vi md va cac tinh chét co hoc cua vat liéu [85]. Khung
hydrogel composite chira 50% bioactive-glass thé hién M6 dun Young (mé dun
rng suat) 1a ~ 1,2 MPa. Mac d gié tri nay khong du dé dap ung tai co sinh hoc,

tuy nhién, khi so sanh vai hydrogel gellan-gum, viéc két hop bioglass da lam
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tang dang ké M6 dun Young tir 0,4 18n ~ 1,2 MPa va &ng suét pha hoai (failure
stress) tir 0,02 18n ~ 0,11 MPa. Nam 2013, Killion va cac cong su da tong hop
hydrogel composite biang céch két hop hydrogel poly(ethylene glycol)
dimethacrylate duoc quang polymer hda véi bioactive glass, viéc két hop

bioactive glass 1am ting do bén co hoc cua vat liéu composite [86].

- Ong nano carbon (CNT) va céc vat liéu carbon khac: CNT la la mot dang

thd hinh cua carbon, gdm cac nguyeén tir cachon dugc lién két vai nhau théng
qua lién két sp2. Ong nano carbon thudng dugc chia thanh hai loai: 6ng nano
carbon don véch (single-wall nanotube) va 6ng nano carbon da véach (multi-
wall nanotube). Vat liéu nay c6 do bén cuc cao, d6 dan dién cao va dién tich bé
mit 16n, ¢ thé hd tro viéc xay dung cac cau tric mém va xop tuong tu nhu
chat nén ngoai bao (ECM), tao méi trudong cho cac té bao di chuyén va ting
sinh mét cach sinh ly dé hinh thanh cac mé va co quan.

Nam 2014, Seo va cong su da phat trién mot mang phan hiy dugc cau tao
boi chitosan /silica két hop véi functionalised-carbon nanotubes (f-CNT) dé téi
tao xuwong. Trong nghién ctu nay, viéc két hop 2% f-CNT d ting cudng dang
ké céac tinh chat co hoc (dd bén kéo va mo dun dan hoi) cia mang CNT/
chitosan/silica so v&i mang chitosan/silica hoic chitosan don thuan, trong khi

khong anh huong dén do gian dai [87].

Nanocomposite ciaa polymer poly(propylene fumarate) (PPF) dugc tang
cudng biang ba ciu tric carbon nanostructure (SWNTs, SWNT siéu ngan (US-
tube) va fullerenes (C60)) duoc ché tao boi Sitharaman va cong su. Cac US-
tube nanocomposite cho thay hiéu qua tang cudng co hoc tét nhat. Cac tinh
chat co hoc cua vat liéu US-tube nanocomposite dat dinh & ndng do 0,5% va
cac dic tinh co hoc nén va udn duogc ning cao dang ké (1én dén 200%), khi so
sanh vé&i PPF nguyén chat. Nghién ctu két luan rang dng US va SWNTs dong
gop vao viéc gia c6 co hoc tot hon C60 [88].
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- Hydroxyapatite: vat liéu nano-hydroxyapatite (nHap) ngay cang duoc quan
tam do céc dic tinh sinh hoc va co sinh hoc vuot trdi cua ching, chiing thé hién
ai luc manh mé véi cac mo cting cua vat chu do su twong ddng vé mat hoa hoc
véi md xuwong nguoi di dugc khoang héa. Mot s6 nghién ciu da két hop céac
polymer va nHap dé tao ra cac hydrogel composite, két hop cac dic tinh mong
mudn cua pha hitu co va vo co dé dat dugc hiéu qua hiép dong bao gém ca viéc
tang cudng céc tinh chat co hoc [13].

Bang 1.4. Tinh chat co hoc ciia hydrogel composite c6 chira céc

thanh phin vé co [89]
Thanh phan hydrogel composite Cuong | Mé dun|Mé dun
Ty I do nen | nen dan hol
Hiru co Vo co (MPa) (KPa) (MPa)
: 85:15
Poly(acrylamide) nHA 358 - -
e 85:15
Silk fibroin nHA - 1098 1104.4
Agarose nHA 65:35 390 - -
Oxidized alginate-gelatin- | Spherical 65135 2.45 kho
BCP HA ' 0.05 udt
hitin nHA 75:25 0.3 - 0.3
Gellam gum Bioglass | 50:50 - - 1.2
PEG Bioglass | 80:20 2.5 - 8

1.4.2.2. Vat ligu Hydrogel composite kich tgo xwong (Osteoinductive
Composite Hydrogels) [13]

O nhitng bénh nhan lodng xwong va ¢ cac bénh vé xwong lam can tro
qua trinh lién xuong, can sir dung thudc va cac yéu to tang truong dé kich thich
hoat dong tai tao xwong. Trong nhiéu truong hop, viéc phéng thich co kiém
soat va duy tri ndng do thudc tai chd Ia can thiét, hydrogel 1a mot vat liéu mang

1y tuong trong truong hop nay
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- Bisphosphonate: 1a mét trong nhitng nhém thudc quan trong nhat dé diéu
tri c&c bénh nhu ung thu xuong di can va lodng xuwong. Loai thude nay khi ding
duong udng co do hap thu thap va doc tinh cao. Viéc st dung vat liéu hydrogel
cho phép phan bd thubc téi dich c6 kiém soat voi mac do xam 1an tdi thiéu va
thoi gian ton tai 1au dai tai khu vuc md bi ton thuong.

- Statin: thuong dugc sir dung dé giam cholesterol mau. Tuy nhién, gan day,
mot s6 nghién ciu cho thay statin c6 vai trd trong viéc tang hinh thanh xuong
mai trén md hinh nudi ciy té bao va trén cac md hinh dong vat. Trong mot
nghién ctu, Sukul va cong su da diéu ché mot hé phac hé hydrogel ba thanh
phan dé giai phong c6 kiém soat Simvastatin bao gom: B-tricalcium phosphate
(B-TCP); nanofibrillar cellulose (mot loai polymer phan huy cham cai thién kha
nang kiém soat toc do giai phong cua gel) va gelatin. Su hién dién cua cac soi
nano va B-TCP di tao ra mot khung nén c6 dac tinh tao xwong va phong thich
thudc c6 kiém soat trong hon 30 ngay.

- Yéu to tang truong (Growth Factors): C4c yéu té tang truong nhu Protein
tao hinh xuong (Bone Morphogenic Protein - BMP) lién quan dén kha niang tao
ra xuong va sun. Tuy nhién, hién nay viéc sir dung chdng rat han ché vi chiing
c6 thai gian ban hay ngén va su khuéch tan cua cac yéu té nay dén cac mo khac
doi hoi phai st dung liéu lugng rét cao (10 pg) 1am cho viéc diéu tri tn kém
va khong an toan. Bé cai thién diéu nay, co thé tan dung &i luc da biét cia BMP-
2 dbi véi heparin bing céch thém heparin vao hydrogel. Mot nghién ctu dugc
thuc hién bai Bhakta va cong sy da chang minh rang su giai phong kéo dai cua
BMP-2, thu duoc khi bd sung heparin vao gel axit hyaluronic can thiét cho su
hinh thanh xwong. Tuong tu, Chung va cong su da diéu ché gel fibrin chira cac
hat nano co chura heparin, trong dé su hién dién cua heparin la cong cu lam
giam téc do giai phong BMP-2 va tang cuong s6 lugng va sy khoang hoa cua
xuong Mai hinh thanh trong co thé.
1.4.2.3. Vat ligu Hydrogel composite ch&#a m6 tgo xwong (Osteogenic
Composite Hydrogels)
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Pé tai tao xuong, nganh k¥ thuat mo xwong nghién cau két hop céc té bao
véi mot khung nén thich hop va cac tin hiéu tao xwong dé kich thich qua trinh
stra chira xuwong. Hydrogel tao ra mot khung c6 cac dac tinh cia chat nén ngoai
bao cung cap ciu tric vat Iy, tinh todn ven co hoc va kha ning twong thich sinh
hoc véi md chu cho phép cac tién tao cot bao tang sinh va biét hda thanh tao
cbt bao. Hydrogel c6 thé duoc két hop voi cac té bao di biét hda hoan toan, té
bao gdc truong thanh (adult stem cell) hoic té bao gbc phdi (embryonic stem
cell). Mot vai loai té bao duoc tng dung 1a: té bao gbc trung mdé (Mesenchymal
Stem Cells), té bao goc trung md tir md m& (Adipose Derived Stem Cells), té

bao gbc rang sita,... [90]

1.4.3. Cdc phwong phdp tong hep va tinh chdt nanocomposite hydrogel [84]

Hydrogel nanocomposite thudng dugc tong hop tir vat liéu nano vo co va
polyme tong hop/tu nhién. C4c tinh chét cia hydrogel nanocomposite thu duoc
phu thudc vao thanh phan caa vat liéu nano va polyme, nong do ty 1¢ cua vat
liéu nano va polyme, kich thudc va mae do phén tan cua vat liéu nano trong
hydrogel. Nhiéu nghién ciiu chi ra ring mét s lwgng nho vt liéu nano (2-10%)
duoc thém vao co thé cai thién dang ké cac tinh chat cia hydrogel. Do do, viéc
kiém soat mirc do phan tan cua vat liéu nano trong hydrogel va sy két hop cua
no véi cac chudi phan tir cua hydrogel 12 yéu té quan trong dé diéu ché hydrogel

nanocomposite.

Phwong phap pha tron

Pay 1a phuong phap don gian nhat dé diéu ché hydrogel nanocomposite,
tron truc tiép cac monomer polymer, chat lién két chéo va vat liéu nano, dong
thoi bat dau qué trinh tring hop dé tao thanh hydrogel nanocomposite. Qué
trinh chuan bj don gian va cd thé thu dugc hydrogel nanocomposite véi kich
thude hat ddng nhat bang cach kiém soét téc do khudy, ndng do nguyén lidu va
thoi gian chuan bi trong qua trinh tron. Filippi va cong su da diéu ché hydrogel

nanocomposite dap tng tir tinh tir cac hat nano oxit sat (kich thudc hat trung
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binh 15 nm) va polyme hydrogel polyetylen glycol (PEG) bang cach dong pha
tron, c6 kha ning twong thich sinh hoc t6t va mé dun dan héi cao, dong thoi
hoat dong nhu mot chat thiic day qua trinh tao xuong va su hinh thanh mach dé
dap ng véi kich thich tir trrong bén ngoai.

Tuy nhién, khi diéu ché bang phuong phap nay, cac hat nano dé bi két tu,
diéu nay 1am cho tac dung nang cao cau tric cua vat liéu khdng rd rang. Vi du,
Tong va cong su di diéu ché hydrogel nanocomposite bang cach tron cac 6ng
nano carbon va hydrogel tir polyme polyvinyl alcohol. Pac tinh truong no caa
hydrogel hdn hop duoc ting cudng dang ké, nhung tinh chat co hoc khong duoc
cai thién dang ké. Hién tuong két tu sinh ra trong qué trinh pha tron 1am suy
yéu sy tuong tac truc tiép gitra cac hat nano va polyme hydrogel, dan dén viéc

c4c tinh chat co hoc cua hydrogel nanocomposite khéng cai thién rd.

Phwong phdp Grafting-Onto (Gheép)

Phuong phéap nay c6 thé cai thién hién tuong két tu cua vat liéu nano vo
co trong hydrogel bang cach bién d6i bé mit cua vat liéu nano dé tao thanh lién
két cong hoa tri gitra vat liéu nano vo co va mang hydrogel. Bong thoi, do ting
cuong lién két giira cac hat nano va polymer hydrogel, hydrogel nanocomposite
thé hién tinh chit co hoc manh hon. Su bién d6i bé mat cua vat liéu nano bang
phuong phap ghép cha yéu dung cho hydrogel polyacrylamide (PAM).
Messing va cong su da st dung cic nhom axit metacrylic dé bién doi bé mat
ctia cac hat nano tir tinh, sau d6 b6 sung c&c hat nano tir tinh da bién d6i vao
mang ludi hydrogel polyacrylamide dé diéu ché hydrogel nanocomposite, cho
thay d6 bén kéo va do bén dut gdy cao. Mot nghién ctru twong tu khac da téng
hop hydrogel nanocomposite bang phuong phap ghép va cac hat oxit sat nano
hop nhat véi 3-(trimethoxysilyl) propyl methacrylate, polydimethylsiloxane
(PDMS) duoc st dung dé bién d6i bé mit cua hydrogel. Cac tinh chat co hoc
cua hydrogel nanocomposite nay dugc cai thién rat nhiéu, déng thoi, nd c6 thé

duy tri sy on dinh dudi tai trong moi, rat phu hop cho tng dung ky thuat mo
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xuong. Uu diém cua phuong phap ghép 1a sau khi bé mat caa vat liéu nano
duogc bién d6i, cac hat nano va polyme hydrogel duoc két hop véi nhau theo
lien két cong hoa tri, gilp cai thién dang ké do bén co hoc va do 6n dinh cua

hydrogel nanocomposite.

Sw tgo tra in situ

Sy tao taa in situ 1a qua trinh phan tan dong déu cac hat nano v co trong
cac monome polymer hydrogel, va sau d6 polymer héa cdc monomer do trong
cac diéu kién nhiét do nhat dinh dé tao thanh cac hé hydrogel nanocomposite.
Phuong phap nay c6 thé diéu ché hydrogel nanocomposite véi hiéu qua phan
tan tot, duy tri cac dac tinh tét cua hat nanocomposite, dong thoi 1am cho lién
két gitta hat nano va hydrogel bén viing hon. Su tao tua in situ gilp cac hat
nano phan bd déu trong hydrogel va duy tri cac dac tinh cta hat nano, do d6 ¢o
thé tang d6 bén co hoc cua hydrogel nanocomposite. Vi du, Wang va cong su
d3 tong hop hydrogel nanocomposite dap tng tir tinh bang két taa tai chd. Qué
trinh chuan bi chinh 1a tron cac hat nano tir tinh va hydrogel chitosan, sau d6
hdn hop nay duoc tring hop trong dung dich NaOH, trong d6 céc chitosan va
ion sit cd thé chelate hda, sy trong tac nay lam cho cac hat nano tir tinh phan
tan déu trong hydrogel va cudi cung thu duwoc mot hdn hop hydrogel
nanocomposite vai phan wng tir tinh va tinh chat co hoc tét. Cac tinh chit co
hoc ctia hydrogel nanocomposite cé thé duoc ting cudng bang cach ting nong
d6 cua cac hat nano tir tinh (0 d&én 15 wt%). Nhuoc diém 1a dung dich kiém
duoc sir dung c6 thé anh hudng dén kha nang tai té bao cua hydrogel va cac hat

nano v6 co phai dugc bién déi trudc phan tng tring hop.

Phwong phap dong bang — tan bang (Freeze-thaw method)

Phuong phap nay diéu ché nanocomposite hydrogels bang lién két ngang
vat ly. Phuong phéap chi yéu la 1am rd déng nhiéu lan dung dich hén hop
hydrogel & nhiét do thap va nhiét d6 phong. K thuat nay tao ra cac hydrogel

6n dinh duoc lién két chéo vat 1y bai sy hién dién caa cac vung tinh thé. Thém
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vao do, ching khéng doc hai va nhiing loai gel dong lanh /ra dong nay da duoc

ching minh cé cac dac tinh co hoc cao, dac biét cho cac ing dung y sinh [91].
1.5. Tinh hinh nghién ciru trong va ngoai nwéc

1.5.1. Trong nwoc
O Viét Nam, nghién ctu tong hop céc vat liéu y sinh tai tao xuong dang

duoc phat trién trong nhitng nim gan day:

Nam 2011, Tran Ngoc Quyén va cong su da nghién ctru mot hé thdng tao
gel tai chd bao gém céc dan xuét chitosan lién hop rutin va tyramine, véi su ¢6
mit cua peroxidase cai ngua (HRP) va hydrogen peroxide (H(2)O(2)) dé diéu
tri vét thuong ¢ da [92].

Nam 2014, Nguyen va cong su di tong hop vat liéu hydrogel composite
Hyaluronic acid (HyA)-Gelatin (Gel)/biphasic calcium phosphate (BCP) dé
ring dung trong tai tao xwong. Vat lidu ndy cd cac 15 xdp va co tinh co hoc tdt,
dat lyc nén trung binh la 2,8 + 0,15 MPa. Ngoai ra, vat liéu HyA-Gel/BCP c6
tinh twong hop sinh hoc tot. Két qua nghién cau in vivo cho thay sau khi cay

ghép 3 thang, xwong méi duoc hinh thanh va tao khoang véi toc do nhanh [93].

Nam 2015, Nguyén Thi Phuong, tic gia d tién hanh nghién ctiu tong hop
vat liéu moi trong cay ghép va tai tao xuong trén co sé hydrogel composit sinh
hoc gém biphasic calcium phosphate va polymer sinh hoc (gelatin, chitosan)

ung dung trong tai tao xuong [19].

1.5.2. Ngoai nuwoc

Nam 2012 Barbani va cong su nghién ctru vat liu composite trén co so
Hydroxyapatite/gelatin/gellan dung trong linh vuc tai tao xwong. Nghién ctu
d3 mo ta ddc tinh hinh thai, hoa 1y, co hoc va sinh hoc cia mot hé théng téng
hop méi, dua trén gelatin, gellan va hydroxyapatite, va md phong thanh phan
ctia xwong tu nhién. Khung nén dugc chuan bi bang ky thuat dong kho, trong

ba diéu kién khac nhau. Phan tich hinh théi cho thay d6 x6p dong nhat, vai cac
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15 x6p duogc két ndi tét. M6 dun dan hdi cua mau gan gidng véi xuong tu nhién.
Sy hién dién cua su twong tac giira cac thanh phan da dugc chitng minh thdng
qua nghién ciru hoa ly. Ngoai ra, phan tich hinh anh héa hoc hdng ngoai da chi
ra su gidng nhau gitra khung composite va xuwong tu nhién vé thanh phan hoa
hoc, tinh dong nhat, twong tac phan tir va cau tric cau trac. Dac tinh sinh hoc
so bo cho thiy té bao gdc trung md cua con ngudi ¢ kha ning bam dinh va

tang sinh tot [94].

Nam 2013, Hunter va cong su di nghién ctu sy phat trién va biét hoa té
bao gdc xwong nguoi trong diéu kién nudi cay (in vitro) cua hydroxyapatite,
chitosan, gelatin trong linh vuc tai tao xuwong. Trong nghién ctru nay, tac gia da
st dung vat liéu sinh hoc dua trén co s& chitosan va Hap, gelatin c6 thanh phan,
C4u tric tuong tu xuong dé nghién ctu su twong tac cua té bao goc xwong nguoi

(hMSC) véi mang composite trén co sé chitosan, gelatin va Hap (HCG).

