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CHUONG 1: DPAT VAN BE
1.1 Ly do chon dé tai: tAm quan trong ciia hydrogel nhay cim nhiét trong ky thuit mé va thach thirc hién
tai

Hang triéu ca tir vong xay ra trén toan cau mdi nim do thuong tich va bénh tat ma nguyén nhén tir ton thuong
mo, gdy tac dong manh dén chat luong cude séng va ganh ning cham soc sirc khoe [1-4]. Miac du da ap dung phuong
phap ciy ghép ndi tang nhung viéc tai tao co thé khong thich hop trong nhiéu truong hop [3, 6]. Cac mé ghép dong
loai phai ddi mat véi nhting han ché nhu nguén mo nguoi thich hop, su can thiét phai trc ché mién dich va nhitng
thach thirc k¥ thuat [7, 8]. Cac bién phap trc ché mién dich d6i véi ngudi nhan mé ghép tiém an nhiing rii ro déng
ké, bao gom kha ning dé bi nhiém tring, ting nguy co ung thu va giam tudi tho [6, 8]. Pé ddi phé véi nhiing thach
thirc nay, di c6 sy phat trién nhanh chong trong cac nghién ctru trong linh vuc tai tao mé [1, 3, 5]. Muc tiéu chinh
ctia nhirg nghién ciru nay 14 tao ra cac mo twong dwong chirc ning ciia con nguoi dé stra chita va thay thé ndi tang
[9, 10].

Khai niém co ban vé tai tao mé lién quan dén viée sir dung vat li¢u sinh hoc m6 phong cAu triic ctia ma tran
ngoai bao (ECM) dé hd tro su phat trién ctia té bao mai va thuc day qua trinh sira chira [1, 5, 10]. Trong khi cdc ma
tran ngoai bao tir k¥ thuat khir té bao tir mé gdc da cung cap vat lidu sinh hoc 1y tuong (AECM) cho nganh tao mé [4,
11-14], tuy nhién, nhiing lo ngai vé mirc d6 phu hop, phé duyét vé mat dao dtrc, mé rong quy md va chi phi da thic
day su chuyén hudng tiép can sang sir dung cac giai phap thay thé tao cac khung xwong ngoai bao an toan va hiéu
qua trong tai tao md [2, 3, 10]. Trong sd nay, hydrogel ndi 1én nhu mot vat lidu ndi bat va linh hoat trong ki nghé
mo [1, 3, 5]. Hydrogel duoc dic trung boi mang ludi ba chiéu (3D) ngdm nudce cta cac polyme wa nude [1, 3]. Cau
trac truong nd va ngdm nudc cia ching gan gidng voi ECM trong cac mé tu nhién, tao ra méi trudng vi mé thuin
loi cho cac té bao tai sinh [15, 16]. Cau trac x6p cua hydrogel hd tro qué trinh dong goi va trao d6i chat. N6 ¢ thé
hoat dong nhu bo phan van chuyén céc tin hiéu sinh hoc, khién vat liéu nay tro thanh sy lya chon tuyét voi dé van
chuyén va giai phong thude/tac nhén tri liéu [2, 3, 16]. Dac tinh mém ciia hydrogel ¢6 thé giup giam phan Gmg viém
ctia md xung quanh, tir d6 ting cuong kha ning twong thich sinh hoc ctia né [1, 15]. Hydrogel c6 thé d& dang diéu
chinh hinh dang theo yéu cau riéng biét, khién vét liéu nay dugc uu tién sir dung cho cac vat li¢u va thiét bi céy ghép
[2, 10].

Trong nhitng ndm gan day, hydrogel dang tiém thu hut dugc nhiéu su cha y hon so véi gel thong thuong vi
nhitng wu diém cua chung trong cac tha tuc phau thuat xdm 14n t6i thiéu va kha ning dap ung tai chd vé diéu chinh
hinh dang [17, 18]. Gel dang tiém vé co ban 1a mét loai hydrogel hinh thanh tai chd gitup don gian héa viéc két hop
hoat chét, khién chung tro thanh phuong tién van chuyén thich hop hon [19]. Dang hydrogel nay dic biét thich hop
cho céc tng dung trong d6 dang hodc hinh dang cudi ciing khong quan trong hoic dugc xac dinh bai khoang tréng
hodc khong gian ma vat liéu duoc tiém vao [17, 18]. Ngoai dic tinh tao gel tai chd, thuat ngir "c6 thé tiém" con ngu
¥ rang hydrogel dugc tao ra thong qua mot qua trinh chu yéu lién quan dén viéc dua dung dich hoic tién chit dang
16ng dén vi tri muc tiéu dé tao gel thong qua thiét bi tiém [15, 17]. Nhu ciu vé& hydrogel dang tiém da thuc diy viéc
sir dung hydrogel théng minh c6 ciu trac phan Gmg véi sy thay doi nhiét d6 [17, 19-21]. Céc hydrogel nhu vy, &
noéng do gel hoa téi han (CGT), hydrogel thé hién trang thai cta chat 16ng, chuyén tir trang thai 1ong sang trang thai
gel khi tiép xtic v6i diém nhiét do trén [17, 22]. Cac polyme c6 nhiét d6 dung dich t6i han thap hodc chuyén pha giita
nhiét d§ phong va nhiét do co thé da duoc sur dung détaora hydrogel tiém tai chd [17]. Sau khi tiém vao co thé, dung
dich polymer trai qua qua trinh ty Iip rap cdu trac dé tao thanh hydrogel & nhiét 6 co thé [20]. Mot trong tdm quan
trong 1a phat trién hydrogel nhay nhiét bang cach két hop cac polyme nhay cam nhiét véi cac thanh phan polyme tu
nhién, chang han nhu polysacarit [20, 23]. Su két hop nay cho phép thiét ké vat lidu tao méi truong nhan tao hop 1y
¢6 loi cho sy phat trién va biét hoa té bao [24]. Polysacarit, dugc lién hop voi polyme nhay nhiét hodc tao lién két
chéo véi polyme nhay nhiét, da dugc sir dung dé diéu ché hydrogel nhay cam nhiét c6 nhiét d6 dung dich téi han toi
wu phit hop dé tiém vao co thé [20, 22, 23]. Su két hop nay ciing mang lai nhitng kha ning méi dé phat trién d¢ bén
co hoc phu hop cho ting tng dung mé [15, 16].

Viéc két hop tat ca cac tinh nang thiét yéu vao céu trac hydrogel 1a thach thirc cho viéc dap tmg cac yéu cau
co ban cho ting dung 1am sang tai tao m6 mong mudn. Viéc thira nhan nhitng han ché ctia hydrogel dang trin da dan
dén sy phat trién ciia cac hé hydrogel thé lai v&i cac ddu hiéu sinh hoc khac nhau [25, 26]. Bang cach két hop céac
hop chét hoat tinh sinh hoc nhu axit amin [27-29], cac chat hoat tinh sinh hoc ¢ nguén géc tir thue vat [30-32]
va/hodc thuy tinh sinh hoc [27, 33] vao hydrogel, cac hé hydrogel nay thu duoc cac dic tinh sinh hoc ma dang tran
ctia khung xuong hydrogel khdng thé dat duoc theo cach riéng ciia cu trac. Diéu tha vi 13, viée ting cuong hoat tinh



cho hydrogel thong qua cac yéu té sinh 1y hoc c6 thé t6t hon hodc thay thé hodc tac dong tich cuc dén cAc tin hi¢u
sinh hoa [34], didc biét 1a cac yéu té d6 kich thich hi¢u qua cac nudi dudng té bao va/hoac kich thich di chuyén té bao
dé hinh thanh cac mé chirc ning [29, 31, 32]. Do d6, can phai kham pha cac thiét ké tong hop sang tao dé giai quyét
nhitng thach thirc nay va tao ra cac vat li€u c¢6 kha nang 14p trinh cao hon cho ky thuat mo.