Su két hop ciia HCG hinh thanh mot mang phan hiy sinh hoc sinh hoc véi
60% khdi lugng nude va do cung ban dau 1a 20 kPa. Cac biéu hién cua cac
protein xuwong va cac gen cho thdy mang HCG thuc day su phat trién cia hMSC
va su biét hoa tao xuong. Mang HCG tuong tac véi protein huyét thanh va té
bao gdc xuong ngudi dic trung. Két qua nghién ciru ndy chitng minh rang mang
HCG c6 thé tao thanh mot méi trudng thiuc ddy hMSC phét trién, gitip ting
cuong su biét hda té bao xwong. Mang composite co thanh phan, cau tric va
dic tinh mong mudn can thiét cho cac ung dung nhu mang trong tai tao mo

xuong [95].

Nam 2014, Pasqui va dong nghiép dd nghién ctu twng dung
carboxylmethyl cellulose/Hap composite lam vat liéu cho xwong. Trong nghién
clru ndy, tac gia da sir dung té bao xuwong MG63 dé danh gia hiéu qua caa vat
lieu. Két qua cho thay té bao xuong phat trién tét trén carboxylmethyl

cellulose/Hap composite nho cau tric xop caa vat liéu gitp té bao xam nhap va
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phat trién bén trong vat liéu. Tuy nhién, sy phan hay sinh hoc cua vat liéu chua

duoc tac gia dé cap [96].

Nam 20135, Trong nghién ciru cua Derakhshan véi cac cong su da diéu ché
hydrogel dya trén chondroitin sulfate két hop vai hydroappatite. Qua kiém tra,
két qua do nén cua vat liéu duoc ghi nhan 12 0,269 va 0,288 thay doi theo phan
tram khdi lwong hydroappatite thém vao (20% va 40%). Qua kinh hién vi quynh
quang cho thay vat liéu khong gay doc vai té bao va co kha ning giup té bao
phat trién [97].

Nam 2018, Tao li va cac cong su da nghién ctu vat liéu hydrogel
chondroitin sulfate két hop véi pullulan. Trong nghién ciu ndy si dung lién két
ngang dua trén phan tng Schiff-base, do d6 phan @ng khong sinh ra bat ky san
pham phu c6 hai. Qua két qua danh gia cho thay vat liéu c6 nhiéu cau trac 15
x6p tir d6 gitp cho té bao di qua va lam méi truong cho té bao phat trién. Ngoai
ra phuong phap danh gia té bao cho thay té bao phat trién thanh cac té bao sun

sau 14 ngay [98].

Nam 2019, Bhisham cting cac cong su di phat trién hé hydrogel chitosan
va chondroitin sulfate két hop véi thty tinh sinh hoc véi kich thudc nano nham
khac phuc nhitng khuyét diém vé tinh co 1y va thiéu sy 6n dinh trong céu tric
cua chitosan. Két qua nghién ciru cho thay khi két hop véi thay tinh sinh hoc
gilp cho vat liéu ting cuong do bén, giam hién tuong truong nd va ting cuong
6n dinh cau tric cua vat liéu. Panh gia invivo khi cdy ghép vat liéu vao xuong
chau cua tho, sau 24 tuan cho thay chd khiém khuyét dugc lap day bang mo

xuong ran [99].

Nam 2019, Trong nghién ctru cua Purohit va cac cong su da danh gia su
phat trién cua té bao MG-63 trong diéu kién nudi ciy trén vat liéu nano
composite dugc diéu ché tir gelatin va alignate két hop véi cac graphene oxide.
Khi c6 sy két hop voi graphene oxide gilp cho vat liéu tang do truong nd 1én

gap 7 lan, thoi gian phan hay sinh hoc sinh hoc giam cham (30%) trong 28 ngay.
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Két qua khi ciy té bao MG-63 cho thay vat liéu ting cuong kha ning sinh
tredng va bam dinh té bao [100].
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2. POI TUQNG, PHAM VI VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi twong va pham vi nghién ciru
2.1.1. Péi twong nghién cru
Vit liéu hydrogel va hydrogel composite trén nén gelatin két hop véi cac
polysaccharide (chitosan, alginate, chondroitin sulfate) mang cac hat nano
biphasic calcium, itng dung lam vat liéu tai tao xwong. Vat liéu mang cac hat
nano nay dugc danh gia kha nang tao khoang, phan huay sinh hoc va in vitro tir

do xem xét cac vat liéu phu hop cho qua trinh tai tao xuong.
2.1.2. Pham vi nghién ciru
- Nghién ctu tong hop GTA, CHPA, ATA, CDTA va BCP.

- Nghién ctru tong hop Hydrogel va hydrogel composite CHPA, ATA,
CDTA trén nén GTA.

- Panh gia thanh phan, cu tric GTA, CHPA, ATA, CDTA.

- Khao sat: thai gian gel hoa, hinh thai, khéi luong suy giam trong dung
dich PBS, kha nang tao khoang trong dung dich SBF cua hydrogel va hydrogel
composite CHPA, ATA, CDTA trén nén GTA.

- Panh gia doc tinh té bao cua céc vat liéu.
2.2. Dung méi, héa chit, thiét bi dung trong nghién ciu

2.2.1. Dung méi, hoa chdt ding trong nghién cizu
Bang 2.1. Dung méi, héa chat dung trong nghién ciu

Tén hoa chat Hang san xuat | Nuwéc san xuat

1-Ethyl-3-3-dimethylaminopropyl Acros M¥
carbodiimide

Tyramine Acros My
Sodium chloride Fisher My
Calcium chloride Fisher My
Trisodium phosphate Fisher M$
Sodium bicarbonate Fisher My
Potassium chloride Fisher My
Magiesium chloride Fisher My
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Hydrochloric acid Fisher M$
Sodium sulphate Fisher M¥$
Diethyl ether Fisher M¥
Collagenase from Clostridium Sigma My
histolyticum
Alginate Acros M$
Gelatin Sigma M$
Chondroitin sulfate Acros M$
Disodiumhydrophosphate Merck buc
Tris (CH,OH)3CNH, Sigma My
MG-63 té bao xuong (ngudn gbc | Ngan hang té bao Han quéc
tir human osteosarcomas)
H,0, Sigma M$
4-Hydrophenyl acetic acid (HAP) Acros M$
Horsera dish peroxidase (HRP) Sigma M¥$
(261u/mg)
2.2.2. Thiét bj va dung cu

Thiét bi

- Tu say, may khuay tir ¢6 hiéu chinh nhiét do.

- May do pH, Fisher Scientific, btrc.

- Bé siéu am hiéu Bransonic, USA, tan s6 42 kHz, cong suat 100 W.
- Lo nung hiéu, Buc, nhiét 6 16n nhat 1000 °C.
- May dong kho chan khong FDU-2100 Eyela.

- May cb quay chan khong HANVAPOR, An db.

Dung cu
- Binh cau c6 nham mat ¢b
- Ong nhé giot
- Ong dong
- May khuay tir
- May say

- Tui tham tach Spectra Por Regenerated Cellulose Membrane, MWCO

6000-8000 Da.
Cic phwong phdp khdo sat vat ligu

- Pipette

- Phéu loc hit chan khéng

- Catu
- Eppendorf
- Micropipet 20-200 pL
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- Phé cong huang tir hat nhan *H-NMR duoc thuc hién trén may cong
hudng tir hat nhan Bruker AC 500, Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam tai Ha Noi.

- Phan tich nhiéu xa tia X (XRD), thuc hién trén may Bruker D5005
(Birc) thudc trung tdm Manar Dai hoc Quéc gia.

- Quan sat hinh thai mau, phan tich nguyén té bang may FESEM (JSM-
635F, JEOL), tai Vién Cdng nghé hoa hoc, Vién Han 1d&m Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam.

2.3. Tong hop va phan tich cau tric BCP
Theo nghién cau trong luan an Nguyén Thi Phuong [19]. Trong nghién
ctru nay, téng hop BCP véi ti 1 Ca/P: 1,57 va pH=7 (pH ¢ 7 khong gy doc té

bao va ham Iugng %m HAp cao)

Hoa tan 6,93 g CaCl,.2H,0 trong 100 mL H,0, sau d6 cho hén hop vao
bé siéu am, diéu chinh dung dich dat pH = 7 bang dung dich NaOH néng d6 1
M. Tiép tuc cho 5,34 g Na,HPO,.2H,0 vao 100 mL H,0, hon hop hoa tan dugc
danh bing séng siéu &m va diéu chinh pH=7 bang dung dich ba NaOH 1 M
hodac HCI1 5%. Sau d6, dung pipet nho tu tir dung dich Na;HPO,4.2H,0 vao dung
dich CaCl,.2H,0 ri diéu chinh pH=7, 6n dinh trong suét qua trinh phan tng
bang dung dich NaOH 1 M.

Sau 12 giod , s dung may loc hut chan khong dung dich dé loc dung dich
huyén pht, sau d6 lugng taa thu dugc siy & nhiét do 80°C, khéi lugng két tua
duogc say kho va dung cbi dé nghién min roi nung & nhiét d6 750°C trong 2 gio.

Sir dung may phan tich XRD dé phan tich ciu tric, thanh phan. May SEM
dé phan tich hinh théi, kich thudc cac hat khoang BCP.

2.4. Tong hep va phan tich cau tric cac polymer mang nhém chikc phenol

2.4.1. Téng hep Gelatin-Tyramine (GTA)
Cho 2 g gelatin vao 30 mL H,0 va dun cach thuy & nhiét @6 40°C. Thém

1 g tyramine khi hdn hop tan hoan toan, khudy trong 15 phit. Sau d6, dé dung
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dich nguoi & 40°C va diéu chinh pH = 6 bang dung dich HC1 5% dén khi dung
dich tan hoan toan. Cho thém 250 mg EDC/NHS vao hdn hop phan @ng va diéu
chinh lai dung dich dat pH=6. Khudy déu hén hop & nhiét phong trong
24 gior roi str dung phuong phap tinh sach cac polymer théng qua cac loai mang
tham tach sinh hoc cho ting polymer c6 MWCO 6-8 kDa, MWCO 12-14 kDa.
K§ thuét tham tach duoc tién hanh trong nuéc cit ¢ nhiét do phong dudi diéu
kién khuay trong khoang tir 4-7 ngay. Dung dich sau khi tham tach duoc déng
sau ¢ -80°C va dong kho hai ngay thu dugc san pham c6 chét ran mau trang.

Céu tric polymer ghép duoc danh gia bang pho (*H-NMR, Bruker AC 500
MHz spectrometer).

OH

oR on own O
C-N-CH-C-N-CH-C-N-CH-C-N
i ] ] H H NH;
H . 0 CH; H CH, Lo
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Hinh 2.1. Phan @ng tong hep GTA
2.4.2. Tong hep Chitosan-4-hydroxyphenylacetic acid (CHPA)

Hoa tan 1 g chitosan trong 40 mL H,O, sir dung dung dich HCI 5% @dé
diéu chinh dat pH=3 va khuiy déu cho dén khi vat liéu tan hoan toan. Cho
thém vao 0,24 g HPA (4-hydroxyphenylacetic acid) rdi tiép tuc khudy trong 15
phat. Sau @6, can 450 mg EDC va cho vao dung dich phan tng, st dung dung
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dich NaOH 1 M diéu chinh dat pH=5, khudy sau 24 gid, tham tach san pham
trong 3 ngay biang mang Spectra Pork Cellulose Ester Membrane, MW 6000-
8000 Da. San pham sau khi tham tach duoc dong sau & -80°C va dong kho 2
ngay thu duoc chat ran mau tring.

CAu trdc polymer ghép duoc danh gia bang phd (*H-NMR, Bruker AC 500

MHz spectrometer).

OH
OH CH;

B CH
o=
N NH
NI o L+ EDC_. o
HO ° o i o — = Tk NH
NH; HO pH~S "o 0 Ho\w
o o

Chitosan HPA - CHPA

Hinh 2.2. Phan ng tong hop CHPA

2.4.3. Tong hop Alginate-tyramine (ATA)

Hoa tan 2 g alginate vao 125 mL nudc cat, khudy dung dich dén khi tan
hoan toan. Cho thém vao 3 g tyramine, diéu chinh pH=5 bang dung dich HCI
5%. Hoa tan 1,394g EDC vao 10 mL nudc cat roi nho ting giot vao hdn hop
alginate voi tyramine. Dung dich dugc diéu chinh on dinh & pH=5. Khuay déu
hdn hop & nhiét phong trong 24 gid rdi sir dung phwong phép tinh sach cac
polymer théng qua mang tham tach sinh hoc c6 MWCO 6-8 kDa. K§ thuat
tham tach tién hanh trong nudc cit ¢ nhiét dé phong dudi diéu kién khuay trong
khoang tir 4-7 ngay. Dung dich sau khi tham tach duoc dong sau & -80°C va

d6ng kho 2 ngay thu duoc san pham cé chat ran mau triang.

Céu truc polymer ghép duoc danh gia bang phd (*H-NMR, Bruker AC 500
MHz spectrometer).
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Hinh 2.3. Phan @ng tong hep alginate-tyramine (ATA)
2.4.4. Tong hep Chondroitine sulfate-tyramine (CDTA)
Chuan bi dung dich Chondroitine sulfate: Hoa tan 2 g chondroitin sulfate

vao 80 mL nudéc cat, khuay dung dich dén khi tan hoan toan.

Tong hop CDTA: Hoa tan 1 g tyramine vao trong 10 mL dung mdi
Dimethylformamide. Dung dich dugc diéu chinh pH=5 bang HCI 5%. Tiép tuc
hoatan 0,8 g EDC va 0,5 mg NHS trong 5 mL nudc cét, lac déu. Nho ting giot
hon hop EDC va NHS vao trong dung dich Chondroitine sulfate va hoat hoa
trong 15 phat. Sau d6, nho tung giot dung dich tyramine vao dung dich
chondroitin sulfate dd hoat hoa, khudy déu hdn hop ¢ nhiét d6 phong trong
24 gio roi st dung phuong phap tinh sach cac polymer théng qua mang tham
tach sinh hoc c6 MWCO 6-8 kDa. K¥ thuat tham tach duoc tién hanh trong
nudc cat & pH=7,4 trong 3 ngay, sau d6 tham tach trong nudc cat & nhiét do
phong dudi diéu kién khuay trong khoang tir 2 ngay. Dung dich sau khi tham
tach duoc dong sau ¢ -80°C va dong kho 2 ngay thu duoc san pham coé chat ran

mau tring.

Céu tric polymer ghép duoc danh gia bang pho (*H-NMR, Bruker AC 500
MHz spectrometer).
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Hinh 2.4. Phan ing tong hop CDTA

2.4.5. Xdc dinh cdu trac, hinh thai cac sdén pham

CAu trac san pham duoc xac dinh bang phuong phap phd cong hudng tir
hat nhan 'H-NMR va quang pho hong ngoai bién doi FT-IR. Két qua do phd
'H-NMR dugc thuc hién trén may cong huong tir hat nhan NMR, Brucker
500 MHz, tai Vién Cong nghé Hda hoc, Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam va phd FT-IR duoc thuc hién trén méay quang phd héng ngoai bién
ddi FT-IR, PerkinElmer Frontier, tai Vién Khoa hoc Vat liéu Ung dung, Vién

Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

2.4.6. Xdc dinh ham lwong TA, HPA trong cac polymer phenol téng hep
Xdc dinh ham lwong cia TA trong GTA, ATAva CDTA

Xéc dinh ham luong cua TA trong cac polymer phenol tong hop bang
phuong phap UV-Vis. Do do hap thu A cua dung dich GTA, ATA, CDTA ¢
nong do 0,1 mg/mL va dung dudng chuan cia nong do TA tai 0,15; 0,075;
0,0375; 0,01875; 0,009375 mg/mL va do hép thu A tai budc song 275 nm dé
xac dinh luong TA trong GTA, ATA, CDTA.

Xdc dinh ham luong HPA trong CHPA

Xéc dinh ham lwong cua HPA trong CHPA bang phuong phap UV-Vis.
Po do hap thu A caa dung dich CHPA ¢ nong d6 0,1 mg/mL va dung duong
chuan ctia nong d6 HPA tai 0,15; 0,075; 0,0375; 0,01875; 0,009375 mg/mL va
d6 hap thu A tai budc song 275 nm dé xac dinh lugng HPA trong CHPA.
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2.5. Tong hep va xac dinh c4c tinh chit caa cac hé hydrogel va hydrogel

composite trén nén GTA

2.5.1. Téng hep insitu hydrogel va hydrogel composite CHPA, ATA, CDTA
trén nén GTA bang phwong phdp pha trén ding enzyme HRP va
H20>

Hydrogel duoc diéu ché véi sy hién dién ctia enzyme HRP va H,0; & nhiét
d6 phong. Hoa tan vao 2 eppendorf, eppendorf thir nhat, ctr 10 mg X (vai X 1a
CHPA hoic ATA hodc CDTA) trong 90 pL nudc cat va dugce thém vao 15 pL
H.0; (0,2%). Eppendorf thtr hai, cir 10 mg GTA trong 90 pL nudc cat va dugc
thém vao 15 uL HRP. Tron 1an hai dung dich lai véi nhau theo ty 1& & Bang
2.2. Gel sé duoc hinh thanh ¢ nhiét d phong.

Hydrogel composite dugc diéu ché twong tu nhu phuwong phap diéu ché
hydrogel, tuy nhién sau khi hoa tan mau trong nuéc cat, BCP dugc phan tan
déu vao trong hai eppendorf bang phuong phap pha tron. Gel ciing duoc hinh
thanh ¢ nhiét @6 phong.

Cach diéu ché hydrogel va hydrogel composite theo ty 18 X: GTA (wt/wt)
duoc trinh bay trong Bang 2.2.