1.2 Muc tiéu va ddi twong

Luan 4n nay nhim muc dich khdm pha va phat trién cac khung xurong ngoai bao nhan tao dang tiém tién tién
c6 dac tinh nhay nhiét va dap ing cac yéu cau chuyén biét vé tai tao md. Diéu nay dat dugc bé‘mg cach st dung vat
liéu polyme lai, dac biét 1a polysaccharide, alginate va polyme nhay cam nhiét Pluronic F127. Muc tiéu luén an la
tao ra cac khung xuong ngoai bao nhén tao cung cap mot méi trudng vi mé phit hop dé huéng dan cac té bao dap
ung, tu do tao diéu kién thuén lgi cho qua trinh tai tao m6. Ngoai ra, su Kkét hop voi cac tin hiéu sinh hoc (hgp chét
resveratrol tir thyc vat, axit amin (arginine) hodc cac hat nano v co (thily tinh sinh hoc) s& duoc coi 1a chat phat tin
hiéu sinh hoc trong cac hé hydrogel duoc thiét ké dé ting cuong va phat huy hidu qua cta cac vat liéu ndy trong viéc
tai tao mo.

Hai phuong phép thuong duge sir dung dé thiét ké hydrogel nhay cam nhiét tir Pluronic F127 va alginate:
ghép mach va khau mach. Vi vay, ludn van nay c6 hai muc tiéu chinh:

Muc tiéu 1: Phat trién hydrogel nhay cam nhiét tir alginate va Pluronic F127 bang k¥ thuat ghép mach. Gia
thuyét cho rang sau khi ghép Pluronic trén alginate, tinh ning chuyén tiép sol-gel ctia pluronic s& dugc giit nguyén,
dong thoi cau trac 16 x6p s& hd tro su phat trién cua té bao. Céu tric duoc thiét ké sé 1a khung d& cho cac tac nhan
tri liéu kép nham hd tro diéu tri vét thuong do bénh tiéu duong.

Muc tiéu 2: Phat trién hydrogel nhay nhiét bang cach sir dung k¥ thuat khau mach gitra alginate va Pluronic
F127 thong qua phan tng oxy hoa ctia nhom catechol. Bioglass dugc tich hop dé phat trién hydrogel chirc ning mo
phong mé trudng sinh hoc ciia xwong. Dé loai bo viée str dung enzyme peroxidase cho phan tmg oxy hoa catechol,
bioglass dugc thiét ké bang cach tich hop véi cac hat nano hemin dé mang lai chirc ning méi cho hé Bioglass. Gia
thuyét cho hé Bioglass nay vai tinh chat bat chudc kha niang cua peroxidase s& dong vai tro 1a chét xuc tac tao diéu
kién thuén loi cho qua trinh oxy hoa catechol, dan dén hinh thanh lién két ngang trong alginate va Pluronic voi su
chuyén tiép sol-gel thich hop. Viéc bo sung Bioglass ciing ¢6 thé cung cdp mot gian gido tiém niang dé tai tao xuong.
1.3 Céu triic ludn 4n

Luan 4n c¢6 sau chuong. Chuong 1 1a phan gidi thiéu (3 trang), chuong 2 1a téng quan tai lidu (37 trang),
chuong 3 12 phuong phap luan (17 trang). Phan két qua va thao luan duoc chia thanh 2 chuong: Chwong 4 (muc tiéu
1, 37 trang) va Chuong 5 (muc tiéu 2, 27 trang). Cudi ciing 1 phan két luan, han ché va khuyén nghi dugc trinh bay
& Chuong 6 (4 trang). Mot s6 két qua dugc trinh bay trong phan phu luc. Luan 4n ¢6 9 bang, 41 hinh va 2 so d6. Luan
an st dung 311 tai liéu tham khao, voi 187 tai li€u tham khao méi nhét trong 5 nam qua, chiém 60,13%.
CHUONG 2: TONG QUAN VE KY THUAT TIEN TIEN VA LY THUYET
2.1 Y tuéng vé hydrogel nhay nhiét dang tiém trong tii tao md
2.2 Ma héa hydrogel cho cac mo chuyén biét
2.2.1  Swdin héi (mém déo) ciia hydrogel
2.2.2  Cdc tin hiéu sinh hoc

2.2.2.1 Vét thuong dai thao duong
2.2.2.2 Tai tao xuong
2.3 Vit liéu hydrogel nhay nhiét tir pluronic
24 Alginate- vt li€u linh hoat cho cac wng dung y hoc tai tao
CHUONG 3: VAT LIEU VA PHUONG PHAP THi NGHIEM
Tat ca thong tin vat li€u, nguyén ligu, thiét bi phan tich dugc trinh bay trong ban luan an dﬁy du.
3.1 Téng hgp polymer
3.1.1 Téng hop tién polymer Pluronic
1.1.1.1 Téng hop Pluronic -NPC
Quy trinh nay dugc dua trén cac bao cao trude do6 [71-72]. Nhém OH & mach Pluronic F127 dugc kich hoat
béang p-nitrophenyl chloroformate (pNPC) tao din xuét carbonates (tac nhan electrophile manh) d& dang hinh thanh
lién két v6i nhom chirc 4i nucleophile nhu amino NHo.
1.1.1.2 Pluronic-DOPA (PDA)



Dan xuét pluronic-dopamine (PDA) duoc tong hop véi su tro gitp ciia p-NPC. Sau khi pluronic F127 dugc
hoat hoa voi pNPC, lién két carbamate dugc hinh thanh giita nhom carbonates ciia pluronic-NPC va nhém amino
trén phan to DOPA.

3.1.2  Téng hop tién chit alginate
1.1.1.3 Tong hop alginate-cystamine

Din xuét alginate-cystamine (AC) dugc tong hop voi sy trg giup cua EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide), NHS (N-hydroxysuccinimide). Nhém carboxylate trén alginate dugc kich hoat
v6i EDC tao nhém chirc electrophile manh O-acylisourea, dé dang hinh thanh lién két v&i nhém i nucleophilic NH;
trén phan tir cystamine. NHS duoc sir dung cing véi EDC dé 1am ting d6 bén ctia dan xuit O-acylisourea- alginate.
1.1.1.4 Tong hop alginate-DOPA

Dan xuédt alginate-DOPA (ADA) duoc tong hop véi su tro giip cua EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide). Nhom carboxylate trén alginate duoc kich hoat v&di EDC tao nhom chuce
electrophile manh O-acylisourea, dé dang hinh thanh lién két hoa hoc véi nhém 4i nucleophilic NH; trén phén tir
DOPA.

3.1.3  Téng hop alginate-cystamine —Pluronic

Copolymer alginate-cystamine-pluronic dugc hinh thanh thong qua lién két carbamate cua pluronic-NPC va
nhom NH: trén dn xuét alginate-cystamine.
3.1.4 Ky thuit dé dinh gii ciu triic tong hop

Céu tric hoa hoc ctia san pham dugc xac minh bang phuong phap quang phd hong ngoai bién doi Fourier,
cong hudng hat nhan proton va UV-vis (UV-1900, Shimadzu, Nhat Ban). Mat d6 nhom amino trén alginate dugc xac
dinh bang axit 2,4,6-trinitrobenzen sulfonic (TNBS, Thermo Fisher Scientific) str dung l-alanine 1am chét chuan noi.
Murc d6 thay thé ctua DA trén alginate hoac Pluronic dugc tinh toan béng cach st dung do héip thu theo doi ¢ budc
song 280 nm
3.2 Ché tao kinh sinh hoc méd phéng peroxidase
3.2.1 Téng hop HNP

Hat nano HNP duoc tong hop tir hemin bang phwong phap thay nhiét trong méi trudng methanol.
3.2.2 Téng hop HNP BG

Bioglass dugc tong hop bang phuong phap sol-gel, véi cong thirc 64% Si02-31% CaO—5% P205 (tinh bang
mol%). Hat HNP duoc tich hop vao mang ludi bioglass bang phuong phap thuy nhiét twong tu nhu téng hop & budce
3.2.1.
3.2.3  Ddc diém ciu tric

Hinh thai dugc xac dinh bang thiét bi kinh hién vi dién tir quét (SEM, JSM 1T-200 Jeol) c6 dau do phd tan
sic niang lugng (EDS) dé phan tich sy phan bd nguyén td. Nhiéu xa tia X dugc thyc hién véi D8 Advance ECO
(Bruker AXS, Pirc) dé xac dinh tinh thé ctia san pham. Pho hap thu UV-vis dugc ghi lai bang may quang phd UV-
vis (UV-1900, Shimadzu, Nhit Ban). Phé huynh quang dugc ghi lai boi Fluoromax Plus C (Horiba, Nhat Ban).
33 Kiém tra hoat tinh twong tw peroxidase
3.3.1  Phép phan tich Pyrogallol

Phép phan tich pyrogallol dugc sir dung dé danh gia kha niang bat chudc tinh chit xUc tac cia peroxidase.
HRP enzyme duoc sir dung 1am chat d6i chiéu. Dua trén dong hoc ctia phan g oxi hoa pyrogallol, cac théng s6 vé
Km va Vmax cua HNP BG duoc tinh toan va so sanh voi gia tri tao ra boi HRP enzyme trong cting mét diéu kién.
Phép phan tich dugc thuc hién véi UV-vis (UV-1900, Shimadzu, Nhat Ban)
3.3.2  Phin irng oxi hoa dopamine

Phan tmg oxi héa dopamine dugc sir dung dé danh gia kha ning bat chude tinh chét cua peroxidase trong
viéc tao ra polydopamine. HRP enzyme dugc st dung 1am chat d6i chiéu. Phép phan tich duogc thuc hién voi UV-vis
(UV-1900, Shimadzu, Nhat Ban). Phan tich san phdm polydopamine dugc thyc hién véi UHPLC ultimate 3000 —
MSQ Plus.



34 Téng hgp hydrogel
3.4.1 Téng hop hydrogel tir alginate-cystamine-Pluronic ACP

Phén tan bot ACP vao nudc cit & ndng do khac nhau (0-20 wt%), khudy ¢ nhiét d6 10-15 °C. Dung dich
dugc 6n dinh ¢ 4 °C trong 24h trudc khi tao thanh gel ¢ nhiét ¢ phong.
3.4.2  Téng hop hydrogel thong qua lién két dopamine

Dung dich A: Dan xuat pluronic-DOPA (PDA) duoc phan tan trong nudc cit, va khéy O nhiét d6 10-15 °C.
Dung dich 6n dinh & 4 °C trong 24h. Nong do PDA tao hydrogel dugc khao sat tir 20 wt%.

Dung dich B: Dan xuét alginate-DOPA (ADA) dugc phan tan trong nudc cat, and khudy ¢ nhiét d6 phong.

Dbi voi PDA hydrogel, dung dich A dugc tron véi Ho0, trude khi bo sung thém HNP BG. Nong do PDA
két hop vé6i HNP BG détaora hydrogel dugc khao sat dua trén két qua tao gel ciia dung dich A trong diéu kién khong
bd sung tac nhan oxi hoa va xic tac.

DPdi v6i PDA-ADA hydrogel, dung dich A va B dugc trdn lai nhau, trong do néng do A duoc lua chon dua
trén két qua khao sat cia PDA hydrogel véi HNP BG va H,02, ndng do ADA thay ddi tir 0.1 - 2 wt%.
35 Panh gia vé hinh thai hoc ciia cac hé hydrogel

Hinh thai hoc & trang thai kho dugc danh gia bang SEM. Hydrogel & trang thai wét duge danh gia bang kinh
hién vi déng tiéu voi su hd tro ctia chit nhuém AO.
3.6  Kiém tra dic tinh nhay nhiét
3.6.1 Phwong phip dio nguwgc dng nghiém

Gia tri CGC va GT cua vat lidu tong hop dugc danh gia bang phuwong phéap dao nguoc 6ng nghiém thong qua
su chay cua dung dich polymer trong éng nghiém & cac diém nhiét d6 va nong do.
3.6.2  Phin tich tinh chat luu bién

Luu bién hoc dugc nghién ctru v6i Thermo HAAKE 6000 hozc TA Discovery HR 30.
3.7 Kiém tra kha niing hip thu nwéc va sy phan hiy

Kiém tra kha nang ha"ip thu nudc va sy phan hiy cua hydrogel dugc thyc hién véi DMEM, PBS 1x, va nudc
cat. Kha nang hip thu nu6c dugc danh gia thong qua su thay doi khdi lugng hydrogel theo thoi gian duge ngdm trong
moi truong khao sat. Su phan huty cua hydrogel dugce tinh toan dya trén su thay déi cua trong luong copolymer sir
dung tao hydrogel trudc va sau khi ngam.
3.8 Nghién ciru vé mang hoat chit va giai phéng hoat chit in vitro
3.8.1 Swmang hoat chit

Qua trinh mang hoat chét dugc thuc hién bang phuong phap nghién bi [266].
3.8.2  Phén tich giii phong hoat chit

Giai phong hoat chat dugc thuc hién bang phuong phap thim tach sir dung mang cellulose 3.5 kDa. Ham
luong hoat chat giai phong dugc phan tich bang phuong phap HPLC két hgp ELSD. Nghién ciru dong hoc qua trinh
giai phong hoat chét dugc thyc hién véi KinetDS 3.0.
3.9  Kiém tra doc tinh
3.9.1 Kiém tra déc tinh bang phuwong phdp nuéi ciy 2D

Dich chiét ctia hydrogel dugc sir dung trong nghién ctru nay. Phan tich SRB dugc sir dung dé danh gia vé
kha ning sdng sét ctia té bao sau khi tiép xuc vai dich chiét.
3.9.2  Kiém tra djc tinh bang phuong phdp nuéi ciy 3D

Té bao duoc tron chung voi copolymer tao thanh khéi hydrogel. Poc tinh cua hé dugc phén tich thong qua
k¥ thuat nhuém song chét, AO/PL
3.9.3  Kiém tra chifc ning té bao trong hydrogel

Kha ning di chuyén ciia té bao va kha niang bam mat dia sau khi dwoc nudi cay trong hydrogel duoc st dung
dé kiém tra chirc ning té bao trong hydrogel va dwoc kiém tra thong qua k¥ thuat nhuém huynh quang.
3.10  Kiém tra hoat tinh khang khuén

Hoat tinh khang khuén duoc danh gia bang phuong phap khuéch tan dia va phuong phép vi pha lodng.



3.11 Kiém tra hoat tinh khang oxi héa
3.11.1 Phép phan tich DPPH

Phép phén tich DPPH duoc danh gia thong qua gia tri hap thu ciia OD 517 nm.
3.11.2 Phép phin tich superoxide anion

Phép phan tich superoxide anion (0*") dugc danh gia thong qua ham lugng O~ san sinh tir t bao dai thuc
bao Raw 264.7 sau khi kich thich bang LPS bang kit cytochrome ¢ reductase.
3.11.3 Phép phin tich tinh trang stress oxi héa véi té bio BMSC

Phép phan tich dugc thuc hién voi dong té bao bi gay stress oxi hoa. Cu thé, té bao BMSC duoc gdy stress
oxi hoa bang H,0,. Sau d6, té bao nay dugc xir Iy véi cac mau test dé danh gia hiéu qua phuc hoi sau khi stress. Cac
gia tri dugc danh gia thong qua ndng dd nitric oxide (sir dung kit phan tich Griess) va sy ¢ mit ciia peroxynitrite (sir
dung chat danh d4u huynh quang J2™ PON Green 99)
3.12  Phép phan tich tin huyét

Phép phan tich tan huyét duogc st dung dé test vé do twong hop sinh hoc ctia hydrogel véi mau. Néu vat liéu
gdy hién twong tan huyét >10%, dugc danh gia 1a doc tinh.
3.13  Phép phan tich vé khoang héa sinh hoc
3.13.1 Khodng hoa sinh hoc trong moi truong sinh ly SBF

Hydrogel dugc ngam trong méi truong SBF theo mot thoi gian nhat dinh. Sau d6, hydrogel duoc thu lai va
d6ng kho. Phuong phap SEM két hop v6i EDS duoc st dung dé danh gia vé sy hinh thanh cta san phdm khoang hoa
trén bé mat hydrogel. XRD dugc st dung dé phan tich thanh phan tinh thé hinh thanh trén bé mit cta hydrogel sau
thoi gian ngam.

3.13.2 Phép phin tich khd ning cim iing tao xuong

Thi nghiém dugc tién hanh véi té bao hMSCs. Sau khi nudi céy té bao v&i mau thir nghiém, sy tich tu canci
thdng qua phuong phap nhuoém Alizarin Red duoc sir dung dé danh gia kha ning biét hoa xuong ciia té bao goc
hMSCs.

3.14 Nghién ciru trén dong vat

Nghién ctru trén dong vat dugc thuc hién ¢ dai hoc Khoa hoc Ty Nhién, Pai Hoc Quéc Gia TP.HCM va Dbai
hoc Y Dugc Thanh Phé Hb Chi Minh.