Bang 2.2. Tong hop hydrogel composite theo ty 18 X: GTA (wt/wt)

Tile Eppendorf 1 Eppendorf 2
X: GTA (Dung dich polymer chiwra (Dung dich polymer chira
(wt/wit) H>0> 0,05%) HRP 0,07 mg/mL)
4,7 mg X 4,7 mg X
L 28 mg 28 mg
- 23,3 mg BCP 23,3 mg BCP
GTA GTA
9,3 mg X 9,3 mg X
1 28 mg 28 mg
. 18,7 mg BCP 18,7 mg BCP
GTA GTA
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» 14 mg X 28 mg 14 mg X 28 mg
14 mgGTA | BCP 14 mg GTA BCP

0 0 mg X 28 mg 0 mg X 28 mg
28 mg GTA BCP 28 mg GTA BCP
18,7 mg X 28 mg 18,7 mg X 28 mg

+ 93mgGTA | BCP 93mg GTA | BCP

2.5.2. Khdo sat cac hinh thai, thei gian hinh thanh gel, théi gian giém cdp
sinh hoc, khd nang tao khodang va déc tinh cia hydrogel va hydrogel
composite

Khdo sat hinh thai cia vt ligu hydrogel va hydrogel composite

Vit liéu hydrogel va hydrogel composite sau khi dugc diéu ché va dong
kho. Sau d6, Str dung phuong phap SEM dé quan sat hinh théi caa vat liéu

Khdgo sat thei gian hinh thanh gel hoa chia vdt ligu hydrogel va hydrogel
composite

Tién hanh khao sat thoi gian hinh thanh gel héa cua hydrogel va hydrogel
composite (sit dung néng do va thé tich cua HRP, H,O, dé tong hop cac
hydrogel va cac hydrogel composite nhu muc 2.5.1). Thoi gian tao gel dugc
tinh luc cac chat twong tac va phan tng hinh thanh thanh lién két ngang. Vi thé
thoi gian hinh thanh gel dugc tinh khi cac chat phan @ng véi nhau dén khi tao
thanh mot khéi gel dong dic va khi déc nguoc vat liéu khdng chay xudng trong
1 phut [101].
Khdo sat khéi lweng suy giém cia hydrogel va hydrogel composite

% Chuan bi dung dich PBS chira enzyme collagenase
Can8gNaCl, 0,2 gKCl, 1,44 g NazHPO,, 0,24 g KH,POy4, 16 mg enzyme

collagenase hoa tan hoan toan trong 1 L nudc Cat, pH=7,4.
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< Tién hanh khao sat khéi lwong suy giam caa hydrogel va
hydrogel composite nhw sau:

Ngam cac miu hydrogel va hydrogel composite da chuan bi vao dung dich
PBS c6 chtra collagenase (16 mg/L). Khéi lugng giam cap sinh hoc cua cac
mau dugc tinh toan va xac dinh bang phuong phap trong lugng theo thoi gian.
Vit lidu sau khi tong hop dugc can dé xac dinh khdi lugng (Wo). Sau d6, chung
duoc ngam trong cac eppendorf chira ImL dung dich gia sinh hoc PBS, & nhiét
d6 phong va pH=7,4. Vit liéu dugc ngam trong khoang thoi gian 3 gio, 6 gio,
18 gio, 42 gio, 90 giv, 186 gio, 378 gio, 762 gid. Sau mdi khoang thoi gian trén,
dung dich gia sinh hoc PBS duoc bo di va tranh gay anh huong 1én dén phan
mau gel chua suy giam, tiép dén can khoi lugng vat liéu. Mau gel trén tiép tuc
cho thém vao 1ml dung dich PBS mai dé khao sét vai khoang thoi gian tiép
theo [102]. Tiép tuc quy trinh dén mdc thai gian cudi. Phan tram khéi luong

mau gel suy giam duoc tinh theo cng thuc sau :

W, —W,

-100%

% khéi luong suy giam =

Trong do:
Wo: Khéi luong ban dau.
wi: Khéi lwong con lai sau khoang thoi gian (t) da bi giam cap sinh hoc.
Dadnh gia khd nang tao khodng cia hydrogel va hydrogel composite

Chuén bi dung dich SBF: Can 8,035 g NaCl; 0,355 g NaHCOs; 0,225 g
KCI; 0,231 g K;HP0O,.3H;0; 0,311 g MgCl,.6H,0, 0,292 g CaCl,; 0,072 g
Na,SO,, vao khoang 900 mL nudc cat. Khi cac chat dd hoan toan tan trong
nuéc, tiép theo thém 39 mL dung dich HCI 1 M vao dung dich trén. Sau do,
thém 6,118 g (CH,OH)sCNH, vao dung dich va khudy déu. Thém nudc cat da
luong dé dat tong thé tich 1 L, hdn hop dung dich ¢6 pH = 7,4.

Quy trinh danh gia kha ning khoang hoa cua hydrogel va hydrogel
composite: Chuan bi cac mau hydrogel va hydrogel composite véi cac ti I¢
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thich hop nhat qua cac khao sat duoc chon. Hydrogel va hydrogel composite
dugc dem dong kho va tao thanh gel vai hinh khdi vudng 1 cm3. Sau dé cb
dinh bang kim va duoc ngam trong 6ng ly tam nhya chta 10 mL dung dich
SBF. Sau 28 ngay, mau duoc ldy ra va rira bang nude cat dé troi sach cac mudi
tan trén bé mat. Mau duoc dong kho va phan tich bang phuong phap XRD,

SEM va EDS dé xé4c dinh qué trinh tao khoang hoa trén bé mat vat liéu.

Ngoai ra, sau khoang thoi gian 1, 5, 7, 14 va 28 ngay, dung dich SBF dugc
chiét ra dé phan tich ham luong Ca, P trong dung dich SBF bang phuong phap
ICP [103].

2.5.3. Ddnh gid djc tinh té bao trén vat ligu hydrogel composite
Quy trinh: 1g gel ngam trong 10ml méi truong DMEM/F12, dé phan hiy
trong diéu kién nhiét do phong, sau 7 ngay ngam, gel duoc nghién nat. dich
chiét tir c&c miu duoc pha lodng véi moéi truong nudi cdy té bao AdvanceSTEM
(Cytiva HyClone) dé dat nong d6 cudi 1a 0,5 mg/ml. Sau d6 mau duoc trix lanh
trude khi su dung.
Nudi cdy té bao
Té bao xwong MSC duoc sir dung trong danh gia do twong hop sinh hoc
ctia cac mau nghién ciru. Té bao MSC duoc nudi ciy trong dia Petri vi mat do
2 x 10 té bao/cm? trong méi trudng Dulbecco’s Eagle (DMEM:; Gibco BRL,
USA) bo sung 10% (v/v) huyét thanh bo (FBS; Gibco BRL, USA), 100 U/ml
penicillin (Gibco BRL, USA) va 100 pg/ml streptomycin (Gibco BRL, USA).
Pia cdy duoc dat trong diéu kién méi truong khong khi am véi 5% CO, & 37°C.
Sau ba ngay, té bao dugc thu hoach bang cach xt ly véi Trypsin-EDTA (Gibco
BRL, USA). Sau dé dung dich chtra té bao dugc ly tam, thay thé bang dung
dich PBS va duogc dung cho cac thi nghiém tiép theo.
Panh gid doc tinh té bao [104]
Phuong phap MTT danh gia doc tinh té bao & cap do “in vitro”. Phuong

phap nay duya trén phan ang cua enzyme cua té bao song voi MTT, mau vang
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nhat caa MTT chuyén sang mau xanh dic trung cua phic MTT va enzyme.
Doc tinh cua mau duoc xac dinh dya trén tiéu chuan (tiéu chuan 1SO 10993-5,
1999).

Dung dich chiét cia mau trong DMEM duoc st dung dé danh gia doc
tinh té bao cua mau. Bé lay dich chiét, cac mau trude tién duoc xir Iy bang dung
dich ethanol 70% dé khtr tring va sau d6 rira sach véi PBS d¢é loai bo ethanol.
Budc tiép theo, mau dugce ngdm trong mdi trudng nudi cay té bao DMEM va
duoc dit bén trong tir 4m (incubator) diéu kién 37°C, tdc @6 lac 120 vong/phut
trong thoi gian ba ngay. Sau khi 1, dich chiét caa mau dugc loc qua mang loc
khuan (kich thuéc 16 22 um) va pha loang véi cac nong do khac nhau 100%,
75%, 50%, 25%.

Céc dich chiét di pha lodng trén duoc cho vao dia cay 96 giéng chua té
bao MSC(2 x 10* té bao/giéng) da duoc G 24 gio, va dia cdy 96 giéng nay duoc
gilt trong ti Am 3 ngdy. Sau d6 20 pl dung dich MTT (5 mg/ml) duoc cho vao
cac giéng nudi va dia cay 96 giéng duoc giir trong ta &m 4 h. Cudi cung, loai
bo dung dich trong dia cdy, cho vao mdi giéng 200 ul DMSO. P hap thu cua
dung dich dugc do tai budc séng 595 nm biang bo doc ELISA (EL, 312,
Biokinetics reader, Bio-Tek instruments). Cac mau duoc thi nghiém lap lai 4
lan.

Nhuém té bao

Té bao MSC (2 x 10%) duogc ciy vao giéng 24, 1 mL mdi trudng da bod
sung dich chiét dugc thém vao. Sau 48 gio, Hoestch (1 ug/mL) duoc cho vao
cac giéng, u 15 phit & diéu kién nudi cdy. Méi truong sau d6 bi loai bo, PBS
1X duoc st dung dé loai bo chat nhuém du, 1 mL méi truong AdvanceSTEM
(Cytiva HyClone) duoc thém vao. 10 pl hdn hop chat nhuom AO/PI duoc cho
vao. Té bao tiép tuc u trong diéu kién nudi cay trong 15 phut. Tiép theo, moi
truong cil bi loai bo, va PBS duoc sir dung dé rira nhuom du. 1 mL méi trudng

dugc thém vao trudc khi quan sat dudi kinh hién vi huynh quang (IN Cell
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Analyzer 6000). Ché d6 chup da nhudém duoc sir dung. Hoestch (390 nm), AO
(490 nm) va PI (620 nm).
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3. KET QUA VA BIEN LUAN
3.1. KET QUA TONG HQP BCP

3.1.1. Két qud phan tich XRD ciia BCP

Phuong phap nhidu xa tia X (XRD) duoc str dung dé phan tich cau tric
tinh thé cua vat liéu, bao gébm ca biphasic calcium phosphate (BCP). Két qua
phan tich cau tric pha cia BCP bang phuong phap nhiéu xa XRD duoc trinh
bay & Hinh 3.1.

* -TCP
# HAp

Cuong do

T T T T
20 24 30 35 40 45 50 b5 60

2-theta(®)
Hinh 3.1. Gi4n db XRD ciia BCP véi ti 18 mol Ca/P =1,57 tai pH =7
Két qua phan tich XRD & 2-theta (°) cho céc tin hiéu dic trung ciia p-TCP:
25,80°, 27,77°, 31,03°, 34,37° va cua HAp: 25,90°, 31,86°, 32,90° 34,22°
39,70°, 46,69°, 49,51°, 53,27°. Piéu nay khang dinh rang véi ti 16 mol Ca/P =
1,57 tai pH=7 thi BCP (B-TCP va HAp) da duoc tong hop thanh cong [20, 53,
105]

3.1.2. Két qud hinh thai ciia BCP

Phuong phép két taa két hop song siéu am duoc str dung dé tong hop vat
liéu biphasic calcium phosphate (BCP) véi kich thudc hat nano dong déu tir 60-
100 nm. Két qua phan tich hinh thai caa BCP sau khi tong hop duoc quan sat
bang kinh hién vi dién tir quét (SEM) da duoc trinh bay trong Hinh 3.2. Theo


https://www.slideshare.net/LeeEin/nhiu-x-tia-x-bi-cc-tinh-th
https://www.slideshare.net/LeeEin/nhiu-x-tia-x-bi-cc-tinh-th
https://www.slideshare.net/LeeEin/nhiu-x-tia-x-bi-cc-tinh-th
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nghién ciru cua Wang, phuong phap tao hat BCP khéng dung song siéu am cho
kich thuéc cac hat twong ddi 16n tir vai trim micro va hat da phan tan. Chinh vi

thé, phuong phap dung song siéu am phu hop cho ang dung tai tao y sinh [106].

Trong qua trinh siéu am, ning lugng duoc truyén di va va cham vai cac
hat BCP lam hiéu tng vat Iy va tang hiéu trng hoéa hoc. Qua trinh tao-vd bot
lién tyc xay ra trén bé mit cua pha 1ong va ran lam giam su tich tu caa cac hat.
Ngoai ra, séng siéu &m con giap tao thanh cac mam tinh thé gitp cho san pham
hinh thanh véi kich thuéc nho hon. Vi vay, luan an nay st dung phuong phap
ding séng siéu am dé tong hop BCP [107, 108].

2 X

Hinh 3.2. Két qua SEM véi d9 phéng dai 100nm ciia BCP dugc tong
hop bang phwong phap séng siéu am voi ti 1€ Ca/P = 1,57 taipH =7

3.2. TONG HQP CAC POLYMER MANG NHOM CHUC PHENOL
3.2.1. Két qud téng hep GTA
3.2.1.1. Phé 'H-NMR cia GTA

Két qua phan tich thanh phan va cau tric cia GTA (phé 1H-NMR) duoc
trinh bay ¢ Hinh 3.3.
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Hinh 3.3. Pho 'H-NMR ciia GTA trong DO

Phé cho céc tin hiéu dic trung ciia tyramine voi do dich chuyén § (ppm):
66,75vad 7,11 (d, -CHCH-, TA), 8 2,65 va 6 2,88 (m, -CH,CH,-, TA). Nhitng
tin hiéu dac trung cta amino acid trong pho *H-NMR & (ppm): & 4,30 (-CH-,
hydroxyproline); 6 4,61 (-CH-, proline); 6 1,39 (-CHjs, alanine); 6 3,84 (-CH-,
alanine); 6 3,53 (-CH.-, glycine); 6 2,25 (-CH-, glutamic acid); 6 1,61 (-CH,-,
arginine); 6 3,15 (-CH-, phenylalanine); ¢ 7,22; 7,25 va 7,31 (-CH-,
phenylalanine). Diéu ndy ching té GTA d3 duoc tong hop thanh cong. Két qua
nay phu hop vai cac nghién ctu cua Park [77, 109].
3.2.1.2. Két qud phé FTIR cia GTA

Phuong phap phé hong ngoai FTIR duoc sir dung dé phan tich thanh phan
cua GTA (A), Gelatin (B), Tyramine ©. Két qua phan tich dugc trinh bay &
Hinh 3.4.
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Hinh 3.4. Két qua phd FTIR cia GTA
Hinh 3.4 thé hién két qua phd FTIR cua Gelatin, Tyramine va GTA. Pho

FTIR cua gelatin cho thdy mot dinh rong ¢ khoang 3283 cm™ 1a do su kéo dai
ctia c&c nhém OH, HNC=0 & 1628 cm™, dao dong gidn cua lién két C-O va
dao dong uén C-H vong thom ¢ 1233 cm™ va 1030 cm™, dao dong udn ngoai
mit phang C-H vong thom ¢ 876 cm™ va 712 cm™ [110]. Pho FTIR cua
Tyramine cho thay dinh 3400 cm™ 1a dao dong dic trung cho nhém amine bac
1 (-NH>). Dao dong uon ngoai mat phang ciia nhém amine bac 1 (NH,) da duoc
ching minh tai s song 828 cm™ dén 622 cm™ [111]. Pinh dic trung cua
Tyramine duoc quan sat tai 1635 cm* do dao dong gidn cua lién két C=C trong
vong phenol. Dai hap thy tir 1387 cm™ dén 1323 cm™ chung té dao dong gidn
cua lién két C-N. Ngoai ra, dai hap thu tir 1149 cm™* dén 1037 cm™ duoc hinh
thanh do dao d6ng udn cua lién két C-N [111, 112].
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Bang 3.1. Két qua phd FT-IR cia Tyramine, Gelatin, GTA

Nhom chiic S6 song (cm™)

Tyramine Gelatin GTA
-OH, -NH; 3400 3273,1 3283,48
-CH(-CH; va -CHj3) 2936,93 2937,77
-C-0O-C 1030 1030 1030
-CH ( vong thom) 876; 712 876; 712 972,1
-COO 1531,52 1543,97
-NH; 828; 622 626,37
-NHCOO- 1628.3

3.2.1.3. Ham lwong cua TA trong GTA

Két qua do do hap thu A cia TA va GTA thu duoc bang UV-Vis
(A = 275 nm) dugc trinh bay trong Phu luc 4. Dya vao két qua do duoc, thiét
lap phuong trinh duong chuan caa TA (Hinh 3.5)

TA

y = 6.8658x + 0.0553
R® = 0.9995

0 0.04  0.08 0.12 0.16 0.2
C (mg/mL)

Hinh 3.5. Phwong trinh dwong chuan cia TA
Phuong trinh dudng chuan cua TA véi do tuyén tinh R2 = 0,9995 thich
hop cho viéc dinh luong ham lugng TA c6 trong polymer GTA. Két qua tinh

toan ham luong TA trong mau nghién cau GTA trinh bay ¢ Phu luc 5.
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Theo nghién cau cua Kurisawa [74] sé mol H,0, téi thiéu can phan ung
véi TA trong GTA 12 60% s6 mol TA. Trén co sé d6, lugng H20; téi thiéu can
phan tng voi TA trong 10 mg GTA dé tao gel 12 0,014% trong dung dich GTA
10%. Ngoai ra, ndng do H,0, khéng sir dung cao hon 0,25% vi s& gay doc ddi
véi té bao [113].

3.2.2. Két qud téng hgp CHPA
3.2.2.1. Két qud Phé *H-NMR caa vit ligu CHPA

Két qua phan tich thanh phan va ciu triic caa CHPA (phd 1H-NMR) duoc
tinh bay ¢ Hinh 3.6.

CHPA
.. 6 0
Ss 5
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Hinh 3.6. Két qua phé 'H-NMR véi cac peak dic trung ciaa vt lidu
CHPA trong D2O

Ph6 *H-NMR ciia CHPA trong D,O (Hinh 3.6) cho céc tin hiéu dic trung
cua chitosan va HPA véi do dich chuyén tir 2-4 § (ppm): & 2,05 (s, -COCH,
chitosan); 6 4,21 (d, C1(H), chitosan), 6 3,22 (m, -C,(H), chitosan); ¢ 3,43-3,92
(m, Cas.44546(H), chitosan); & 2,89 (d, -CH,-, HPA). Cac tin hiéu cua cac proton
co trong chitosan nhu cac peak don & vi tri tr 2-4 ppm la céc tin hiéu D-
glucosamine cé trong chitosan. Peak don & vi tri 2,056 chung to su ¢ mat cua
proton H nhém -NHCOCHS; trén mach chitosan. Két qua nay phu hop véi cac

nghién ciru cua cac tac gia trude day [114-117].


http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=D-glucosamine&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=D-glucosamine&action=edit&redlink=1
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Sy xuét hién cua 2 peak lién tiép nhau ¢ vi tri § 6,89 va § 7,22 (d, -CHCH-,
HPA) ching to sy ¢6 mat Hp, He (nhém -CH=CH- trong nhan thom). Két qua
nay phl hop véi cac nghién cau caa Tran va Lee, diéu nay ching to CHPA da

dugc tong hop thanh cong [116, 118].

3.2.2.2. Két qud phé FTIR ciia CHPA

HPA|

OH HNC=0

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
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Hinh 3.7. Két qua phé FTIR cia CHPA

Két qua FTIR (Hinh 3.7 ) cho thay dac diém dai pho caa chitosan chuan
& sb song 3353 cm™ 1a do dao déng gidn cua lién két NH,, 1559 cm™ 1a dao
dong lién két N-H, tin hiéu nay ciing xuat hién trong dai pho CHPA & s6 song
3279 cm™ dao dong lién két O-H, 1468 cm™ dao dong lién két N-H [119]. Dao
dong cua cac lién két trong dai phd HPA cho thay & sé 3249 cm™ 1a dao dong
gian cua lién két OH . Dao dong gian ¢ sé song 1111 cm™ do dao dong lién két
C-0. HPA dugc quan sat tai 1635 cm™ do dao dong gién cua lién két C=C trong

vong phenol. Tin hiéu khoang 1571 cm™ dic trung cho dao dong bién dang



-NH ctua nhém amine trong CS, tuy nhién trong phd d6 caa CHPA khdng c6
tin hiéu & vi tri ndy cd thé do nhdm amine cua CS di dugc lién két voi HPA tao
thanh nhém amide | ¢ van hap thu khoang 1650 cm™ [111], tém lai, dir liéu
phd FT-IR cho thdy cac van phd phu hop véi cac nhdém chirc trong cong thirc

cau tao dy kién cua copolymer ghép. Pidu d6 chung to di gan HPA 1én CS
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thanh céng
Bang 3.2. Két qua phd FT-IR cia HPA, CS, CHPA
Nhém chirc S6 song (cm™)
HPA CS CHPA
-OH, -NH, 3249,26 3353,91 3279,73
2706,44;
-CH(-CHj; va -CHs) 2871,34 2882,92
2909,39
-C-0-C 1026,27 1068,61
821,87;
-CH ( vong thom) 876; 712 897,36
652.48
-COO0 1703,78
-NH 1531,52 1547,78
-NH; 815,7; 630,08
-NHCOO- 1630,1

3.2.2.3. Ham lwong cua HPA trong CHPA
Két qua do do hap thu A ciia HPA va CHPA thu duoc bang UV-Vis (A =
275 nm) trinh bay trong Phu luc 12. Dya vao két qua do dugc, thiét 1ap phuong

trinh duwong chuan caa HPA (Hinh 3.8)
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Hinh 3.8. Phuwong trinh dwong chuan caa HPA
Phuong trinh dudng chuan caa HPA véi d6 tuyén tinh R?= 0,9982 thich
hop cho viéc dinh luong ham luwong ciia HPA trong polymer CHPA. Két qua
tinh toan ham luong HPA trong mau nghién citu CHPA trinh bay & Phu luc 6.

Dua trén Phu luc 6 (s6 mol HPA c6 trong 10 mg CHPA: nypa (mmol) 12
0,004492) va nghién ctru cua Kurisawa [74], lugng H,0, téi thiéu can phan tng
v6i HPA trong 10 mg CHPA dé tao gel 1a 0,046% trong dung dich CHPA 5%.
Ngoai ra nong do6 H,0, khong sir dung cao hon 0,25% vi s& gay doc doi voi té
bao [113].

3.2.3. Két qud téng hep vat ligu hydrogel va hydrogel composite ATA
3.2.3.1. Két qud phé *H-NMR ciia vdt ligu ATA

Két qua phan tich thanh phan va cau tric caa ATA (phd 1H-NMR) duogc
tinh bay ¢ Hinh 3.9
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Hinh 3.9. Két qua phé 1H-NMR véi cac peak dic trung cia vat liéu
ATA trong D20

Ph6 'H-NMR cua ATA trong D,O (Hinh 3.9) cho céc tin hiéu dic trung
proton polysaccharide cua alginate xuét hién & cac peak tir 3,2 ppm-5,1 ppm.
Sy xuat hién cua hai peak ¢ vi tri 6,8 ppm va 7,2 ppm la tin hiéu proton lién
hop vong thom ctia nhém tyramin (-CH=CH2-). Két qua nay phl hop véi cac

nghién ctu cua Park va Nguyen [93, 120].

3.2.3.2. Két qud phé FTIR cia ATA

A)
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-NH,
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Hinh 3.10. Két qua pho FTIR cia ATA
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Hinh 3.10 thé hién két qua FT-IR caa Alg, Tyr va ATA. Hinh dang pho
FT-IR cua Alg va ATA c6 cac dinh dic trung gidng nhau cu thé &: sé song
1627 cm* dic trung cho dao ddng gidn cua nhom carbonyl (C=0) [121], sb
séng 1034 cm dic trung cho dao dong cua nhém chirc ether C-O-C trong lién
két glucoside, s séng 800 — 1095 cm™! twong ¢ng voi dao dong gidn ddi xang
cua C-C, C-H [122, 123]. Tin hiéu ¢ sb song 3631 cm* cua Alg 1a dao dong
gidn dic trung cua -OH [124]. Pbi vai phd FT-IR caa Tyr, ving pho rong & s6
song tir 2900-3400 cm™* dic trung cho dao dong gidn cua nhém amine bac 1
(NH,) [111]. Dinh dic trung cta Tyr duoc quan sat tai 1635 cm™ do dao dong
gidn cua lién két C=C trong vong phenol. Dai hap thuy tir 1387 cm™ dén 1323
cm® chiing to dao dong gidn caa lién két C-N. Sau khi gan Tyr, pho FT-IR cua
ATA xuit hién dinh dic trung ctia His & 1627 cmt (gidin C=N) [111]. Trong
pho ATA, ta thdy cac dinh hap thu (ng véi cac dao dong dién hinh trong Alg,
Tyr déu xuat hién. Ngoai ra, tai s6 song tir 828 cm* dén 622 cm* quan sat thay

khong con dinh hap thu. Chang to rang, ATA di duoc tong hop thanh cong.

Bang 3.3. Két qua phé FT-IR cia Tyramin, Alginate, ATA

S6 song (cm™)

Nhom chic

Tyramin Alginate ATA
-OH, -NH; 3400 3243,45 3270,01
-CH(-CH, va -CHs) 2028,45 2937,77
-C-0-C 1030 1025,91 1030,19
-CH ( vong thom) 876; 712 883,45 885,48
-COO 1593,11 1597,75
-NH; 828; 622

3.2.3.3. Ham lwong cua TA trong ATA
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Két qua do do hap thu A ciia TA va ATA thu dugc bang UV-Vis (A = 275
nm) duoc trinh bay trong Phu luc 15. Dua vao két qua do duoc, thiét lap
phuong trinh dudng chuan caa TA ( Hinh 3.11).

TA
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0,6 RZ=0,9992
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Hinh 3.11. Phwong trinh dwong chuan cia TA
Phuong trinh dudng chuan cua TA véi do tuyén tinh R? = 0,9992 thich
hop cho viéc dinh luong ham lugng TA c6 trong polymer ATA. Két qua tinh
toan ham lugng TA trong mau nghién ctu ATA trinh bay ¢ Phu luc 7.
Dua trén Phu lyc 7 nghién ctu caa Kurisawa [74], lwong H,0, t6i thiéu
can phan tng voi TA trong 10 mg ATA dé tao gel 1a 0,024% trong dung dich
ATA 10%. Ngoai ra ndng do H,0, khong st dung cao hon 0,25% vi s& giy doc

ddi vai té bao

3.2.4. Két qud tong hep vt liégu CDTA
3.2.4.1. Két qud phé 'H-NMR cza vit ligu CDTA

Két qua phan tich thanh phan va cau tric cia CDTA (phd 1H-NMR) duoc
tinh bay ¢ Hinh 3.12
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Hinh 3.12. Phé *H-NMR ciia GTA trong DO
Ph6 *H-NMR ciia CDTA trong D,O (Hinh 3.12) cho céc tin hiéu dic trung

cua chondroitin sulfate xuat hién & cac peak tir 2 ppm-4,8 ppm. Su xuat hién
cua hai peak ¢ vi tri 6,8 ppm va 7,2 ppm la tin hiéu proton lién hop vong thom
ciia nhém tyramin (-CH=CH2-). Két qua nay phl hop véi cac nghién ctu cua
Park va Nguyen [93, 120].

3.2.4.2. Két qud do phé FT-IR cia CDTA

A

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Hinh 3.13. Két qua do phé FT-IR cia CD_Tyr. (A) CD; (B) Tyr; (C)
CDTA
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Két qua phé FT-IR cua CD cho thdy su hién dién ciia cdc dao dong ddic trung:

Dao dong gidn cua lién két C-O trong nhém acetamido, dao dong cua
nhém C=0, dao dong gian cua lién két S=O va dao dong cua lién két C-O-S
[122], [123].

Phd FT-IR cta CD c6 d6 hap thu manh ¢ sé song 1645,94 cm ching
minh su ¢ mat caa nhém cacboxyl [111].

Cac dinh dic trung cia C-O-S d3 duogc ghi nhan tai sé song
857,15 cm™. Lién két C-O-S la lién két dic trung ctia mat xich D-galactosamine
trong CD.

Céc dinh dic trung ctia dao dong hoa tri bat déi xang S=O trong nhém
sunfat dugc quan sat thay ¢ 1056,93 cm™ [122, 123].

Do hap thu tai budc song 1419,63 cm™ 1a két qua cua dao dong udn cua
lién két N-H.

Dinh hap thu duoc ghi nhan tai budc séng 3463 cm™ da chitng minh suu
t6n tai cia nhom —OH trong GalNAc va GIcA caa CD.

Pinh dic trung cua CH2-CH d3 duogc ghi nhan tai s6 séng 2891,49 cm™.
Trong két qua phé FT-IR &ng véi dao déng dién hinh trong ciu tric cia
Tyramin:

Dai hap thu trai dai tir 3400 cm™ 1a dao dong dic trung cho nhom amine
bac 1 (-NH2).

Dao dong uén ngodi mat phang caa nhém amine bac 1 (NH,) da duoc
chting minh tai s6 sng 828 cm* dén 622 cm™® [111].

DPinh dic trung cia Tyramine duoc quan sat tai 1635 cm™ do dao dong
gidn cua lién két C=C trong vong phenol.

Dai hap thu tir 1387 cm™ dén 1323 cm™* chitng té dao dong gidn cua lién
két C-N. Ngoai ra, dai hap thy tir 1149 cm* d¢én 1037 cm™ dugc hinh thanh do
dao dong udn cua lién két C-N

Két qua pho FT-IR #ng véi dao ddng dién hinh trong cau tric cia
CDTA:



Trong phd CDTA, ta thdy cac dinh hap thu tng véi cac dao dong dién hinh
trong CD, Tyr déu xuat hién. Ngoai ra, tai sé song tir 828 cm™ dén 622 cm!
quan sat thdy khong con dinh hap thu. Diéu d6 chang to da khi gan Tyr 1én CD

d3 co su chuyén dich nhém amine cua Tyr 18n hop chat CS-Tyr.
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Tir c4c dit kién trén ta chimg minh dugc da gan thanh cong Tyr [én CD

Bang 3.4. Két qua phd FT-IR cia Tyramin, CD, CDTA

Nhém chikc S6 song (cm™)

Tyramin CD CDTA
-OH, -NH; 3400 3400 3290,39
_CH(-CH, va -CH) 2936,93 2937,77
-C-0-C 1030 1030 1033,45
-COO 1645,94 1543,46
-NH> 828; 622
S=0 1056,93 1033,45
-C-0-S 857,15 852,23
-NHCOO- 1654,2

3.2.4.3. Ham luong ciia TA trong CDTA

Két qua do do hap thu A ctua TA va CDTA thu dugc bang UV-Vis (A =
275 nm) duoc trinh bay Phu luc 17. Dua vao két qua do duoc, thiét 1ap phuong

trinh duong chuan caa TA (Hinh 3.14)
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Hinh 3.14. Phwong trinh dwong chuan caa TA
Phuong trinh dudng chuan cua TA véi do tuyén tinh R? = 0,9992 thich
hop cho viéc dinh lwong ham luong TA c6 trong polymer CDTA. Két qua tinh
toan ham luong TA trong mau nghién cau CDTA trinh bay & Phu lyc 8.

Dua trén Phu luc 8 va nghién ctu ciia Kurisawa [74], lwong H20, téi thiéu
can phan (ng véi TA trong 10 mg CDTA dé tao gel 1a 0,014% trong dung dich
CDTA 10%. Ngoai ra nong d6 H,0, khdng sir dung cao hon 0,25% vi s& gay
doc dbi vai té bao
3.3. TONG HQP VA XAC PINH CAC TINH CHAT CUA CAC HE

HYDROGEL, HYDROGEL COMPOSITE

3.3.1. Hé hydrogel va hydrogel composite GTA-CHPA/BCP
3.3.1.1. Thei gian gel hoa cra hydrogel va hydrogel composite CHPA-

GTA/BCP

Thoi gian gel héa cia hydrogel va hydrogel composite la théng sé rat quan
trong trong viéc dinh hinh dé ¢ng dung vat liéu trong viéc tiém tryuc tiép vao
vét thuong hay tinh toan qua trinh hinh thanh gel tir 46 méi ciy ghép vat liéu

vao Vét thuong.

- Két qua khao sat thoi gian gel hoa caa hydrogel va hydrogel composite
GTA ¢ cac nong do 0,015%, 0,03%, 0,045%, 0,06% va 0,075% H,0, véi



82

enzyme HRP ¢ dinh 12 0,05 mg/mL véi do lap lai 3 1an duoc trinh bay trong
Hinh 3.15.

GTA

Hydrgoel

——Hydrogel composite

z

0O 001 002 003 004 005 006 007 008
Nong d9 H,0,

Hinh 3.15. Khao sat thoi gian h‘!nh thanh gel caa hydrogel va
hydrogel composite GTA (véi nong do HRP 0,05 mg/mL)

Két qua cho thay, thoi gian gel hoa caa hydrogel GTA bién thién kha I6n.
Khi ting ndng d6 H,0, tir 0,015% dén 0,05%, qua trinh hinh thanh gel ting
nhanh dan twong (ng vai thoi gian tao gel giam dan tir 159 dén 62 gidy. Khi
tang ndng d6 H,0, tir 0,05 dén 0,07% qua trinh hinh thanh gel cham dan twong
g Vvéi thoi gian gel hoa tang tir 62 dén 118 gidy. Bidu nay c6 thé giai thich la
do anh huong néng do cang cao cua H.O./HRP lam cho sy phan hay H,0, cang
nhiéu dan dén viéc cac gbc phenol duoc sinh ra boi enzyme HRP ting 1én, tir
d6 thoi gian tao gel giam. Nhung néu nong d6 H,O./HRP qué cao thi s& lam
enzyme HRP bi &c ché lam cho thoi gian tao gel tang 1én. Két qua nay phi hop
véi két qua cua cac nghién ctru trude caa Jin, Kurisawa, Veitch. Piéu nay da
duoc giai thich nhu sau: khi lvgng H,0, cao, H.O, ¢c ché enzyme HRP 1am
cho thoi gian tao gel tang 1én [74, 101, 113].

Trong truong hop cua hydrogel composite GTA, thai gian tao gel khéng
thay d6i nhiéu so véi hydrogel. Vi dy, thoi gian hinh thanh gel giam tir 157 dén
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60 gidy twong tng voi ndng d6 H,0,0,015%-0,05%. Sau d6 ting tir 60 dén 115
gidy tuong ung vai ndng d6 H0; 0,05%-0,07%. Nghia la khi thém BCP vao
khoang bién thién giam khong dang ké so voi hydrogel ban dau. Piéu nay duoc
giai thich la do trong qua trinh hinh thanh gel c6 su twong tac gitra cac hat BCP
Vv6i vat liéu hydrogel. Pau tién la anh huong cta cac nhom chiic OH, NH,
COOH cua gelatin lién két hydrogen véi nhdm OH cua HAp trong BCP. Tiép
dén 1a nhdm NH; lién két tao phic ion Ca?* cia BCP [20, 21, 58, 60]. Vi luc
tuong tac gitra cac hat nano BCP vai vat ligu, tir d6 gitp ting mat do lién két
trong khéi gel hydrogel composite, két qua lam giam thoi gian tao gel. Ngoai
ra, khi cho thém BCP vao sé& lam tang mat d6 trong dung dich dan dén do nhét
dung dich tang I1dm anh huong dén qua trinh xUc tac va khuéch tan, vi vay thoi
gian hinh thanh lién két ngang tang dan. Do dé, thoi gian hinh thanh gel hoa
cua hydrogel composite cuaa GTA néi riéng va hydrogel composite néi chung

s& it thay doi so vai hydrogel.

- Két qua khao sat thoi gian gel hoa caa hydrogel va hydrogel composite
CHPA & c4c nong do 0,046%, 0,06%, 0,075%, 0,09%, 0,1%, 0,12% va 0,18%
H,0, véi enzyme HRP ¢é dinh 1a 0,07 mg/mL véi do 13p lai 3 1an dugc trinh
bay trong Hinh 3.16.

CHPA Hydrogel
30 T
_ Hydrogel composite

< -I- Eo

0 : : : : : : |
0,025 0,05 0075 01 0,125 0,15 0,175 0,2
Nong d% H,0,

Hinh 3.16. Thai gian hinh thanh gel hoa cia hydrogel va hydrogel
composite CHPA (nong d¢ HRP 0,07 mg/mL)
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D4 thi trén cho thay thoi gian gel hda cua hydrogel kha nhanh dién ra trong
vai chuc gidy, va lugng H,O, anh hudng dén thoi gian tao gel. Thoi gian gel
hoéa cia hydrogel CHPA bién thién kha 16n. Khi ting ndong d6 H,0; tir 0,046-
0,075% , qua trinh hinh thanh gel ting nhanh dan twong &ng véi thoi gian tao
gel giam dan tir 16 dén 14 giay. Khi ting ndong do H,0, tir 0,05-0,07% qua trinh

hinh thanh gel cham dan twong tng véi thoi gian gel hoa tang tir 11 dén 26 giay.