Chudt albino (CD-1 ICR, Coat Color White — Albino) va thé tring NewZealand dugc sir dung trong nghién
ctru, cung cip tir Vién Kiém nghiém thuéc TP.HCM.

3.14.1 Phép phan tich kich ing da

Quy trinh thyc nghiém dugc tién hanh theo hudng dan ciia ISO 10993-10:2010 (E).
3.14.2 Phép phan tich déc tinh

Doc tinh hydrogel duoc thuc nghiém thong qua phuong phap ti€ém dudi da, thyc hién ¢ Pai hoc Y Duoc
Thanh Phd HCM (Sé y dirc: 958/ GCN-HPDDNCTDV ngay 16/6/2023). Sau khi ciy dudi da, cac thong sd vé thanh
phan bach cau va dinh lugng protein phan tmg C (CRP) dugc d4nh gia dé dé danh gi4 tinh trang viém. MAu da chd
cdy dugc danh gia bang phuong phap nhuém mé hematoxylin—eosin (HE).

3.14.3 Thiét I3p mé hinh chugt ddi thdo dwong

Mo hinh chudt dai thao duong duogc thiét 1ap voi Streptozotocin (STZ) thyc hién tai dai hoc Khoa hoc Ty
nhién (S6 y dtrc: 79B/KHTN-ACUCUS ngay 30/06/2020). STZ duoc tiém theo dudng tinh mach don liéu. Liéu STZ
duogc xéac dinh thong qua phan tich ham séng sét Kaplan-Meier (KM) va nng d6 glucose mau ( do bang Accu Chek
Performa). Liéu STZ tao chudt v6i mirc dudng huyét > 250 mg/dL trong 14 ngay véi ty 18 sbt sot > 90% duoc lua
chon cho nghién ctru thir nghiém vét thuong.

3.14.4 Thiét I3p mé hinh vét thuwong bong trén chuét dii thdo duong

Chu6t bénh 1y dai thao dudng mang vét thuong bong duoc tao bang thanh st nong dudng kinh 0.5cm. Vét
thuong dugc diéu tri sau 2 ngay gy bong. Mau duoc tiém bang kim tiém 25G vai lidu lwong 0.4 mL/vét thuong. Vét
thuong dugc diéu tri 2 ngay/lan.



3.14.5 Ddnh gii qui trinh linh vét thuwong

Qua trinh lanh vét thuong dwgc ghi nhan vao mdi 2 ngay. Thude kep va hinh anh vét thuong duoc chup lai.
Dién tich vét thuong dugc udce tinh thong qua cac quy trinh da cong bd trong tai lidu [71, 72]. Nghién ciru vé giai
phﬁu md hoc dugc thuc hién véi H&E, va Masson’s trichrome (MT). Thi nghiém nay dugc thuc hién & Khoa Giai
phﬁu bénh- Bénh vién Pai hoc Y dugc Thanh phé HO Chi Minh. Sy tai tao 16p biéu mo duoc danh gia thong qua do
day 16p biéu bi da voi phan mém AxioVision 3.0. Ham luong collagen trong 16p trung bi danh gia bang phan mém
ImageJ.
3.15 Phan tich sd liéu

OrginPro2022B va Graph-Pad Primes 2021 dugc sir dung dé phan tich s6 liéu. Cac dit liéu duoc thu thap tir
it nhat 3 1an ldp lai. Su khéac biét dugc xac nhan néu gia tri p tra vé nho hon 0.05.
CHUONG 4: TONG HOP HYDROGEL NHAY CAM NHIET TU ALGINATE VA PLURONIC BANG KY
THUAT GHEP MACH UNG DUNG LAM LANH VET THUONG BENH LY PAI THAO PUONG

4.1 Phin tich ciu triic co-polymer ghép alginate-pluronic

Pluronic F127 dugc ghép 1én mach alginate thong qua cau ndi cystamine, nhu hinh 4.1A. Cystamine dugc
gan 1én mach alginate sir dung EDC/NHS, tao thanh dan xuét alginate mang nhém chirc amine, ky hiéu alginate-
cystamine (AC). Dé gin pluronic 1én ciu tric AC tai vi tri nhom amino, nhém hydroxyl ¢ d¢au mach cua pluronic
dugc oat hoa véi p-nitrophenyl chloroformate (NPC) dé hinh thanh nhom chirc p-nitrophenyl carbonate, ky hiéu
NPC-F127. Nhoém p-nitrophenyl carbonate trén NPC-F127 la nhom nhay cam manh vdi nhém amino trén AC hinh
thanh lién két urethane bén. Phan ung giira NPC-F127 va AC dugc dién ra trong méi trudng nude ¢ nhiét do phong.
Céu trac hoa hoc cua vat liéu dugc phan tich bang FT-IR, 1H-NMR and UV-vis.
4.1.1  Phan tich c4u tric tién chit alginate, alginate-cystamine

Alginate-cystamine (AC), cic nhom carboxyl trén mach Na-alg duoc chuyén hoa thanh O-acylurea c6 kha
nang phan tmg nhanh vai cac amin bac mot [56]. FT-IR duoc sir dung dé xac nhan sy chuyén d6i nhom carboxylic
trén quy trinh Na-alg (hinh 4.1 B). Pho FT-IR ctia Na-Alg: 3411 cm™ d6i voi nhom hydroxyl (-OH), 2923 cm'* d6i
v6i aliphatic (CHz), 1619 cm™ va 1412 cm-! dbi v6i do gian dbi xing va bat d6i ximg (-COO- ), twong tng [57].
Viing 1294-815cm-1 ¢6 mét s6 dao dong ddi dic trung cia cac nhom chire ete (C-O-C) trong lién két glycoside [58].
Dinh dao dong trong ving 890-815 cm™! thudc vé lién két C-C va C-O trong axit mannuronic [59] trong khi sy xuat
hién ciia vong pyranoid trong axit guluronic duoc dic trung ¢ 1294cm™-1037cm [57]. Sau khi bién tinh voi
Cystamine, phén 16n dic tinh cia Na-alg (O-H, C=0) van dugc thé hién trén phé FT-IR cua AC. Tuy nhién, su dich
ctia cac nhom cacboxyl ddi xtng va bat ddi xing xudng ving song thap hon so véi Na-Alg tinh khiét, cho thiy su
tuong tac ctia cac nhom amin trén cac nhém cacboxylic [60]. Pho cho thiy tin hidu dao dong cua lién két amine bac
1, cing v6i dao dong nho cua lién két SH ¢ 2298-1960 cm™. Pang cha y, ddu hiéu nhan biét & bude séng 1700 cm'™
va 1243 cm't cho thdy cac dai hap thu dic trung ctua dao dong N-C=0 (amine 1) va N-H, cho thdy sy amid hoa cia
nhom cacboxylic cta cac phén tir alginate [61]. Su thanh cong quy trinh tdng hop AC tiép tuc duoc khing dinh qua
ph6 1H-NMR trén hinh 4.1D. Ca hai dinh proton dic trung ciia Na-alg va Cystamine déu duoc thé hién trén phd 1H-
NMR. Pho hién thi proton ctia don vi guluronic (H1-G) va don vi mannuronic (H1-M) & & = 5,05ppm va & = 4,45ppm
[62,63]. Bén canh d6, su dich chuyén héa hoc cua proton C-5 trén don vi guluronic (H5-G, 6 6= 4,37ppm) va don vi
mannuronic (H5-M, 8=4,20ppm) [64], dic trung cla alginate ciing duoc phat hién trén phd AC. Ngoai ra, phd con
thé hién céc tin hiéu 6 8= 3,1 ppm (Ha) va 8= 3.4 ppm (Hb), dic trung tin hiéu cta cystamine, -CH2CH,S- va -
NHCH,CH,S-, giup khiang dinh su thanh c6ng trong qua trinh tong hop dan xuét alginate-cystamine AC [65]. Thong
gua TNBS, ham lugng amin dugc bién tinh trén bé mat alginate 1a 54,70+0,36 mg/g AC, hi¢u sut quy trinh dat
78,04+2,31%.
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Hinh 4.1: 4) So do thiét ké quy trinh tong hop copolymer ghép tir Alginate va pluronic F127. B) Phé FT-IR
cia polyme tién chat (cystamine, Na-alg) va polyme thu dwoc (Na-alg-cys va ACP). Phé 1H-NMR ciia C) pluronic
hoat hoa, D) alginate-cystamine va E) copolymer ghép ACP.