Trong truong hop caa hydrogel composite CHPA, thoi gian tao gel khdng
thay d6i nhiéu so véi hydrogel. Vi du thoi gian hinh thanh gel giam tir 14 dén
10 gidy twong (ng vdi nong d6 H,0, 0,046%-0,075%. Sau d6 ting tir 14 dén
24 gidy tuong ung véi nong do H20,0,09%-0,18%. Nghia la khi thém BCP vao
khoang bién thién giam khong dang ké so véi hydrogel ban dau.

- Két qua khao sat thoi gian gel hoa caa hydrogel va hydrogel composite
CHPA trén nén GTA vai ti & 1:1 nhu bang 2.2 & cac ndng do 0,05%; 0,075%;
0,1%; 0,15% va 0,2% vai nong dd HRP ¢d dinh 1a 0,07 mg/mL dugc trinh bay
trong Hinh 3.17.

80 + _ Hydrogel (GTA-CHPA)
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Hinh 3.17. Thei gian hinh thanh gel hoa cida hydrogel va hydrogel
composite CHPA trén nen GTA véi ti l€ 1:1 (nong d¢ HRP 0,07
mg/mL)

Do thi trén cho thay thoi gian gel hoa cua hydrogel kha nhanh trong vai
giay, va luong H,0,, lugng HRP anh hudng dén thoi gian tao gel. Khi ting
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nong d6 H,0; tir 0,05%-0,2% thoi gian gel hoa cua hydrogel GTA-CHPA (1:1)
giam tir 76 dén 40 gidy. Déi véi hydrogel composite GTA-CHPA/BCP (1:1)
thoi gian hinh thanh gel nhanh hon nhung nhin chung cé sy thay d6i khéng Ion
khi so vai hydrogel. Bidu nay co thé giai thich do anh hwong ctia BCP dén qua

trinh tao gel nhu trén.

3.3.1.2. Két qud hinh thai déi véi vat ligu hydrogel CHPA-GTA va hydrogel
composite CHPA-GTA/BCP

Sau khi tong hop va déng kho, dung phuong phap SEM dé quan sat hinh
thai hoc cua hydrogel CHPA-GTA (1:1), CHPA-GTA (1:2) va hydrogel
composite CHPA-GTA/BCP (1:1), CHPA-GTA/BCP (1:2). Két qua dugc thé
hién qua Hinh 3.18 va Hinh 3.109.

)
Hinh 3.18. Hinh SEM (a) hydrogel CHPA-GTA (1:1) va (b) CHPA-

| 7
(b)

Hinh 3.19. Hinh SEM (@) hydrogel composite CHPA-GTA/BCP (1:1)
ngay va (b) CHPA-GTA/BCP (1:2)
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Két qua hinh SEM véi kich thude thang do 100 pm (Hinh 3.18 va Hinh
3.19) cua hydrogel va hydrogel composite CHPA-GTA (1:1) va CHPA-
GTA/BCP (1:2): ciu trac caa vat liéu bao gém nhiéu 15 xp véi cau trac khong
gian ba chiéu, kich thuéc cua 16 x6p khoang 20-150 pm. Bdi voi hydrogel
composite, két qua cho thay nhitng hat BCP bao phu trén bé mat cuaa vat liéu,
ching minh rang vat liéu nay c6 wu diém hon so véi vat lidu tdng hop bang
phuong phap khac vi vat liéu khdng c6 céu trac x6p gidng nhu hydrogel va

hydrogel composite khi st dung phuong phap dong kho.

Khi cau trac c6 nhiéu 16 x6p nhu hydrogel CHPA-GTA va hydrogel
composite CHPA-GTA/BCP s& giup cho vat liéu tao nhiéu khoang tréng ba
chiéu, tir d6 gop phan cho cac té bao dich chuyén va luu théng, lam ting kha
nang tai tao chuyén hoa xuong. Ngoai ra, cau trac xop con la noi dé té bao va
mach mau bam dinh va phat trién bén trong, gilp té bao xwong hinh thanh va
phat trién phia bén trong vat liéu. Tém lai, cdu trac hinh thai cua hydrogel va
hydrogel composite chira nhiéu 16 xop phii hop cho tng dung trong linh vuc
cay ghép va téi tao xwong. Két qua cho thay vat liéu phu hop véi tng dung tai
tao y sinh [117, 125].

3.3.1.3. Thei gian suy giam sinh hec caa hydrogel CHPA-GTA va hydrogel
composite CHPA-GTA/BCP

Két qua khao sat thoi gian suy giam sinh hoc trong dung dich PBS ¢6 chira
enzyme collagenase cua hydrogel va hydrogel composite cia CHPA trén nén
GTA theo ti I¢ Bang 2.2 dugc trinh bay qua hai biéu do Biéu d6 3.1 va Biéu
do 3.2
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Biéu d6 3.1. Biéu dd thai gian % suy giam sinh hoc cia hydrogel
CHPA trén nén GTA theo cac ti 1é (C/G) trong dung dich PBS
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Biéu d0 3.2. Biéu dd thoi gian % suy giam sinh hoc cia hydrogel
composite CHPA trén nén GTA theo cac ti I& (C/G) trong dung dich PBS
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Dung dich PBS chtra enzyme collagenase dugc st dung trong nghién cuau
nay dé khao sat suy giam khéi luong cua vat liu hydrogel va hydrogel
composite théng qua viéc pha hay céc lién két peptide. Enzyme collagenase 1a
mot enzyme dic biét co trong co thé dong vat, xuat hién trong qua trinh thuy
phan va cd nhiém vu phan cit protein tu nhién, pha v céc lién két peptide trong
collagen. Két qua cua hai biéu d6 cho thay suy giam khdi luong caa hydrogel

giam rat nhanh so véi hydrogel composite.

Theo két qua Biéu do 3.1 ta thay hydrogel GTA c6 thoi gian giam cap rat
nhanh trong 42 gio. Con doi véi hydrogel CHPA trén nén GTA, khi ting ti I¢
CHPA 18n thi su suy giam khéi luong cang cham (véi ti 18 2:1 suy giam 89,5%
trong 762 gio). Piéu nay cho thay khi két hop véi chitosan da lam tang do bén
cua hé hydrogel khi so sanh vaéi viéc chi sir dung mot minh geltaine. Piéu nay
duoc giai thich do tinh chat caa gelatin 1a mot polymer rat d& bi phan huy trong
moi truong enzym collagenase. Khi két hop vai chitosan s& lam ting su dan
xen giita cac chudi coplymer phan nhanh dan dén viéc lam tang tinh 6n dinh
cua hydrogel trong qua trinh giam cip. Ngoai ra, chitosan 1a loai polymer kha
bén, kho thuy phan trong mdi truong sinh ly. Két qua la viéc két hop véi

chitosan s& lam ting thoi gian suy giam khéi luong.

Két qua so sanh gitta 2 biéu do hydrogel va hydrogel composite cho thay,
khi cho thém cac hat BCP vao su suy giam khéi lugng dién ra cham hon so véi
hydrogel. Vi du véi ti 16 0:1 thoi gian giam cip hoan toan trong 92 gior (suy
giam hoan toan ddi véi hydrogel), ti 1¢ 2:1 giam cap 58,7% trong 762 gio (suy
giam 82% d6i vai hydrogel). Tuong tac gitta cac hat nano BCP véi gelatin va
chitosan théng qua céc lién két hydrogen gitta cac nhém chiec OH, NH,, COOH
trong gelatin va nhom chac NH; cuaa chitosan véi nhom OH cua HAp trong
BCP. Ngoai ra, nhém NH, cta gelatin va chitosan lién két tao phirc vai ion Ca?*
cua BCP. Mat do lién két cuia mang ludi sé ting 1én nho céc lién két tao phirc

gitra c&c hat nano BCP vai gelatin va chitosan, tir d6 lam cho hydrogel
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composite CHPA-GTA/BCP bén viing hon so véi hydrogel CHPA-GTA. Vi
vy, khdi lwong suy giam cua hydrogel composite CHPA-GTA/BCP trong
dung dich PBS cham hon so vai hydrogel CHPA-GTA [23-26].

Thai gian suy giam sinh hoc hoan toan (100% khéi luong suy giam) & sau
42 gio, dbi véi hydrogel GTA va ddi véi hydrogel composite GTA/BCP dién
ra sau 90 gid. Két qua cho thay vat liéu hydrogel GTA va hydrogel composite
GTA/BCP khéng dap tmg dugc yéu cau vé kha ning st dung trong linh vuc
cay ghép va tai tao xuong. Thai gian giam cap sinh hoc caia hydrogel composite
CHPA-GTA vai ti 1¢ 1:1 va 1:2 sau 762 gio lan luot 1a 62%; 74,6% thich hop
co ung dung téi tao, chira lanh khiém khuyét caa xuong. Do d6, trong nghién
clru nay tap trung tién hanh danh gia kha nang tao khoang caa hydrogel CHPA-
GTA va hydrogel composite CHPA-GTA/BCP vai cung ti I¢ 1:1, 1:2 trong
dung dich gia sinh hoc SBF dé danh gia vé tac dung cua hydrogel va hydrogel

composite trong viéc tai tao va chita lanh khiém khuyét cua xuong.

3.3.1.4. Két qud ddinh gid khd néng tao khoang ciia hydrogel CHPA-GTA va
hydrogel composite CHPA-GTA/BCP
Gidn do nhiéu xa XRD

Phan tich ciu trdc caa hydrogel CHPA-GTA (1:1), GTA-CHPA (1:2) va
hydrogel composite CHPA-GTA/BCP (1:1), CHPA-BCP/BCP (1:2) ban dau
va sau thoi gian ngdm trong dung dich SBF 28 ngay, vat liéu dugc xac dinh
bang phuong phap nhidu xa XRD (Hinh 3.20 va Hinh 3.21). Sau 28 ngay ngam
trong dung dich SBF, qua trinh hinh thanh khoang apatit trong hydrogel
composite CHPA-GTA/BCP (1:1) va CHPA-GTA/BCP (1:2) da duoc xac
dinh..Truéc khi ngdm SBF, cac mau hydrogel composite composite CHPA-
GTA/BCP (1:1) va CHPA-GTA/BCP (1:2) xuét hién céc tin hiéu dic trung ctia
tinh thé B-TCP: 25,82°, 27,79°, 32,05°, 34,41° va HAp: 25,92°, 31,81°, 32,80°,
34,23°,39,78° 46,69°, 49,54°, 53,27°. Sau thoi gian ngam trong trong dung dich
SBF 28 ngay cua hydrogel composite composite CHPA-GTA/BCP (1:2) va
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CHPA-GTA/BCP (1:5), két qua cho thdy c6 thém céc tin hiéu dic trung cua
CaCOs tai vj tri 2-theta (°) 26,41°, 27,62°, 41,37°. Két qua cho thay hydrogel
composite CHPA-GTA (1:1), CHPA-GTA(1:2) da tao thanh khoang apatit sau
thoi gian ngédm trong dung dich SBF. Bén canh do, hydrogel CHPA-GTA(1:1),
CHPA-GTA(1:2) khong c6 céc ion tao khoang nhu Ca?* va PO,* tir BCP nén
qua trinh tao khoang dién ra cham, tir d6 cac tin hiéu dic trung cua CaCOs
khéng quan sat dugc rd. Qua phan tich kha ning tao khoang bang phuwong phap
phan tich XRD, cho thay hydrogel composite GTA-CHPA/BCP c6 tiém nang
trong qua trinh hinh thanh va thuc day qua trinh phét trién tao khoang aptite
carbonate [20, 53, 105, 126].

% CaCOs3 * HAp e B-TCP
CHPA-GTA (1:1) 0 Ngay

| CHPA-GTA (1:1) 28 ngay -

CHPA-GTA/BCP (1:1) 0 ngay

i< S b EX

. . r Y .
20 25 30 =, L7 40 45 50 55 60
2-theta (°)

Hinh 3.20. Két qua phén tich XRD ciia hydrogel va hydrogel
composite (CHPA- GTA , CHPA- GTA/BCP vei ti 1€ 1:1) ban dau va sau
thoi gian ngdm trong dung dich gia sinh hoc SBF trong 28 ngay
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% CaCOs3 x HAp e B-TCP
- CHPA-GTA/BCP (1:2) 0 Ngay

] CHPA-GTA/BCP (1:2) 28 Ngay
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Hinh 3.21. Két qua phan tich XRD ciia hydrogel va hydrogel
composite (CHPA- GTA , CHPA- GTA/BCP vei ti 1€ 1:2)ban dau va sau
thoi gian ngdm trong dung dich gia sinh hoc SBF trong 28 ngay

Su hinh thanh khodng appatite carbonate

Hoat tinh sinh hoc cua hydrogel va hydrogel composite dugc du doan trén
kha nang tao khoang cua vat liéu trong cac nghién ctru in vitro va in vivo nhu
kha ning tao mam va thac ddy gia ting tinh thé thé apatite carbonate trén bé
mat cua vat liéu

Nhém nghién ciru khao sat sy hinh thanh khoang appatite carbonate bang
cach tién hanh ngam hydrogel hydrogel CHPA- GTA (1:1), CHPA- GTA (1:2)
va hydrogel composite CHPA- GTA/BCP (1:1), CHPA- GTA/BCP (1:2) trong
dung dich SBF sau 28 ngay va thu dugc két qua thé hién (Hinh 3.22, Hinh
3.23, Hinh 3.24, Hinh 3.25).
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Hinh 3.22. Két qué hinh énh phan tich bang phwong phap SEM va
phan tich nguyén to EDS cua hydrogel CHPA-GTA (1:1) sau thai gian
F 28 ngay
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Hinh 3.23. Két qua hinh phan tich bing phwong phap SEM va phan
tich nguyén to EDS cia hydrogel CHPA-GTA (1:2) sau thai gian ngédm
trong dung dich SBF trong 28 ngay

Két qua hinh SEM Hinh 3.22 va Hinh 3.23 thang phong dai 1um hydrogel
CHPA-GTA (1:1), CHPA-GTA (1:2) van giir duoc cau tric xop. Béi véi thang
10 um cho thay trén bé mat cua vat liéu hydrogel CHPA-GTA (1:1), CHPA-
GTA (1:2) xuat hién rat it cac tinh thé tao khoang.

Qua két qua phan tich nguyén t5 EDS cho thay cac khoang hinh thanh trai
déu trén bé mat, bao gdm céac nguyén té Ca, C, O, P va nguyén tb Si xuat hién
do trong phwong phap nay sir dung 16p silic bao phu 1én bé mat mau nham phan
tich EDS sau thoi gian ngadm trong dung dich gia sinh hoc SBF 28 ngay. Phan

trim cc nguyén t6 tham gia tao khoang duoc biéu thi & bang 3.5.
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Bang 3.5. Thanh phan trim (%) cic nguyén t6 khi sit dung phwong
phap phéan tich EDS cia hydrogel sau thoi gian ngim trong dung dich
gia sinh hoc SBF 28 ngay

Phan trim khoi lrong (%)

Mau hydrogel

P Ca C 0
CHPA-GTA (1:1) 28 ngay 7,71 81,76 9,88
CHPA-GTA (1:2) 28 ngay 9,99 5,94 26,37 39,50

Hydrogel composite GTA-CHPA/BCP

1

Hinh 3.24. Két qua hinh dnh phan tich bing phwong phap SEM va
phan tich nguyén to EDS hydrogel composite GTA-CHPA/BCP-(1:1) sau
thoi gian ngam trong dung dich SBF 28 ngay
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Hinh 3.25. Két qua hinh énh phan tich bing phwong phap SEM va
phéan tich nguyén to EDS hydrogel composite GTA-CHPA/BCP-(2:1) sau
thoi gian ngdm trong dung dich SBF 28 ngay

Khi sir dung k¥ thuat SEM véi thang phong dai 1pum, hydrogel composite
CHPA-GTA (1:1), CHPA-GTA (1:2), cau tr(ic xop cua vat liéu khong thay doi
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S0 véi ban dau. Trong khi d6, khi str dung thang phong dai 30pm, hinh SEM
cho thiy trén bé mit cua vat liéu hydrogel composite CHPA-GTA (1:1),
CHPA-GTA (1:2) xuat hién cac mam tinh thé tao khoang (Hinh 3.24 va Hinh
3.25)

Qua qua trinh qua phan tich EDS cho thay thanh phan khoang hoa tao
thanh gém céc nguyén té Ca, C, O, P va Si va nguyén t Si xuat hién do trong
phuong phap nay st dung 16p silic bao phu 18n bé mit mau nham phan tich
EDS sau thoi gian ngdm trong dung dich gia sinh hoc SBF 28 ngdy. Phan trim
cac nguyén to tham gia tao khoang dugc biéu thi & Bang 3.5.

Bang 3.5. Phan trim khéi lwong (%) cac nguyén td sau thoi gian
ngam trong SBF (28 ngay)

N Phan trim khéi lwong (%)
Mau hydrogel composite

Na P Ca C @)

CHPA-GTA/BCP (1:1) 28 ngdy 0,65 13,48 31,36 46,18 7,65
CHPA-GTA/BCP (1:2) 28 ngay 0,84 19,01 3597 13,33 27,42

Tir cac két qua phan tich EDS cho thay hydrogel composite CHPA-GTA/
BCP (1:1) va CHPA-GTA/ BCP (1:2) cho két tua tao khoang cao hon nhiéu so
véi hydrogel CHPA-GTA (1:1) va CHPA-GTA (1:2). Vi du di véi % Ca co
trong hydrogel composite véi 2 ti I& lan luot 1a 31,36% va 35,97%, trong khi
d6 d6i véi hydrogel % Ca thap hon véi ti 18 1an luot 7,71% va 5,94%. Giai thich
van dé nay, cac hat nano BCP gilip thuc day qua trinh tao khoang, dong vai tro
tuong ty nhu cAC mam apatite carbonate, tir d6 cung cap cac ion Ca?* va PO,*
cho qué trinh phat trién mam tinh thé va tinh thé apatite carbonate. Ngoai ra,
Ti ¢ gitra gelatin va chitosan cling dong gop quan trong trong viéc hinh thanh
va thuc day qua trinh tao khoang caa vat liéu [127]. Ngoai kha nang giup té bao
xuong bam dinh 1én bé mat vat liéu, gelatin con c6 gidp kich thich té bao xuwong

phat trién.
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Khdo sat ham luwong Ca, P trong dung dich SBF
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Hinh 3.26. Ham lwgng Ca trong dung dich SBF ngam hydrogel
composite trong 28 ngay véi ti ¢ 1:1va 1:2
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Hinh 3.27. Ham lwgng P trong dung dich SBF ngam hydrogel
composite trong 28 ngay véi ti ¢ 1:1va 1:2

Khao sat ham lugng Ca, P trong dung dich SBF sau thoi gian ngédm
hydrogel composite cho thay sau 1 ngay luong ion Ca, P tang 1én, sau d6 luong
Ca, P giam déu xuéng. Cac mau hydrogel composite cho két qua théng ké

khodng khéc biét nhiéu giita hai ti 1&, nhu vay vat liéu ¢6 anh huong dén luong
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Ca, P khi ngdm mau hydrogel composite trong dung dich SBF. Su ting 1én vé
ham lugng Ca, P sau 1 ngay ngdm mau dugc giai thich 1a mot phan BCP phan
huay giai phong ion Ca®* va ion phosphate. Sau 3 dén 28 ngay ngam hydrogel
composite trong dung dich SBF, bat dau cd su két taa tir khoang apatite 1am

giam dan luong Ca va phosphate ting dan.