4.1.2  Phan tich ciu tric tién chat pluronic, pluronic-NPC

Nhém hydroxyl ctia F127 dugc kich hoat bang pNPC va ciu triic hoa hoc dugc trinh bay trong hinh 4.1C.
Phd 1H-NMR cho thiy su dich chuyén héa hoc ctia cac proton trong vong thom ciia p-NPC & §=7,41ppm (H2) va
8=8,29ppm (H1). Tin hiéu proton ctia khdi PPO cua Pluronic F127 ¢ & =1,15 ppm (H4, nhoém metyl( -CH3)) va &
=3,41ppm (H3, nhém methylene (>CHy), trong khi proton ctia —CH, —~CHz— ctia Khéi PEO & mire 8=3,67ppm. Ngoai
ra, do dich chuyén héa hoc & 5=4,44ppm (H5) duoc gan cho proton trén nhdm methylene trong lién két este v6i p-
NPC, CH,-O-NPC. Chuyén dich hoéa hoc tai § =4,22ppm twong (g véi proton methylene ctia CH,—~CH,—O-Ami,
khang dinh sy thanh cong trong budc tong hop thir 2.
4.1.3  Phin tich ciu triic co-polymer ghép alginate-pluronic

Viéc tong hop thanh cong ACP dugc khiang dinh bang phd FT-IR va phé 1H-NMR (hinh 4.1). Copolymer
ACP thé hién tat ca cac dinh dic trung dién hinh c6 trong phd FT-IR cua AC. Sy xuét hién cta pluronic trén mach
AC giy ra sy thay d6i cuong do kéo dai ctia cac nhoém este (C=0) va nhom hydroxyl (OH). Chimg minh su hinh
thanh lién két hoa hoc giita pluronic va Na-alg-cys thé hién qua dao dong bién dang cua lién két NH va dao dong kéo
gidn ctua CN trong phd FT-IR cua chit dong tring hop ACP. 1H-NMR di duoc st dung dé xac nhan thém két qua
nay). 1H NMR (Hinh 4.1E) x4c nhan qua trinh téng hop thanh cong copolyme ghép ACP (600 MHz, d-H0):
pluronic F127 (8=1,04 ppm ddi voi CH;z (1) trén khdi PPO, 8=3,702 ppm d6i voi CH2 (2) trén khéi PEO) [10,66] ;
alginate (8=5,02 ppm (H1), 4,46 ppm, 4,39 ppm dbi v6i proton axit guluronic, 5=4.,43, 3,91 ppm ddi véi proton axit
manuronic)10; Cystamine (6=2,99 ppm (a), 3,37 ppm (c) d6i véi methylene (-CHy)) [67]. V& ham lugng nhom amin
con lai tinh toan théng qua phan tmg thir TNBS, hiéu suat phan tmg ghép cua pluronic hoat hoa 1a 44,47+0,74%.
4.2 Piéu ché hydrogel nhay nhiét tir copolymer ghép alginate-pluronic
421 Anh huong ciia alginate dén tinh chit nhay nhiét ciia hydrogel thu dwgc

Mat d¢ ning lugng két dinh (cohesive energy density) 14 thuat ngit trong luu bién dé xac dinh mat do lién
két ndi phan tir trong vat lidu [68-69]. Mat d6 nang lugng két dinh cta pluronic F127 dugc cai thién sau khi ghép 1én
mach alginate. Mat d¢ ning luong két dinh ctia dung dich pluronic F127 (20wt%) & 35°C la 28,8 Pa. Sau khi ghép
1én mach alginate (ACP véi pluronic chiém 87,5%), ning lugng két dinh duoc cai thién gép 1655 lan. Tuy nhién, khi
ty 18 alginate ting 1én (ACP v&i pluronic chiém 83,33% khdi lugng), mat do nang luong két dinh giam. Mat do ning
luong két dinh con 158,84 Pa, giam khoang 300 lan so v6i APC tir pluronic 87,5%.
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Hinh 4.2: Cdc théng sé dan héi nhét cia hai ACP (20 % wt/wt) véi ty 1é pluronic la A) 83,33% hodc B)
87,5%, thuwc hién & tan s6 goc c6 dinh 1,0rad/s, & 2 diéu kién nhiét do. Su bién thién ciia giatri G’va G’ cua ACP
(ham lwong pluronic la 87.5%) véi cdc nong dg khac nhau (wt/wt). C) 13%, D) 15%, C) 17% va D) 20%.

Bén canh mat d¢ nang luong két dinh, thong s6 vé do nhét cua vat liéu ACP phu thudc vao ham lugng
pluronic F127 trong mau copolymer ghép (Hinh 4.2 A-B). Khi ham lugng pluronic ghép & muc 83.33%, ving LVE
duy tri & khu vire ¢6 luc bién dang cét cuc thip, dudi 2% khi & nhiét do 45°C, va dudi 4% khi ¢ nhiét d6 35°C. Dung
dich copolyme ACP ¢ ty 1& nay ton tai & trang thai chat 1ong nhét dan hoi & 35°C, cho thiy rang dung dich nay khong
thé hinh thanh giai doan gel & nhiét ¢ dudi 37°C miac di ndng do copolyme ciia né 1én téi 20 wt% nhu trong Hinh
4.2A. Mot sy thay doi bién d6 trong ving LVE da duoc quan sat thay khi phan khéi lwong cuia pluronic F127 ting
1én 87,5%. Vung LVE la 3,8% & 35°C va 8,4% & 10°C. Ngoai ra, v6i 87,5% pluronic F127 trong phan tng ghép
(hinh 4.2B), gia tri m6 dun ton hao G' 16n hon gi4 tri mé dun du trit G' & 35°C, khang dinh rang tai thoi diém bat dau
thi nghiém, cau trac thuong tang hinh thinh mot mang ludi ba chiéu nhit quan70. Nhiing két qua nay phu hop véi
mat do nang luong gan két. P& hiéu rd hon vé tac dong cua alginate, ndong do gel t6i han cua pluronic F127 nguyén
chit da duoc xac dinh. Sy chuyén tiép sol-gel ctia pluronic F127 & 20 wt% la 20,01°C. Nhiét do t6i han ciia gel (GCT)
nay dugc chuyén 1én diém cao hon khi két hop alginate. Vi dy, véi ACP véi pluronic 83,33%, GCT ¢ 44,89 °C, trong
khi ACP véi pluronic 87,5% thiét 1ap GCT cuia & 35,1 °C. Céc gia tri GCT phu thudc vao ham lugng F127. Sy ting
ndng do alginate 1am cho hé thong ua nudc hon do ban chit cua alginate [39,71]. Luong alginate cao hon lam ting
mat do lién két hydro véi cac phan tir nudc va sau d6 1am ting enthalpy cta qua trinh khir nuée [13,72,73]. Su hién
dién cua alginate can tré ca su sap xép lai cau trac ban dau ctia cic mixen va su dong goi tiép theo dé tao thanh cau
trac gel dugc dong goi, co trat tu [72,73]; do do, nd lam tang sy tao gel cta nhiét d6. Do chi c6 ACP vai 87,7%
pluronic biéu hién gel trong khoang 30-37°C nén copolyme ghép nay dugc sir dung cho nghién ctru tiép theo.

422  Anh huéng ciia néng dg copolyme dén qui trinh chuyén sol-gel ciia hydrogel

Su anh huéng cua ndng do copolymer ghép dén nhiét dd chuyén pha sol-gel dugc khao sat théng qua phuong
phap luu bién hoc véi phuong trinh dong hoc d6 nhét dan hdi theo nhiét do, va két qua duogc trinh bay trong hinh
4.2C. Nhiét d6 gay chuyén dbi sol-gel ctia dung dich ACP phu thudc vao ndng do ACP. Khi ndng d6 copolyme ting
tir 13 %wt |1&n 20 %wt, nhiét 46 cam tmg Tgel giam. Cu thé, & muc 13 %wt, Tgel 1a 41,2 °C, va giam xudng 35,1°C
khi néng do ACP dat 20 %wt. Hon nira, gia tri t6i da cuia G' tuan theo su tuyén tinh cua néng do, diéu nay dugc cho
1a do d6 linh hoat cu truc ctia copolyme ACP giam & ndng do cao hon [72,73]. Tang nong d6 ACP dan dén mat do
tuong tac ky nudc cao hon; do d6, dan dén mat do nang luong két dinh s& cao hon, d nhét cua vat liéu cling duoc
tang 1én. Hon nita, hoat dong cua pluronic khi phan Gmg véi sy thay ddi nhiét d6 gay ra su gap nép cua khung alginate,
tao ra vang ky nuéc hon [74,75]. Twong tu nhu qua trinh tao gel do gy nhiéu trong cac hé théng Pluronic thuin tay,
qua trinh tao gel nhiét trong hé théng ACP c6 thé 1a do su di chuyén cua cac mixen trong tai gap alginate [75]. Sau
d6, n6 c6 kha ning luu trit nang lugng bién dang ciing nhu khir gel ding hudng [76]. Do d6, ndng do ACP cao hon
doi hoi nang lugng nhiét thép hon dé tao ra su téng hop ACP; do do, dat dugc Tgel thép hon.
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Hinh 4.3: 4) Hinh anh cia dung dich ACP (20 %wt) pha trong cdc méi triueong khdc nhau (nuwée DI, DMEM
va PBS) khi ddt ¢ 2 diéu kién nhiét do khdc nhau, dwéi 20°C va trén 30°C. B) Nhiét dg chuyén tiép sol-gel ciia
hydrogel ACP dwoc diéu ché trong cdc méi truong khdc nhau (nwée DI, DMEM va PBS) bang phirong phdp ong
ddo nguoe. C) Piém chuyén pha, Tgel, xdc dinh bang phirong phdp luu bién.

423 Anh huong ciia méi truomg sinh ly dén qud trinh chuyén sol-gel ciia hydrogel

Bén canh sy anh hudng ctia ndng do, anh hudng ctia moi trudng sinh 1y 1én qua trinh hinh thanh hydrogel
ctia hé ACP duoc khao sat. Theo hinh 4.3 A, ¢ ndng d6 20 %wt, ACP phan tan t6t trong cac méi truong sinh 1y
(DMEM va PBS) 14n trong méi truong nude DI va dé thé hién hién tuong chuyén ddi sol-gel khi ¢ sy thay dbi cua
nhiét d6. Dong thoi, khong co su khac biét vé hién twong chuyén tiép sol-gel duoc ghi nhin ¢ cac nong do ACP khac
nhau (hinh 4.3B). V& mait luu bién, su thay d6i v& dung méi phéan tan ACP gy ra bién d6i nho vé gia tri Tgel cua
ACP (hinh 4.3 C). ACP (20 %wt) phan tan trong nudc DI c6 gia tri Tgel tai 35,1°C. Tuy nhién, trong moéi truong
sinh Iy (PBS, 7.4 hoic DMEM, diém Tgel din ra ¢ nhiét d6 thap hon khi so véi méi truong nude DI. Diéu nay c6
thé 1a do sy twong tac ciia mach alginate v4i ion trong méi trudng sinh 1y [60, 65, 77-78]. Khi ACP dugc phan tan
trong cac moi truong nay, ion s& khuéch tan vao mang luéi ACP va tao thanh cac cdu ndi ion, giam enthapyl cta qua
trinh hydrate hoa, qué trinh phan pha cia pluronic F127 tré nén dé dang hon [77-78]. N6i cach khéc, do céc tac nhan
cation trong mdi truong dém, mat d6 nudc xung quanh Pluronic bi gidm di [79], cac phan doan PPO trd nén ky nude
hon va it phan cuc hon [80], tao nén tang cho viéc thuc ddy qua trinh tao gel. Do do, Tgel thap hon. Trong pham vi
ndng do va tat ca dung moéi duoc thir nghiém, ACP hydrogel (20% wt/wt) co thé 1a chét liéu phu hop véi ing dung
pha trién vat liéu tai tao mo.

4.3 Panh gia kha ning mang té bao ciia h¢ hydrogel ACP

Nguyén bao sgi dugc cdy vao trong ma tran hydrogel ACP dé chimg minh mau khung xuong ngoai bao thiét
ké tbt cho cac mo chuyen biét. Sau 48 gio nudi cay, ty 1¢ song sOt cua nguyen bao 501 la khoang 96,7 + 3,5%, dugc
woc tinh bang s lugng té bao bat mau xanh trén té bao bat mau do. Ddi véi nudi ciy lau dai, trén 90% nguyén bao
soi chii yéu duoc nhuém mau xanh 14 cdy, ching to rang hau hét cac té bao déu co sdng sét. Noi cach khac, diéu nay
cho thiy cac té bao dugc nudi cdy trong diéu kién tot. Sau 24 gio 1, cac té bao BJ bam vao thanh hydrogel ACP, sinh
s0i va md rong trong cau trac khung xwong ACP sau 120 gio. Su phét trién cta té bao nguyén bao soi ting nhanh va
tao thanh mang ludi phan 16p bio hoa trén co s nén hydrogel sau 168 gio (Hinh 4.4 A). Hon nita, hinh thai cta
nguyén bio sgi nudi cdy bén trong hydrogel ACP kéo dai, diéu nay hiém thay trong diéu kién nuéi cay 3D [81]. Su
kéo dai clia qué trinh nudi cdy nguyén bao s¢i bén trong hydrogel di duoc bao cao véi hé théng hydrogel hinh thanh
v6i cac tin hidu sinh hoc nhu alginate hydrogel duge bién tinh bang RGD peptide [82] hoic hé thong hydrogel hinh
thanh bang céac vat liéu dan xudt ECM nhu gelatin [83] hodc collagen [84]. Trong nghién ctru nay, mat do nguyén
bao s¢i kéo dai ¢ 120 gio va 168 gio cao hon so vai hydrogel 3D da dugc thiét 1ap trong cac nghién ciru khac, Xac
nhan ring ACP hydrogel bat chude ciu trac ECM.
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Hinh 4.4: A) Nguyén bao soi tir da nguoi (BJ) dwoc cdy trong ACP hydrogel ¢ 48 gio, 120 gio va 168 gio.
Cdc té bao dwoc xir Iy bang phirong phdp nhuém kép AO/PIL. Kich thuéc hinh: 100um, PG phong dai 200x. B) Hinh
danh huynh quang theo truc Z ciia té bao di chuyén ra khoi giot hydrogel (20ul). Vong tron thé hién sw hinh thanh ciia
cum ACP, cac miii tén mau xanh dwoc sw dung dé xdc dinh té bao di chuyén khoi hé hydrogel.

Tiép theo, cac té bao tir cac cum ACP giai phong ra va phat trién lai hinh thai hoc nguyén ban ciia nguyén
bao soi (Hinh 4.4B). Hon nita, cac té bao nay di thiét 1ap 16p té bao hop luu trén bé mit dia nudi cay vao ngay nudi
cdy thir 5. Quan sat nay c6 thé xac nhan rang khung xuong ngoai bao ACP cung cdp mot mdi trudng vi mé thuan loi
cho su két dinh, lan rong va tang sinh cua té bao. Do do, hydrogel ACP ¢6 thé duogc ap dung dé tai tao mod [85].

4.4 Khi niing két hop da hop chét hoat tinh trong hydrogel trong ing dung hd trg qua trinh chira lanh
vét thwong mé hinh dai thao duwong
4.4.1 Xdc dinh néng dé hoat chit

bé xac dinh duoc néng d6 hoat chat (L-arginine va resveratrol) nén dua vao h¢ hydrogel, cac h¢ don duoc
diéu ché trudc. Véi resveratrol, day la chit kém tan trong nudc, do vay, néng d6 tdi da resveratrol tai duoc trong hé
duoc xac dinh dau tién. Hé ACP mang dugc toi da dwoc 22.12 + 1.26 % resveratrol (tirc 221.2 ug cho 1 mg ACP).
Hé R-ACP (resveratrol- ACP hydrogel) & ham lugng resveratrol t6i da khong gy doc tinh cho nguyén bao sgi. Thém
vao do6, nang hoa resveratrol vao hé ACP khong 1am thay d6i kha ning chuyén pha sol-gel theo nhiét d6 cua hé. Do
d6, hé ACP duoc thiét ké vai resveratrol & nong do 50 va 100pug/mg ACP polymer, ky hiéu 1a R10-ACP va R20
ACP.