Két lugn: Két qua phan tich EDS, XRD va ICP cho thay hydrogel
composite CHPA-GTA/BCP c6 kha nang tao khoang va hinh thanh apatite, anh
huong dén xwong tot hon so vai hydrogel CHPA-GTA.

3.3.2.5. Két qud ddnh gia déc tinh té bao

Muc dich ang dung cua vat liéu I1a cay ghép trong trong co thé, van dé lién
quan dén doc tinh cua vat liu, dac biét 1a méi quan ngai vé san pham phan hay
cua vat lidu c6 gay doc cho co thé. Do vay, dich chiét ciia hydrogel composite
duoc sir dung dé danh gia tinh an toan cua vat liéu cay ghép. Két qua khao séat
bang MTT dugc trinh bay trong Hinh 3.28. P4i véi mau chung am
(DMEM/F127), 97.8 + 5.47% té bao séng sau 24 gio va 99.4 + 8.4% té bao
séng sau 48 gio. Nhu vay c6 thé thay, chitng am khong anh hudng dén ty 18
séng/chét cia MSC trong thir nghiém. Dich chiét 2 mau hydrogel composite
duoc st dung & ndng d6 0,5 mg/mL. Két qua cho thay, khong c6 su khac biét
khi so sanh véi chang &m & cac thoi diém tha nghiém (ANOVA 2 way, p=
0’654 (so mau), p= 0,5157 (so thoi gian). Thém vao dé, phan trim té bao MSC
séng sot sau 24 gior 1 va sau 48 gio u déu trén 80%. Theo 1SO 10993-5:2009,

ty 1¢ té bao séng trén 80% dugc coi la an toan.
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Hinh 3.28. Ty I¢ té bao MSC song sau khi i véi chieng am
(DMEM/F12) va dich chiet hydrogel composite CHPA-GTA (1-1) va
CHPA-GTA (1-2) sau 24h (A) va sau 48h (B).

Pé khang dinh két qua MTT, phuong phap chup anh té bao str dung chat
nhudém huynh quang dugc st dung. Trong nghién ctu nay, té bao MSC sau 48h
xu 1y duoc i vé6i 3 chat nhuom: Hoestch (nhuém nhan, phat quang mau xanh
bién); AO (nhudm té bao chat té bao séng, chi ra duoc tinh nguyén ven cua
mang té bao, phéat quang mau xanh); PI (chi chi xdm nhap vao céc té bao c6
mang bi tén thuong, phat quang mau do). Két qua duoc trinh bay trong Hinh
3.29. Theo két qua, nhan té bao binh thuong & cac mau xi Iy véi mau va ching
am, mat do té bao tuong dwong nhau. Thanh phan nhuém pham mau AO cho
thay té bao MSC nguyén ven va khdng c6 huynh quang trong té bao chét. Thém
vao d6, dua trén két qua nhuom AO c6 thé thdy mat do té bao ¢ cac mau
hydrogel composite phat trién twong dwong véi mau chang am.

Dua trén két qua MTT va anh chup huynh quang cho thay, vat lidu
hydrogel composite an toan, khong gay doc tinh té bao sau khi phan huy.
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Trwong sang Hoechst Acridine orange Propidium iodide

CHPA-GTA(1:1), Chirng am

CHPA-GTA(1:2)

Hinh 3.29. Hinh anh té bao MSC dwoc @ véi chitng &m (DMEM/F12) va
dich chiét hydrogel composite CHPA-GTA (1-1) va CHPA-GTA (1-2) sau
48h. Mau xanh: Chat nhugm Hoestch; mau xanh: chat nhuém AO va
mau d6: chat nhuém PI.

3.3.2. Hé hydrogel va hydrogel composite ATA-GTA/BCP
3.3.2.1. Thei gian gel héa

Két qua khao sat thoi gian gel hda caa hydrogel va hydrogel composite
ATA & cac nong do 0,4%, 0,2%, 0,175% ,0,15%, 0,1%, 0,075%, 0,05% H,0,
véi enzyme HRP ¢6 dinh 13 0,0125 mg/mL véi do 1ap lai 3 1an.
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Hinh 3.30. Thei gian tao gel clia hydrogel va hydrogel composite
ATA véi nong do HRP 0,0125mg/ml mg/mL

Qua két qua d6 thi trén cho thay thoi gian gel hda cia hydrogel kha nhanh
trong vai pht va thay doi theo nong do6 H,0s.

Péi voi ndng do H,0, 0,075% va 0,05%, hydrogel va hydrogel composite
khdng dién ra qua trinh hinh thanh gel cua vat liéu. Biéu nay co thé giai thich
la do néng d6 H20, con qué thap khong du luong xuc tac, lam cho qué trinh
hinh thanh gel khdng xay ra. Khi ting nong d6 H,O, tir 0,1%-0,4%, qua trinh
tao gel hinh thanh va thoi gian ting theo ndng do H,0, tir 25 dén 50 gidy. Trong
trudng hop cua hydrogel composite ATA, thai gian tao gel dién ra nhanh hon
so véi hydrogel. Vi du khi ting nong do H,0; tir 0,1%-0,4% thi thoi gian hinh
thanh gel d6i véi hydrogel composite tir 18 dén 41 gidy. Diéu nay co thé giai
thich twong tu nhu két qua thoi gian tao gel cua hydrogel va hydrogel composite
CHPA 6 muc 3.3.4.

Két qua khao sat thoi gian gel hda caa hydrogel va hydrogel composite
ATA trén nén GTA véi ti I8 1:1 & cac nong do 0,4%, 0,2%, 0,175% ,0,15%,
0,1% H,0, véi enzyme HRP ¢6 dinh 13 0,0125 mg/mL véi do 13p lai 3 lan.
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Hinh 3.31. Thei gian tao gel clia hydrogel va hydrogel composite
ATA trén nen GTA véi nong do HRP 0,0125mg/mi

Do thi trén cho thay thoi gian gel hoa cua hydrogel kha nhanh trong vai
phut, va luong H;0,, luong HRP anh huong dén thoi gian tao gel.

Qua két qua d6 thi cho thay Hinh 3.31, khi ting nong do H,0, tir 0,1-0,4%
thoi gian gel hoa cua hydrogel ATA-GTA (1:1) tang tir 20 dén 44 gidy. Ddi voi
hydrogel composite ATA-GTA /BCP (1:1) thoi gian hinh thanh gel nhanh hon
tir 16 dén 40 gidy, nhung nhin chung khdng coé su bién d6i dang ké khi so voi

hydrogel.

3.3.2.2. Két qud hinh thai déi véi vat ligu hydrogel ATA-GTA va hydrogel
composite ATA-GTA/BCP

Sau khi tong hop va déng kho, dung phuong phap SEM dé quan sat hinh
thai hoc cua hydrogel ATA-GTA (1:1), ATA-GTA (1:2) va hydrogel
composite ATA-GTA/BCP (1:1), ATA-GTA/BCP (1:2) duogc thé hién qua
Hinh 3.32 va Hinh 3.33
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Hinh 3.32. Hinh SEM (a) hydrogel ATA-GTA (1:1) va (b) ATA-
GTA (1:2)
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Hinh 3.33. Hinh SEM (a) hydrogel composite ATA-GTA (1:1) va (b)
ATA-GTA (1:2)

Qua két qua hinh SEM véi kich thudc thang do 100 pm (Hinh 3.32 va

NOR 6349 Jan. 29 2071

Hinh 3.33) cua hydrogel va hydrogel composite ATA-GTA (1:1) va ATA-
GTA/BCP (1:2). Cau trac cua vat liéu bao gom nhiéu 16 xop véi cau trac khdng
gian ba chiéu, kich thudc cua 16 x6p khoang 20-40 um. Trong trudng hop
hydrogel composite, hinh SEM cho thay xuat hién cac hat nano BCP phu déu

trén khip bé mat cau trac x6p cua vat liéu.
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3.3.2.3. Khéi lreng suy giam cia hydrogel ATA-GTA va hydrogel composite
ATA-GTA/BCP

Biéu dd 3.3 cho thay két qua khao sét thoi gian suy giam sinh hoc cua
hydrogel composite CHPA-GTA/ATA so voi hydrogel CHPA-GTA trong
dung dich PBS chtra enzyme collagenase trén nén GTA theo ti I& duoc trinh

bay trong bang 2.2.
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Biéu do 3.3. Biéu d6% suy giam khoi lweng cia hydrogel GTA va
ATA trén nén GTA theo cac ti I8 (A/G) trong dung dich PBS
Két qua 2 biéu d6 trén cho thay hydrogel GTA suy giam sinh hoc rat nhanh.
Khi két hop véi alginate, cho thdy két qua vat liéu hydrogel va hydrogel
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composite ATA-GTA Véi cac ti 1é ¢6 sy tang dang ké vé mat khéi luong. Qua
s6 liéu tir @6 thi, ti 16 2:1 % khéi luong truong nd nhiéu nhat la 116% trong 90
gio. Tiép dén lati 18 1:1 véi truong nd dat dinh vé mat tang khdi luong 12 62,7%
trong 90 gio, ti 1€ 1:2 (50,1%) trong 42 gio, ti 1€ 1:5 (30,5%) trong 42 gid. Sau
d6 vat liéu bat dau giam cap dan véi thoi gian kha 1au. Qua 1524 gio cho thay
ti 16 1:2 va 1:5 suy giam khdi luong lan luot 1a 4,3% va 25,9%. Con dbi véi ti
1& 1:1 va 2:1 van chwa c6 dau hiéu suy giam vé mat khéi lugng. Khi két hop
vé6i alginate, hydrogel s& cé kha niang truong nd rat cao khoang 90-95% khdi
lugng. Ngoai ra, trong cau trac cua alginate co nhiéu nhom -COOH giup cho
vat liéu co nhiéu khoang trix nudc, lam cho vat lidu truong no va gitr nude dén
mot gigi han nhat dinh. Diéu nay giai thich Iy do vat liéu lai ting khéi luong
dang keé so vai thé tich ban dau. Két qua la viéc két hop vai ATA sé& lam vat
liéu tang 1én vé mit khdi luong do truong nd va lam cho qua trinh suy giam
dién ra cham hon rét nhiéu.

Két qua khao sat khéi luong suy giam so sanh GTA so véi  hydrogel
composite cia ATA trén nén GTA theo ti I1¢ Bang 2.2 trong dung dich PBS c¢6

chtra enzyme collagenase duoc trinh bay qua cac biéu d6 dudi day

, 100,00 m 3h
S 90,00 I 6h
=
E 3888 18h
zgn 60,00 42h
2. & 50,00 " = 90h
E” 40,00
£ 30,00
= 20,00
::: 10,00 =
0,00 [
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Biéu do 3.4. Biéu dd % suy giam khéi lweng sinh hoc ciia hydrogel
composite GTA va ATA trén nén GTA theo cac ti 1é (A/G) trong dung
dich PBS

Két qua so sanh gitta 2 biéu d6 hydrogel va hydrogel composite cho thay,
khi cho thém cac hat BCP vao su suy giam khéi lugng dién ra cham hon so véi
hydrogel. Déi voi GTA cho két qua twong tu | giam cap hoan toan sau 92 gio.
Con dbi véi hydrogel composite trén nén GTA, su truong nd dat dinh ¢ 762
gio va vat liéu bat su suy giam dién ra cham rat nhiéu so véi hydrogel. Trong
1524 gio tiép theo hau nhu hydrogel composite ATA trén nén GTA khdng suy
giam vé mat khéi luong so véi ban dau. Chi co ATA-GTA vai ti 1é 1:5 suy
giam 4,6% khéi lugng trong 1524 gio. B6i vai cac hydrogel composite, trong
cau trac gelatin c6 cac nhém chixc OH, NH,, COOH va nhém chiac COOH cua
alginate. Nhitng nhom chuc nay sé lién két hydrogen véi nhém -OH caa HAp
trong BCP. Ngoai ra, con c6 lién két tao phirc ciia nhém NH2 cua gelatin va
chitosan véi ion Ca?* cia BCP. Nho cac lién két gitta cac hat nano BCP véi
gelatin va chitosan, mat do lién két caa mang luéi sé ting 1én, lam cho hydrogel
composite ATA-GTA/BCP bén viing hon so v6i hydrogel ATA-GTA. Do do,
khéi lugng suy giam cua hydrogel composite ATA-GTA/BCP trong dung dich
PBS s€ cham hon so vai hydrogel ATA-GTA [23-26].

3.3.2.4. Két qud ddnh gid kha nang tao khoang cia hydrogel ATA-GTA va
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hydrogel composite ATA-GTA/BCP
Gidn do nhiéu xg XRD

Khi st dung phuwong phap nhiéu xa XRD, cau tric cta hydrogel ATA-
GTA (1:1), ATA-GTA (1:2) va hydrogel composite ATA-GTA/BCP (1:1),
ATA-BCP/BCP (1:2) trudc va sau thoi gian ngam trong dung dich SBF 28 ngay
da duoc xac dinh (Hinh 3.34 va Hinh 3.35). Su hinh thanh khoang apatit cua
hydrogel composite ATA-GTA/BCP (1:1) va ATA-GTA/BCP (1:2) sau thoi
gian ngam trong dung dich SBF 28 ngay di duogc xac dinh. Két qua cho thay
vat ligu ATA-GTA/BCP (1:1) va ATA-GTA/BCP (1:2) truéc khi ngam dung
dich gia sinh hoc SBF c6 cac tin hiéu dic trung cua tinh thé B-TCP: 26,40°,
28,37°, 29,80°, 34,25° va HAp: 25,50°, 31,78°, 32,66°, 33,84°, 39,72°, 46,47°,
49,54°, 53,48°. Sau 28 ngay khi ngam vat liéu hydrogel composite composite
ATA-GTA/BCP (1:1) va ATA-GTA/BCP (1:2) trong dung dich gia sinh hoc
SBF cho thay xuat hién thém céc peak dic trung ctia CaCOs tai vi tri 2-theta (°)
26,74°, 27,72°. Biéu nay duoc khang dinh sy hinh thanh khoang apatit cua
hydrogel composite ATA-GTA/BCP (1:1), ATA-GTA/BCP (1:2) sau 28 ngay
khi ngam trong dung dich gia sinh hoc SBF. Co thé thay, hydrogel ATA-GTA
(1:1), GTA-GTA (1:2) khong duoc cung cap cac ion Ca?* va PO,* tir BCP, tur
d6 lam cham qué trinh hinh thanh va cac peak dic trung cia CaCOj3 khong xuat
hién trén gian do XRD. Mic khéc, qua phan tich kha ning tao khoang bang
phuong phap phéan tich XRD, cho thay hydrogel composite ATA-GTA/BCP ¢
tiém nang trong qua trinh hinh thanh va thic day qué trinh phat trién tao khoang
aptite carbonate. [20, 53, 105, 126].
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Hinh 3.34. Két qua phan tich XRD ciia hydrogel va hydrogel
composite (ATA- GTA , ATA- GTA/BCP véi ti 1€ 1:1) ban dau va sau
thoi gian ngdm trong dung dich SBF 28 ngay
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Hinh 3.35. Két qua phan tich XRD ciaa hydrogel va hydrogel
composite (ATA- GTA, ATA- GTA/BCP vei ti I¢ 1:2) trwéc va sau thai
gian ngadm trong dung dich SBF 28 ngay

Su hinh thanh khodng appatite carbonate

Khao sat su hinh thanh khoang appatite carbonate bang cach tién hanh
ngam hydrogel hydrogel ATA-GTA (1:1), ATA-GTA (1:2) va hydrogel
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composite ATA-GTA/BCP (1:1), ATA-GTA/BCP (1:2) trong dung dich SBF
sau 28 ngay va thu duoc két qua thé hién Hinh 3.36
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Hinh 3.36. Két qua hinh dnh phan tich biang phwong phap SEM va
phéan tich nguyén to EDS cuia hydrogel ATA-GTA (1:1) (a) va ATA-GTA
(1:2) (b) sau thoi gian ngdm trong dung dich SBF 28 ngay

Két qua hinh SEM (Hinh 3.36) véi thang phong dai 20 um hydrogel ATA-
GTA (1:1), ATA-GTA (1:2) cho thay xuat hién mét it cac tinh thé tao khoang.
Dbi v6i thang phong dai 200 um cho thay trén bé mat cua vat liéu hydrogel
ATA -GTA (1:1), ATA -GTA (1:2) vat liéu van gitr duoc cau trac xop.

Qua két qua phan tich nguyén té EDS cho thay c4c khoang hinh thanh trai
déu trén bé mat, bao gdm cac nguyén té Ca, C, O, P va nguyén td Si xuat hién
do trong phwong phéap nay st dung 16p silic bao phi 18n bé mat mau nham phan
tich EDS sau thoi gian ngadm trong dung dich gia sinh hoc SBF 28 ngay. Phan

trim cc nguyén t6 tham gia tao khoang duoc biéu thi & Bang 3.6
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Bang 3.6. Phan trim khéi lwong (%) cac nguyén td sau thoi gian
ngam trong SBF (28 ngay)

Phan trim khoi lrong (%)

Mau hydrogel
P Ca C O

ATA -GTA (1:1) 28 ngay 6,54 9,30 32,31 46,23

ATA -GTA (1:2) 28 ngdy 253 2,10 40,48 49,05

Hydrogel composite ATA-GTA
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(b)
Hinh 3.37. Kég qua hinh anh phan tich biang phwong phap SEM va
phén tich nguyén to EDS cuaa hydrogel compostie ATA-GTA (1:1) (a) va
ATA-GTA (1:2) sau thai gian ngam trong dung dich SBF trong 28 ngay

Két qua hinh SEM (Hinh 3.37)voi thang phong dai 5 pm hydrogel
composite ATA-GTA (1:1), ATA-GTA (1:2) xuat hién nhiéu cac hat tinh thé

tao khoang. Ddi véi thang phong dai 30um cho thay trén bé mit cua vat liéu

kev
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hydrogel composite ATA-GTA (1:1), ATA-GTA (1:2), cau tric xép cua vat
licu khong thay ddi so véi ban dau.

Phan traim cac nguyén té tham gia tao khoang sau thoi gian ngam trong
SBF (28 ngay) bao gom cac nguyén t6 Ca, C, O, P, duoc thé hién ¢ Bang 3.7.

Bang 3.7. Phan trim khéi lwong (%) cac nguyén td sau thoi gian
ngam trong SBF (28 ngay)

Phan trim khéi lwong (%)

M4au hydrogel composite
Na P Ca C O

ATA -GTA/BCP (1:1)28ngay  10.15 897 17,81 1599 3051

ATA -GTA/ BCP (1:2) 28 ngay 6,32 10,29 21,07 1599 34,74

Tir cac két qua phan tich EDS cho thay hydrogel composite ATA-GTA/
BCP (1:1) va ATA-GTA/ BCP (1:2) cho két tiia tao khoang cao hon nhiéu so
véi hydrogel ATA-GTA (1:1) va ATA-GTA (1:2). Vi du ddi véi %Ca c6 trong
hydrogel composite véi 2 ti 1& lan luot 1a 17,81% va 21,07%, trong khi d6 ddi
véi hydrogel %Ca thap hon vai ti 18 lan luot 9,30% va 2,10%.
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Khdo sat ham luwong Ca, P trong dung dich SBF
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Hinh 3.38. Ham lwgng Ca trong dung dich SBF ngam hydrogel
composite trong 28 ngay véi ti 1€ 1:1va 1:2
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Hinh 3.39. Ham lwgng P trong dung dich SBF ngam hydrogel
composite trong 28 ngay véi ti I¢ 1:1va 1:2
Khao sat ham lugng Ca, P trong dung dich SBF sau thoi gian ngédm
hydrogel composite cho thay sau 1 ngay luong ion Ca, P ting 1én, sau d6 luong
Ca, P giam déu xuéng. Cac mau hydrogel composite cho két qua théng ké
khdng khac biét nhiéu giita 2 ti 1¢, nhu vy vat liéu c6 anh huong dén lugng Ca,

P khi ngam mau hydrogel composite trong dung dich SBF. Sy tang 1én vé ham
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lugng Ca, P sau 1 ngdy ngdm mau duoc giai thich 1a mot phan BCP phan hay
giai phong ion Ca?* va ion phosphate. Sau 3 dén 28 ngay ngam hydrogel

composite trong dung dich SBF bat diu giam luong Ca va phosphate.

Két lugn: Két qua phan tich EDS, XRD va ICP cho thay hydrogel
composite ATA-GTA/BCP cé kha nang tao khoang va hinh thanh apatite, anh
huong dén xwong tot hon so véi hydrogel ATA-GTA.

3.3.2.5. Két qud ddnh gid déc tinh té bao

Két qua khao sat bang MTT duoc trinh bay trong Hinh 3.40. B6i véi mau
chung &m (DMEM/F127), 97.8 + 5.47% té bao song sau 24 gio va 99.4 + 8.4%
té bao sbng sau 48 gio. Nhu vay c6 thé thay, chitng &m khdng anh hudng dén
ty 16 sdng/chét caa MSC trong thir nghiém. Dich chiét 2 mau hydrogel
composite dugc str dung ¢ nong do 0,5 mg/mL. Két qua cho thay, khong c6 su
khac biét khi so sanh vai chiing am & cac thoi diém tha nghiém (ANOVA 2
way, p= 0,456 (so mau), p=0,741 (so thoi gian). Thém vao d6, phan trim té bao
MSC song s6t sau 24 gio i va sau 48 gio i déu trén 80%. Theo 1SO 10993-

5:2009, ty 18 t& bao séng trén 80% dugc coi la an toan.
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Hinh 3.40. Ty I té bao MSC song sau khi @ véi chirng am
(DMEMY/F12) va dich chiét hydrogel composite ATG-GTA (1-1)
va ATG-GTA (1-2) sau 24h (A) va sau 48h (B)
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Pé khang dinh két qua MTT, phuong phéap chup anh té bao str dung cht
nhudém huynh quang dugc sir dung. Trong nghién ciru nay, té bao MSC sau 48
gio xir Iy duoc  véi 3 chat nhuom: Hoestch (nhuém nhan, phat quang mau
xanh bién); AO (nhuém té bao chat té bao séng, chi ra duoc tinh nguyén ven
ctia mang té bao, phat quang mau xanh): PI (chi chi xam nhap vao céc té bao
c6 mang bj ton thuong, phat quang mau do6). Két qua dugc trinh bay trong Hinh
3.41. Theo két qua, nhan té bao binh thuong & cac mau xi Iy véi mau va ching
am, mat do té bao tuong duong nhau. Thanh phan nhuém pham mau AO cho
thay té bao MSC nguyén ven va khdng c6 huynh quang trong té bao chét. Thém
vao d6, dua trén két qua nhuom AO c6 thé thdy mat do té bao ¢ cac mau
hydrogel composite phat trién trong dwong véi mau chang am.

Dua trén két qua MTT va anh chup huynh quang cho thay, vat liéu
hydrogel composite an toan, khong gay doc tinh té bao sau khi phan huy.

Acridine orange Propidium iodide

Hoechst

Trwong sang

ATG-GTA(1:1) Chimg 4m

ATG-GTA(1:2)

Hinh 3.41. Hinh anh té bao MSC dwoc @ véi chitng &m (DMEM/F12) va
dich chiét hydrogel composite ATG-GTA (1-1) va ATG-GTA (1-2) sau
48h. Mau xanh: Chat nhuém Hoestch; mau xanh: chat nhuém AO va

mau dé: chat nhuém PI.
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3.3.3. Hé hydrogel va hydrogel composite CDTA-GTA/BCP
3.3.3.1. Thei gian gel héa

Két qua khao sat thoi gian gel hda caa hydrogel va hydrogel composite
CDTA & cac nong d6 0,4%, 0,2%, 0,175% ,0,15%, 0,1%, 0,075% H,0, véi
enzyme HRP cé dinh 13 0,125 mg/mL véi @6 lap lai 3 lan.

CDTA —e—Hydrogel
140
120
100

—e—Hydrogel composite

Thoi gian
S O

0,1 0,15 0,175 0,2 0,4
Nong d% H,0,

Hinh 3.42. Thei gian hinh thanh gel hoa cia hydrogel va hydrogel
composite CDTA véi nong do HRP 0,125 mg/mL

Qua két qua db thi Hinh 3.42 cho thay thoi gian gel hda cua hydrogel kha
nhanh trong vai phut va thay do6i theo nong do H,0,.

Khi ting ndng do H,0; tir 0,1%-0,4%, qua trinh tao gel hinh thanh va thoi
gian ting theo ndng do H,O, tir 46 dén 120 gidy. Trong truong hop cua
hydrogel composite CDTA, thoi gian tao gel dién ra nhanh hon so véi hydrogel.
Vi du khi ting ndng do H;0 tir 0,1%-0,4% thi thoi gian hinh thanh gel d6i voi
hydrogel composite tir 43 dén 102 giay.

Két qua khao sét thoi gian gel hoa caa hydrogel va hydrogel composite
CDTA trén nén GTA véi ti 1¢ 1:1 & cac nong d6 0,4%, 0,2%, 0,175% ,0,15%,
0,1% H,0, véi enzyme HRP ¢ dinh 1a 0,125mg/ml véi d6 1ap lai 3 lan.
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Hinh 3.43. Thai gian hinh thanh gel hoa cia hydrogel va hydrogel
composite CDTA trén nen GTA véi nong do HRP 0,0125mg/mi

Do thi trén cho thay thoi gian gel hoa cua hydrogel kha nhanh trong vai
phut, va luong H,0, lugng HRP anh hudng dén thoi gian tao gel.

Qua két qua do thi cho thay Hinh 3.43, khi ting nong do H,0, tir 0,1-0,4%
thoi gian gel hoa cua hydrogel CDTA-GTA (1:1) ting tir 31 dén 101 gidy. Déi
v6i hydrogel composite CDTA-GTA /BCP (1:1) thoi gian hinh thanh gel nhanh
hon tir 29 dén 94 gidy, nhung nhin chung khong cé su bién doi dang ké khi so
v6i hydrogel.

3.3.3.2. Két qud hinh thdi déi véi vat liéu hydrogel CDTA-GTA va hydrogel
composite CDTA-GTA/BCP

Sau khi tong hop va déng kho, dung phuong phap SEM dé quan sat hinh
thai hoc cia hydrogel CDTA-GTA (1:1), CDTA-GTA (2:1) VA hydrogel
composite CDTA-GTA/BCP (1:1), CDTA-GTA/BCP (2:1) dugc thé hién qua
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S-4800 10.0kV 8.0mm x500 SE(M) ST Jooumfll S-4800 10.0kV 8.0mm X300 SE(M)

(@) (b)

Hinh 3.44. Két qua hinh anh phan tich bang phwong phap SEM (a)
hydrogel CDTA-GTA (1:2) ngay va (b) CDTA-GTA (2:1)

(@) (b)

Hinh 3.45. Két qua hinh anh phan tich bing phwong phap SEM (a)
hydrogel composite CDTA-GTA (1:2) ngay va (b) CDTA-GTA (2:1)

Qua két qua hinh SEM véi kich thude thang do 100 um (Hinh 3.44 va
Hinh 3.45) caa hydrogel va hydrogel composite CDTA-GTA (1:1) va CDTA-

GTA/BCP (2:1). Cau truc cta vat liéu bao gom nhiéu 16 xop véi cau trac khdng
gian ba chiéu, kich thudc cua 16 x6p khoang 20-40 um. Trong trudng hop
hydrogel composite, Hinh SEM cho thay xuat hién cac hat nano BCP phu déu

trén khip bé mat ciu trac x6p cua vat liéu.
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3.3.3.3. Thei gian suy gi@m sinh hgc cia hydrogel CDTA-GTA va hydrogel
composite CDTA-GTA/BCP

Két qua khao sat khdi luong suy giam so sanh GTA so véi hydrogel caa
CDTA trén nén GTA theo ti 1& (bang 2.2) trong dung dich PBS ¢ chira enzyme

collagenase duoc trinh bay qua 2 biéu d6 duéi day .
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Biéu d6 3.5. Biéu do % suy giam khoi lgng sinh hecciia hydrogel
CDTA trén nen GTA theo cac ti Ié¢ (CD/G) trong dung dich PBS c6
enzyme collagenase

Khi két hop véi chondroitin, cho thay két qua vat liéu hydrogel va
hydrogel composite CDTA-GTA & ti 1é 2:1 ¢ sy ting dang ké vé mat khoi
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lwong. Qua s lidu tir @6 thi, ti 16 2:1 ting khdi lwgng nhiéu nhat 1a 50,56%
trong 90h. Sau d6 vat liéu bat dau giam cip dan voi thoi gian kha 1au. Qua
762h, hau nhu toan bo ti 1& déu phan huay sinh hoc hoan toan ngoai ti 1¢ 2:1.
Diéu nay dugc giai thich khi ting ham lugng chondroitin sulfate s& 1am ting
thém cac nhém COOH gilp cho vat liéu c6 nhiéu khoang trir nuéc hon khi ting
ham lugng chondroitine. Két qua la viéc két hop véi CDTA sé& lam vat liéu ting
1én vé mat khéi luong do truong nd va sau mot khoang thoi gian vat liéu bat

dau phan hay sinh hoc manh.

Két qua khao sat khéi luong suy giam so sanh GTA so véi  hydrogel
composite cia CDTA trén nén GTA theo ti 1é Bang 2.2 trong dung dich PBS

c6 chira enzyme collagenase duoc trinh bay qua cac biéu do dudi day

100,00 = 3h
g 90,00 I =6h
£ 80,00 18h
= 70,00 Jon
g 60,00

5 50,00 ; = 90h
>

2 40,00
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Biéu do 3.6. Biéu d0% giam cAp khéi lweng ciia hydrogel composite
GTA vaCDTA trén nen GTA theo cac ti I€¢ (A/G) trong dung dich PBS

Két qua so sanh gitta 2 biéu do hydrogel va hydrogel composite cho thay,
khi cho thém cac hat BCP vao su suy giam khéi lugng dién ra cham hon so véi
hydrogel. Déi voi GTA cho két qua twong tu | giam cap hoan toan sau 92 gio.
Con dbi vai hydrogel composite trén nén GTA sy suy giam dién ra cham rat
nhiéu so véi hydrogel. P6i véi ti 16 2:1 d6 truong nd dat dinh ¢ 90h va vat liéu
bat dau giam cap dan. Trong 762 gio tiép theo hydrogel composite véi ti 16 1:1

va 2:1 phan hay sinh hoc twong ung 78,77% va 61,56% so véi ban dau.

3.3.3.4. Két qud ddnh gid kha néing tao khoang ciia hydrogel CDTA-GTA va
hydrogel composite CDTA-GTA/BCP
Gidn do nhiéu xa XRD

Phan tich cau tric cua hydrogel CDTA-GTA (1:1), CDTA-GTA (2:1) va
hydrogel composite CDTA-GTA/BCP (1:1), CDTA-BCP/BCP (2:1) ban dau
va sau thoi gian ngadm trong dung dich gia sinh hoc SBF 28 ngay dugc xac dinh
bang phuong phap nhidu xa XRD (Hinh 3.46 va Hinh 3.47). Qua két qua cho
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thiy, c4&c mam tinh thé da duoc xac dinh c6 trong vat liéu hydrogel composite
CDTA-GTA/BCP (1:1) va CDTA-BCP/BCP (2:1) sau thoi gian ngdm trong
dung dich SBF 28 ngay. Vat liéu hydrogel composite composite CDTA-
GTA/BCP (1:1)va CDTA-BCP/BCP (2:1) trudc khi ngam dung dich gia sinh
hoc SBF ¢6 céc tin hiéu dic trung cua tinh thé B-TCP: 27,14°, 28,74°, 29,45°,
30,23°, 34,76° va HAp: 28.35° , 29,26 °,31,78°, 41.72°, 47,62°, 57,15°. Sau 28
ngay khi ngdm hydrogel composite composite CDTA-GTA/BCP (1:1) va
CDTA-BCP/BCP (2:1) trong dung dich gia sinh hoc SBF, két qua cho thay c6
thém céc tin hiéu dic trung ctia CaCOs tai vi tri 2-theta (°) 26,95°, 28,52°. Biéu
nay khang dinh su tao thanh khoang apatit cia hydrogel composite CDTA-
GTA/BCP (1:1), CDTA-BCP/BCP (2:1) sau thoi gian ngam trong dung dich
SBF. Qua phan tich kha niang tao khoang bang phuong phap phan tich XRD,
cho thay hydrogel composite GTA-CHPA/BCP c6 tiém ning trong qué trinh
hinh thanh va thiic day qua trinh phat trién tao khoang aptite carbonate [20, 53,
105, 126].

* CaCoO., * HAp, ® B-TCP

ﬁw CDTA-GTA (1:1) O ngay
| W"“"""-—W

W CDTA-GTA (1:1) 28 ngay

h=]

=]
T
E
>

CDTA- GTA/BCP (1:1) O ngay

A“MMMWM%W,\_

CDTA-GTA/BCP (1:1) 28 ngay

. >|<
* . ®
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o X *
_‘__._A-/\../L_n/‘-.._ N /\‘t.h_.,_.-—_,-._h_/’\_/\-\ Amm o P~

T T T
20 30 40 SO 60
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Hinh 3.46. Két qua phan tich XRD cia hydrogel va hydrogel
composite (CDTA- GTA, CDTA- GTA/BCP véi ti 1€ 1:1) ban dau va sau
thoi gian ngdm trong dung dich SBF 28 ngay
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Hinh 3.47. Két qua phan tich XRD cia hydrogel va hydrogel
composite (CDTA- GTA,CDTA- GTA/BCP véi ti 1€ 2:1) trwéc va sau

thoi gian ngdm trong dung dich SBF 28 ngay
Su hinh thanh khodng appatite carbonate

Nhom nghién ctu khao sat su hinh thanh khoang appatide carbonate bing
cach tién hanh ngam hydrogel hydrogel CDTA-GTA (1:1), CDTA-GTA (2:1)
va hydrogel composite CDTA-GTA/BCP (1:1), CDTA-BCP/BCP (2:1) trong
dung dich SBF sau 28 ngay va thu duoc két qua thé hién Hinh 3.48
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30pum Electron Image 1

ull Scale 1620 cts Cursor: 0.000 ke

Hinh 3.48. Ké’t qua hinh anh phan tich biang phwong phap SEM va
phén tich nguyén to EDS cua hydrogel CDTA-GTA (1:1) va CDTA-GTA
(2:1) sau thoi gian ngadm trong dung dich SBF 28 ngay

Két qua hinh SEM véi thang phong dai 30 um hydrogel composite CDTA-
GTA (1:1), CDTA-GTA (2:1) cho thay xuat hién mét it cac tinh thé tao khoang.
Péi véi thang phong dai 200 um cho thay trén bé mat cua vat liéu hydrogel
composite CDTA-GTA (1:1), CDTA-GTA (2:1), cau trGic x6p cua vat liéu

khong thay d6i so v4i ban dau.

Qua qua trinh qua phan tich EDS cho thay thanh phan khoang hoa tao
thanh gém céc nguyén t6 Ca, C, O, P va Si va nguyén t Si xuat hién do trong
phuong phap nay sir dung lép silic bao phu 18n bé mat mau nham phan tich
EDS sau khi ngam trong dung dich gia sinh hoc SBF 28 ngay. Phan trim céc
nguyén t5 tham gia tao khoang duoc biéu thi & Bang 3.8.