D6i v6i L-arginine, ham lugng arginine khao sat nim trong khoang tir 50-200 pg/mL. Tuy nhién, ACP
hydrogel dugc bd sung L-arginine (A-ACP) c6 hién tugng gy doc voi nguyén bao soi khi sir dung & ndng do cao.
Mat d6 ciing nhu hinh thai hoc ciia nguyén bao soi nudi cdy trén nén ACP gel ¢6 bd sung L-arginine & ndng do 50
hay 100 pg/mL tuong tu nhu miu chimg. Tuy nhién khi ndng d6 L-arginine ting 1én 150 pg/mL, nguyén bao soi cho
thdy su thay doi vé hinh thai hoc, trang thai dugc ghl nhan khi té bao bi stress [196]. Tin hiéu apoptotic (tin hleu té
bao chét theo chwong trinh) biéu hién nhiéu ¢ cic mau nguyen bao sgi nudi cay véi hydrogel chira L- argmme o nong
d6 cao. Hydrogel chtra arginine (A-ACP hydrogel) cho thiy sy thay d6i khoang pH ctia méi trudng nudi cdy. O ndng
d6 L-arginine ¢ 50 hay 100 pg/mL, gia tri pH nam trong khoang 7.2-7.4, trong khi gi4 tri pH >8 dugc ghi nhan khi
nong d6 L-arginine vuot ngudng 100 pg/mL. Cac tai liéu da chimg minh sy anh hudng ciia pH ciia mang bang vét
thuong 1én qué trinh lanh cua vét thuong [197-198]. Mbi trudng tai vét thuong qua kiém giam su két tap cua té bao,
do d6 kéo dai qua trinh lanh vét thuong, dic biét 1a vét thwong khé lanh nhu vét thuong trén bénh nén dai thao duong
[197]. Trén co s& ndy, nong do cia L-arginine st dung trong toan bd nghién ctru 1a 100pg/ml.

Dua trén cac két qua trén, hé tai kép duoc thiét 1ap véi AR 10-ACP (resveratrol: 50 pg/mg ACP copolymer,
L-arginine: 100ug/ml) va AR20- ACP (resveratrol: 100 pg/mg ACP copolymer, L-arginine: 100ug/ml).

442 Anh huong ciia hoat chit Ién dic tinh nhay nhiét ciia hé ACP hydrogel.

Theo phuong phap dao nguoc dng nghiém, ca AR10-ACP va AR20- ACP déu cho thay kha ning chuyén doi
pha sol-gel theo nhiét d, cu thé mau chuyén thanh hydrogel khi nhiét d¢ trén 300C va chuyén thanh dang l6ng khi
dugc dat trong moi truong lanh (Hinh 4.5A). Két qua nay duge khang dinh lai trong phép do Iuu bién (Hinh 4.5 B).
Tuy nhién, khi dua hoat chat vao trong gel, tinh chat luu bién cta vat liéu ACP hydrogel bi anh huong. Viéc tai
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resveratrol vao trong hé, nhiét do chuyén pha (Tgel) dién ra ¢ nhiét do thap hon. Nhiét d6 chuyén pha cia ACP
hydrogel tir 35.01 °C chuyén xubng 31.97°C khi c6 mit 50 pg/mg resveratrol (R10-ACP) trong cau trac. Khi
resveratrol & ham luong cao hon, 100 pg/mg (R20-ACP), nhiét d6 chuyén pha & 31.16°C. Thém vao d6, gia tri modun
tich lily ciing ting 1én dang ké khi resveratrol dugc tai vao hé, didu nay twong tw voi cac nghién ciru trude vé viée tai
c4c hoat chat co tinh ky nudc vao hydrogel [12, 50, 202]. Resveratrol 1a hop chit kém tan trong nude, do vay, khi
dua vao hé, mat d6 ky nudc sé duoc ting 1én dan dén khoang cach gitra cac PPO tap Kkét giam, nhiét do can thiét dé
thiic ddy qué trinh hyrate hoa giam, nhiét d6 chuyén pha giam trong khi gia tri modun tich liiy dugc ting lén [12,
202]. Nguoc lai, tai L-arginine, nhiét do can dé qué trinh chuyén pha dién ra tang 1én (Hinh 4.5B). L- arginine la
amino acid wa nudc, va cé dién tich duong [134]. L-arginine tao tuong tac tinh dién voi nhom carboxylate trén
alginate trong cau tric ACP. Sy giam cua gia tri modun tich lily cia ACP hydrogel sau khi tai L-arginine chimg to
tuong tac tinh dién du manh dé can thiép vao qua trinh hydrate héa ctiia nhom PPO [202], do d6 nhiét d6 cao can thiét
dé thuc day qua trinh dé tao hién twong chuyén pha sol-gel. Ddi v6i hé kép, nhiét do chuyén pha cua hé thé hién su
diéu hoa giita arginine va resveratrol. Nhiét do chuyén pha cia R10-ACP tang tir 31.97 °C dén 34.04 °C khi L-argine
duoc tai vao cung (AR10-AC). Piéu nay ciing tuong tu v6i mu AR20- ACP. Chimg t6, resveratrol c6 thé lam iamr
su anh huong cta tuong tac tinh dién giira L-arginien va alginate, 1am nhiét do chuyén pha ctia R-ACP hydrogel pha
hop véi cac ung dung y sinh.
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Hinh 4.5: 4) Hinh anh khdo sdt qud trinh chuyén tiép sol—gel thudn nghich cia ACP hydrogel véi cdc chdt
tai khéc nhau trong ACP hydrogel va B) nghién cieu tinh lueu bién trong diéu kién nhiét dg dao dong (bién dang =1%
vd tan s6 = 10rad/s): A-ACP hydrogel ; Hydrogel R10-ACP; R20 - hydrogel ACP; AR10 — hydrogel ACP; AR20 —
hydrogel ACP. C) Hinh thdi cia cdc hydrogel nay thu dwoc bang kj thudt SEM véi dg phong dai = 100, SED =
10KeV. Nghién ciru qud trinh phong thich D) arginine va E) resveratrol tiw ACP hydrogel dwoc theo doi trong 12 gio
ddu tién.

Chu tric xp cta hydrogel ACP duoc duy tri dn dinh méc du c6 bd sung L-arginine, resveratrol hay ca hai.
Do su khac biét vé tinh chét cta arginine va resveratrol, ngudi ta di quan sat thdy hinh thai nhé gon lién két véi cac
16 chan 1ong khac nhau. Véi viéc bd sung L-arginine, mot s6 bo fibril 16 ra trong kénh xuyén thau, boc 16 lién két
phéi hop ion giita xuwong sdng alginate va L-arginine. Trong trudng hop resveratrol, su sip xép noi bd ciia mang ACP
van dugc gitr nguyén; tuy nhién, ¢ cdu trac x6p nhé gon hon céu tric nguyén chat. Dy c6 thé 1a két qua cua viéc
bd sung kiéu lién phén tir ky nude cua resveratrol va ving ky nudc cia mang ludi hydrogel ACP, do d6 tao ra lién
két ngang chit ch& hon giita cac mixen nay.

%

443  Dinh gii qui trinh gidi phéng hoat chit

Céu hinh giai phong ciia c4 arginine va resveratrol di dugc nghién ciru rong rdi (Hinh 4.5D-E). Cac md hinh
dong hoc giai phong thude tir nén polyme [90,91] nhu bac 0, bac 1, Higuchi, Hixson-Crowell, Korsmeyer-Peppas va
dang bién tinh theo thoi gian dugc trinh bay trong Bang 4.1. Ca arginine va resveratrol déu dwoc giai phong tuong
d6i nhanh trong 2 gid dau tién va sau d6 cho thiy sy giai phong kéo dai. Nhu duoc trinh bay trong bang Al,
Korsmeyer-Peppas da duogc sira ddi ¢6 tiém niang 16n hon dé duoc st dung 1am mé hinh dy doan cho Arginine tir

ACP hydrogel. Pang chua y, L-arginine 1 phan tir va nuce. Cac phan tir L-arginine duoc wu tién dinh vi tai hodc gan
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bé mit hydrogel. Do d6, khoang 30-40% arginine d bi r0 ri ra khoi hé théng ACP trong 2 gid ngam. Tuong tur,
arginine tir hé thong tai kép, Korsmeyer-Peppas dd duogc sira ddi, hoat dong t6t hon tit ca cac mau di duoc thu
nghiém. Viéc sir dung resveratrol cing v6i L-arginine khong c6 anh huéng dén thoi gian giai phong ban dau (tlag
cho A-ACP, AR10-ACP va AR20-ACP lan lugt 12 0,23 gio, 0,26 i va 0,24 gi%). S6 mii khuéch tan n déu dudi 0,45
trong moi trudng hop, xac nhan didu tuong ty trong co ché giai phong L-arginine.