Bang 3.8. Phan trim khéi lwong (%) cac nguyén td sau thoi gian
ngam trong SBF (28 ngay)

N Phan trim khéi lwong (%)
Mau hydrogel

P Ca C @)
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CDTA-GTA (1:1)28ngay 2,20 2,94 51,94 42,91

CDTA-GTA (2:1)28ngay 1,25 567 56,80 26,28

Hydrogel composite CDTA-GTA

20pm Electron Image 1

(b)

ul Scale 1320 cts Cursor: 0.000

5-4800 10.0kV 8.0mm x10.0k SE{M} 3 20pm Electron Image 1

(d) Ol (f)
Hinh 3.49. Két qua hinh danh phan tich bang phuwong phap SEM va phan
tich nguyén to EDS cua hydrogel composite CDTA-GTA (1:1) va CDTA-
GTA (2:1) sau thoi gian ngam trong dung dich SBF trong 28 ngay

Két qua hinh SEM (Hinh 3.49) véi thang phong dai Sum hydrogel
composite CDTA-GTA hydrogel composite CDTA-GTA/BCP (1:1) (a),
CDTA-BCP/BCP (2:1) (b) xuét hién nhiéu mam tinh thé tao khoang. Béi véi
thang phong dai 20pum cho thy trén bé mit caa vat liéu hydrogel composite
composite CDTA-GTA/BCP (1:1) (b), CDTA-BCP/BCP (2:1) (&), cau tric xdp

ban dau caa vat liéu van duoc gitr nguyén.

Phan tram cac nguyén to tham gia tao khoang sau thoi gian ngam trong
SBF (28 ngay) bao gém céc nguyén t6 Ca, C, O, P, duoc thé hién & Bang 3.9.
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Bang 3.9. Phan trim khéi lwong (%) cac nguyén td sau thoi gian
ngam trong SBF (28 ngay)

N Phan trim khéi lwong (%)
Mau hydrogel composite

Na P Ca C @)

CDTA-GTA/BCP (1:1) 28 ngay 6,48 9,48 17,71 1530 39,54

CDTA-GTA/BCP (2:1) 28 ngay 8,26 10,19 19,70 9,45 34,49

T cac két qua phan tich EDS cho thay hydrogel composite CDTA-
GTA/BCP (1:1), CDTA-BCP/BCP (2:1) cho két qua tao khoang cao hon nhiéu
so voi hydrogel CDTA-GTA (1:1), CDTA-GTA (2:1). Vi du di voi%Ca c6
trong hydrogel composite véi 2 ti I& 1an luot 1a 17,81% va 21,07%, trong khi
d6 d6i vai hydrogel%Ca thap hon vai ti 18 lan luot 9,30% va 2,10%.

Khao sat ham lwong Ca, P trong dung dich SBF

25 T
1:2

1:5

Ham lwgng Ca(mg/L)
= = )
o ol o
I
I
A 1ol

ol
]
1

o

1 3 7 14 28
Thoi gian (ngay)

Hinh 3.50. Ham lwgng Ca trong dung dich SBF ngam hydrogel
composite trong 28 ngay vei ti 1€ 1:1 va 2:1
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Hinh 3.51. Ham lwgng P trong dung dich SBF ngam hydrogel
composite trong 28 ngay véi ti 1€ 1:1va 2:1

Khao sat ham luong Ca, P trong dung dich SBF sau thoi gian ngam
hydrogel composite cho thay sau 1 ngay luong ion Ca, P ting 1én, sau d6 luong
Ca, P giam déu xuéng. Cac mau hydrogel composite cho két qua théng ké
khong khac biét nhiéu gitta 2 ti 1&, nhu vay vat liéu c6 anh huong dén luong Ca,
P khi ngam mau hydrogel composite trong dung dich SBF. Sy tang 1én vé ham
lwgng Ca, P sau 1 ngdy ngdm mau duoc giai thich 1a mot phan BCP phan hay
giai phong ion Ca?* va ion phosphate. Sau 3 dén 28 ngay ngam hydrogel
composite trong dung dich SBF bat dau co sy két taa tir khoang apatite lam

giam lugng Ca va phosphate.

Két lugn: Két qua phan tich EDS, XRD va ICP cho thay hydrogel
composite CDTA-GTA/BCP c6 kha nang tao khoang va hinh thanh apatite
carbonate, anh huéng dén xwong tot hon so véi hydrogel CDTA-GTA.

3.3.3.5. Két qud ddnh gid déc tinh té bao

Két qua khao sat bang MTT duoc trinh bay trong Hinh 3.52. B6i véi mau
chitng &m (DMEM/F127), 97.8 + 5.47% té bao song sau 24 gio va 99.4+8.4%
té bao séng sau 48 gio. Nhu vay co thé thay, chitng &m khdng anh hudng dén
ty 1¢ sbng/chét cua MSC trong thar nghiém. Dich chiét hai mau hydrogel
composite dugc str dung ¢ nong d6 0,5 mg/mL. Két qua cho thay, khong c6 su
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khac biét khi so sanh vai chiing am & cac thoi diém tha nghiém (ANOVA 2
way, p= 0.780 (so mau), p=0.557 (so thoi gian). Thém vao d6, phan trim té bao
MSC séng sot sau 24 gid u va sau 48 gio u déu trén 80%. Theo 1SO 10993-

5:2009, ty 1é té bao sdng trén 80% duoc coi 1a an toan.

150+ A) 150 B)
2 2
5 100~ £ 1004
w w
(@] (@]
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@ 50+ @ 50
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0- 0-
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Hinh 3.52. Ty I¢ té bao MSC séng sau khi i véi chirng am
(DMEMY/F12) va dich chiét hydrogel composite CDTA-GTA (1-
1) va CDTA-GTA (1-2) sau 24h (A) va sau 48h (B)

Pé khang dinh két qua MTT, phuong phéap chup anh té bao str dung chat
nhudém huynh quang dugc str dung. Trong nghién ctu nay, té bao MSC sau 48h
xt 1y duoc 0 v6i 3 chat nhuém: Hoestch (nhuém nhan, phéat quang mau xanh
bién); AO (nhudm té bao chat té bao séng, chi ra duoc tinh nguyén ven cua
mang té bao, phat quang mau xanh); PI (chi xam nhap vao c4c té bao c6 mang
bi t6n thuong, phat quang mau do). Két qua duoc trinh bay trong Hinh 3.53.
Theo két qua, nhan té bao binh thuong ¢ cac mau xu ly véi mau va chang am,
mat do té bao twong dwong nhau. Thanh phan nhuém pham mau AO cho thay
té bao MSC nguyén ven va khong cé huynh quang trong té bao chét. Thém vao
d6, dua trén két qua nhuom AO c6 thé thay mat do té bao & cac mau hydrogel

composite phat trién twong dwong voi mau chirng am.
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Dua trén két qua MTT va anh chup huynh quang cho thay, vat liéu
hydrogel composite an toan, khong gay doc tinh té bao sau khi phan huy.

Hoechst Acridine orange

Truong sang

Chimg am

CDTA-GTA(1:1)

CDTA-GTA(1:2)

Hinh 3.53. Hinh dnh té bao MSC dwoc @i véi chiing am
(DMEMY/F12) va dich chiét hydrogel composite CDTA-GTA (1-1) va
CDTA-GTA (1-2) sau 48h. Mau xanh: Chdt nhugm Hoestch; mau
xanh: chdt nhuém AO va mau dé: chdt nhugm P1.

3.4. So sanh cac hé hydrogel composite
Thoi gian tao gel cua tat ca cac hé hydrogel composit trén co sé polymer
sinh hoc (gelatin, chitosan) va BCP ngan nén c6 thé ung dung cac hé gel trén

phu hgp trong trng dung tai tao xuong.
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Bang 3.14. So sanh cac hé hydrogel va hydrogel composit trén nén

geltaine
~ Khdi lwong Kha
STT h 5}% hg;dc?ng‘lel(,)si i Hinh thai suy giam T;li’;)l’ll:ghl;gp ning tao
ydrog P (%) - khoang
, Khoéng co
L 0 N
1 | CHPA-GTA (1:1) C?u trac 89,5 A.)‘sau kha nang
xOp 762 gio tao
khoang
Khoéng co
A Ja 0 5 -
2 | CHPA-GTA (1:2) Cflu truc 100 @ sau kha nang
xOp 42 gio tao
khoang
CHPA-GTA/BCP | Chutric | 82,9%sau | Tuonghop | SO Khé
3 @ xb 762 gir sinh hoc nang tao
' p & ' khoang
CHPA-GTA/BCP | Chutric | 69,55 % sau | Tuonghop | CO Khé
a2 %5 762 gios sinih hoc nang tao
' P & ' khoang
Khoéng co
) Céhu tric 4,3% sau kha nang
5 | ATA-GTA (1:1) <p 1524 gio 20
khoang
Khéng cé
) Céhu trac 25,9% sau kha nang
6 | ATA-GTA (1:2) <p 1524 gi 20
khoang
Lo, Truong n& Co kha
7 GTS “GTA/BCP Sg u true 170,6% sau iﬁﬁi EOP nang tao
' p 1524 giy : khoang
ATA-GTA/BCP Chutric | 4,6%sau | Tuonghop | 0K
8 12 xb 1524 gi | sinh hoc nang tao
' p & ‘ khoang
Khoéng co
A , 0 5 -
9 | CDTA-GTA (L:1) C?u tric 90,43./‘0 sau kha ndng
xOp 378 gio tao
khoang
Khéng cé
A , 0 5w
10 | CDTA-GTA (2:1) Cflu tric 78,554) sau kha ndng
xOp 762 gio tao
khoang
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CDTA-GTA/BCP | Ciutric | 78,77%sau | Twonghop | <O KMd
11 _ X . : nang tao
(1:1) XOp 762 gio sinh hoc khoang
I Co kha
CDTA-GTA/BCP Cau tric 61,56 % sau | Tuong hop 5
12 _ X .y . nang tao
(2:1) XOp 762 gio sinh hoc khoang

Phan tich ciu trlic cho thay vat liéu c6 cau tric khong gian 3 chiéu, X4p.

Vit liéu nay c6 kha ning tao nhiéu khoang cu tra cho dich chuyén té bao, gitp

chuyén hoa va luu thong cac yéu té chuyén héa xuwong. Dong thoi, vat liéu nay

dap (ing khdng gian cho té bao bam dinh, phat trién va su xam nhap caa mach

maul.

Hydrogel CHPA-GTA, ATA-GTA, CDTA-GTA khong co6 kha nang tao

khoéng trén bé mat vat lidu, khdng phd hop véi tng dung tai tao xuong.

Thoi gian giam cap sinh hoc phu thudc vao tinh chat cua pollysaccharide

cua vat liéu. CDTA-GTA/BCP va CHPA-GTA/BCP phu hop véi thoi gian tai

tao xwong tir 6-8 tuan. Tuy nhién, & nhitng dan s6 dac biét, vi du & nguoi Ion

tudi, qué trinh tai tao xwong s& kéo dai hon nén vat liéu ATA-GTA/BCP c6 thoi

gian giam cap sinh hoc phu hop hon [128].
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KET LUAN

Nhin lai muc tiéu ban dau cua luan an: “Nghién ctu diéu ché in situ
hydrogel composite trén nén gelatine va chitosan/alginate/chondroitin sulfate
dinh huéng trong tai tao xwong”. Mot s6 két qua mai cua luan an dat dugc co

thé tom tat nhu sau:
1.D3a tong hop thanh céng céc vat lidu hydrogel composit méi, trén nén
gelatin véi cac polysaccharide nhu chitosan, alginate, chondroitine sulfate...
két hop vé6i cac hat nano Biphasic calcium phostphate. Céc san pham hydrogel
tong hop duoc danh gia cau tric bang cac phuong phap H'NMR, FT-IR, SEM.

2. Khao sat thoi gian hinh thanh gel cuaa cac vat liéu nhu sau:

- Vat lieu CHPA — GTA: Béi vai hydrogel, hydrogel composite cé thoi
gian tao gel nhanh nhét 1a 11s; 40s (khao sat trong ndng d6 H,0, tir 0,05-0,2%)

-Vt lisu ATA— GTA: Béi véi hydrogel, hydrogel composite c6 thoi gian
tao gel nhanh nhat 1a 25s; 16s (khao sat trong nong d6 H,O, tir 0,05-0,2%)

- Vat ligu CDTA — GTA: Déi véi hydrogel, hydrogel composite cé thoi
gian tao gel nhanh nhat 12 43s; 46s (khao sat trong nong do H,0; tir 0,1-0,4%).
Két qua ching minh rang khi tang nong do H20,, thoi gian hinh thanh gel s&
kéo dai do enzyme HRP bi @c ché kha nang tao lién két ngang trong mach

polymer.

3. Trong moi truong gia sinh hoc, thoi gian phan hay sinh hoc trén 3 hé
vat liéu hydrogel va hydrogel composite duoc khao sat ty ¢ thuan vai ham
lugng GTA duoc sir dung, do gelatin 1a polymer dé bi thiay phan ngay ca trong
moi truong sinh ly va gia sinh hoc, nén qué trinh phéan hay sinh hoc caa vat liéu
dién ra trong thoi gian tuong ddi ngan. Do d6, viéc két hop GTA vai cac
polysaccharide (CHPA, ATA, CDTA) s¢ gitp kéo dai thoi gian phéan hay sinh
hoc cta vat liéu. Vi thé, tly theo nhu cau va muc dich cua vat liéu, cé thé diéu
chinh ti 16 GTA dé c6 thoi gian phan hay sinh hoc nhu mong muén trong mai

truong gia sinh hoc.
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4. Khi so sanh gitra 3 vat liéu c6 cung ti 1€ BCP, CHPA-GTA, ATA-
GTA, CDTA-GTA cho thay CHPA ¢ kha ning khoang hoa tét nhat. ATA cho
thay kha ning khoang hoa thap nhét trong ba vat liéu. Piéu nay dugc giai thich
do cau trdc alginate mang dién tich am, khi két hop vai cac hat nano mang dién
tich duong Ca?, tir 46 tao nén twong tac tinh dién giit chat trong ciu trdc
polymer, day 1a nguyén nhan chu yéu 1am cho ATA c6 kha ning tao khoéang
kém. Mit khéc, ciu tric chitosan mang dién tich dwong, twong tac tinh dién
giira chitosan va BCP 1am cho céc hat Ca?* duoc giit trén bé mat cau trdc vat
lidu, tir 6 dan dén vat liéu c6 kha ning tao khoang tot hon.

5. Dua trén két qua MTT va anh chup huynh quang cho thay, vt liéu
hydrogel composite trén cac hé vat lieu CHPA-GTA/BCP, ATA-GTA/BCP,
CDTA-GTA/BCP (véi cac ti & khac nhau) an toan, khong gay doc tinh té bao
sau khi phan huay.
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KIEN NGHI
- Tiép tuc dé tai nay két hop véi cac polysaccharide khac, dé dat hiéu qua vé
phan hay sinh hoc, tao khoang tét hon.
- Thuc hién danh gia tinh co ly cta vat liéu
- Khao sat ham lugng BCP dé téi wu héa khoang héa
- Danh gia doc tinh cap, ban tradng dién, tir 6 lya chon vat liéu thich hop

thir nghiém trén dong vat
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Phu luc 5. Két qua tinh toan lwong TA trong GTA
Bang 3.11. Két qua tinh toan hrong HPA trong CHPA

STT Dai lwgng Két qua
1 Do hap thu A cia CHPA 0,48606
2 Noéng d6 HPA: Cppa (Mmg/mL) 0,06828

i : 0,06828
3 Khoi luwong HPA trong 1 mg CHPA: mypa (MQ)
4 Khéi lugng HPA trong 10 mg CHPA: mypa (MQ) 0,6828
5 S0 mol HPA c6 trong 10 mg CHPA: nypa (Mmol) 0,004492

Phu luc 6. Két qua tinh toan lwong HPA trong CHPA
Bang 3.12. Két qua tinh toan lwong TA trong ATA

STT bai lwong Két qua
1 Do hip thu A caa ATA 0,0770
2 Nong do TA: Cra (mg/mL) 0,0161
3 Khéi luong TA trong 1 mg ATA: mra (Mg) 0,0161
4 Khéilugng TA trong 10 mg ATA: mra (Mg) 0,1614
5 So mol TA c6 trong 10 mg ATA: nra 0,0012
(mmol)

Phu luc 7. Két qua tinh toan lwong TA trong ATA

Bang 3.13. Két qua tinh toan hrong TA trong CDTA



STT Dai lugng Két qua

1 Do hip thu A caa ATA 0,3168

2 Nong dd TA: Cra (mg/mL) 0,0662

3 Khéi luong TA trong 1 mg CDTA: mra 0,0662
(mg)

4 Khéi lugng TA trong 10 mg CDTA: mra 0,6624
(mg)

5 S6 mol TA c6 trong 10 mg CDTA: nta 0,0048

(mmol)

Phu luc 8. Két qua tinh toan lweng TA trong CDTA
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Phu luc 9. Phd 1TH-NMR ciia CHPA trong D20
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Phu luc 10. Két qua pho FTIR ciia CHPA
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Phu luc 11. Phé 1TH-NMR ciia ATA trong DO
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Nong d (mg/mL) Po hap thu A
Dung dich chuan HPA  Dung dich polymer CHPA HPA  CHPA
0,15 0,1 1,02196 0,48606
0,075 0,50357
0,0375 0,28572
0,01875 0,17911
0,009375 0,11405

Phu luc 12. Pd hap thu A (, = 275 nm) cia dung dich HPA va CHPA
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Phu luc 13. Két qua pho FTIR ciia ATA
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Phu luc 14. Phé 'H-NMR ciia CDTA trong D,O

10

11

12



Xl

Nong d (mg/mL) Po hap thu A
Dung dich chuan TA  Dung dich polymer GTA TA GTA
0,15 0,1 0,7075 0,077
0,075 0,3626
0,0375 0,1934
0,01875 0,1011
0,009375 0,0538

Phu luc 15. P9 hap thu A (A = 275 nm) ciia dung dich TA va GTA

& T & ®

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)

Phu luc 16. Két qua do phd FT-IR ciia CD_Tyr. (A) CD; (B) Tyr; (C)
CDTA
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Nong d (mg/mL) Po hap thu A
, Dung dich pol
Dung dich chuén TA "ng C*ET'Z? ymer TA  CDTA
0,15 0,1 0,7075  0,3168
0,075 0,3626
0,0375 0,1934
0,01875 0,1011
0,009375 0,0538

Phu luc 17. Pd hap thu A (» = 275 nm) ciia dung dich TA va CDTA