Bang 4.1: Dong hoc qua trinh giai phong
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Diéu thi vi 13, gid tri hé s dong k ctia arginine tir hé thong kép thap hon nhiéu so v6i hé thong don, xac
nhan anh hudng cua resveratrol trong viéc giam tdc do giai phong L-arginine. D6i v6i hé thong resveratrol, bang
cach so sanh gia tri Tiéu chi thong tin Akaike (AIC), md hinh Zero-order va Korsmeyer-Peppas la m6 hinh dugc uva
thich. Béi vi tat ca s6 mii khuéch tan n ciia R10-ACP va R20-ACP déu nam trong khoang 0,43-0,85, cho thdy rang
su giai phong resveratrol bj anh huéng boi ca ma tran khuéch tan va truong n6[90]. Cac mé hinh giai phong thude
dé mo ta hanh vi giai phong resveratrol tir hé thong nap kép , AR10-ACP va AR20-ACP, tuong ty nhu hydrogel
R10-ACP va R20-ACP. Ngoai ra, s6 mii khuéch tan dugc dé xuat rang viéc giai phong resveratrol tir nhiéu hé thong
kép phu thudc vao khuéch tan phi Fickian (0,43<n<0,85) 91. Tuy nhién, hang sb van chuyén (K) dbi véi hé thng
nap resveratrol don 1é cao hon nhiéu so véi resveratrol tir hé thong kép. Hién tuong nay twong ty nhu viée giai phong
L-arginine tir hé théng kép. Ddi v6i hé thdng R-ACP, mat d6 ving ky nudc trong hydrogel ACP tang Ién sau khi
dong goi resveratrol [10]. Sau khi ngdm trong dung dich dém giai phong, nudc khuéch tan vao mang, giy ra qua
trinh hydrat hoa cac Vung nay; do do, resveratrol c6 thé d& dang thoat khoi [71] Su hd tro clia L-arginine trong cu
trac vi mé ¢6 thé cung cap thém mot hang rao chin cho resveratrol. Do d6, cdu hinh giai phong resveratrol trong hé
théng kép da duogc diéu chinh mot cach phu hop.
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444  Tidc dung hiép Irc ciia L-arginine va resveratrol trong hoat tinh chéng oxy hoa
4.4.4.1 L-arginine kiém soat toc d triét tiéu gac tir do cua resveratrol

Thir nghiém gbc 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH) duoc thyc hién dé kiém tra kha nang triét tiéu goc
tu do cta hydrogel chiic ning bang cach kiém tra ndng d6 gbc tur do cia DPPH tai budc song 517 nm, va két qua
dugc trinh bay trong hinh 4.6 A-B. Do c6 su tham gia ctia cic phén tir sulphhydryl trong ciu tric copolyme ACP, 1a
chat loai bo gbc tu do hidu qua [92,93], hydrogel ACP thu duoc thé hién kha ning chdng oxy héa day hira hen. Két
qua cho thay rang viéc bd sung resveratrol hodc L-arginine cho thay kha ning triét goc tw do vuot trdi hon so véi
ACP hydrogel (Hinh 4.6A-B). Sy két hop giita L-arginine va resveratrol mang lai chién lugc cin bang qua trinh tiéu
diét géc tu do. Vi resveratrol don 1€, hoat dong triét ti€u dién ra manh tai thoi diém 8 gio. Bb sung L-arginine, tde
d6 loai bo gdc tu do cuia hé resveratrol hydrogel thap hon gan hai 1an so véi hé thong don 1é (p= 0,00248, R10-ACP
so véi AR10-ACP; p=0,00493, R20-ACP so véi AR20-ACP). Hoat tinh triét goc tur do cia AR-ACP hydrogel va R-
ACP hydrogel c¢6 hi€u qua twong duong nhau sau 96 gio u (p=0,11688, R10-ACP so véi AR10-ACP; p=0,62544,
R20-ACP so voi ARZO—ACP)
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Hinh 4.6: A) Mau cia dung dich DPPH (0,5 mM) thém vao khi u véi cdac hydrogel ACP khdc nhau ¢ cdc
thoi diém khdc nhau (khung mau xanh lé cdy la 16p hydrogel). B) Phan tram DPPH tu do dwoc loai bé bang hydrogel
ACP so v6i mau khong dwoe xvr Iy. Ham liong superoxide anion (02-—) tao ra trong té bao RAW 264, 7 1 véi hydrogel
ACP 6 hai thoi diém: 24h va 48h khéng c6 C) L- name (chat ke ché NOS) va D) ¢é L-Name. Téc dung ciia hydrogel
AR-ACP doi véi mé hinh té bao stress oxy héa ciia qud trinh oxy héa do H202 géy ra. E) Hinh minh hoa mé hinh té
bao. Nong dg F) superoxide anion (02-—) va G) NO gidi phéng tir té bao binh thuong va té bao bi stress oxy héa khi
Ul v6i cdc ACP hydrogel sau 24 gio (n = 3 thi nghiém riéng 1é). H) Céc té bao dwoc nhudém bang chat chi thi DAX-
J2 PON (Xanh) ddc trung cho peroxynitrite (ONOO—) va Hoesch (Xanh lam) cho nhdn té bao. Dit liéu digc thé hién
duci dang trung binh £ SEM. Sy khdc biét dang ké dwoc phat hién bdng ANOVA mét chiéu véi thir nghiém so sanh
nhiéu lan cia Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Khoang trong ACP (chimg), A (A-ACP), R10 (R10-ACP),
R20 (R20-ACP), AR10 (AR10-ACP), AR20 (AR20-ACP).
4.4.4.2 Resveratrol ngdn chdn Viéc tao ra superoxide anion trong cac té bao mién dich b; kich viém

02— 1a ROS du tién dugc tao ra boi cac dai thuc bao khi tiép xtc v6i nhiéu loai kich thich kich hoat (vi dy:
LPS, cytokine, cac yéu td ting trudng va cic manh mang vi khuan) [94,96,98]. Do d6, dé xac minh liéu hydrogel
dugc thiét ké c6 thé co kha ning loai bo hoat dong ROS noi bao hay khong, viéc tiéu thy san pham 02— trong cac
té bao Raw 264,7 dugc kich thich viém duoc thyc hién. Sy hinh thanh O2-— rit cao trong cac té bao dai thuc bao bi
kich thich (Hinh 4.6C). Sau 24 gio kich thich bang LPS, dai thuc bao san sinh ra lugng O2-— twong déi cao (14,2
+1,1nM/h), cao hon khoang 8 lan so véi té bao khong dugc kich thich (p<0,05), sau d6 tang lén téi 20,6 £2,2nM /h
lac 48h (p<0,01). Tac dung cua hydrogel ACP dbi véi viée san xuat O2-— c6 thé bi bo qua do cic gia tri khong thé
phan biét dugc so voi LPS d6i ching, trong khi cac mau ACP khac gay ra tic dong manh 1én qua trinh tong hop chat
tu do nay. Co sy gia ting dang ké vé san xuat O2-— trong cac té bao dugc kich thich khi duoc u bang hydrogel A-
ACP, tir 16,1£0,8 nM/h & 24 gid 1én 27,7£0,9nM/h & 48 gid, twong duong 134,3% & cac té bao duoc kich thich bang
LPS ( p<0,05). Nguoc lai, hydrogel ACP vdi resveratrol dan dén giam san xudt O2-— mot cach rd rét. Nong do 02—
trong ca hydrogel R10-ACP va hydrogel R20-ACP déu giam mdt nira so v6i hydrogel A-ACP (p<0,05) hoic té bao
dugc kich thich (p<0,05) sau 24 gio. Diéu thu vi 1 thoi gian nudi cdy dai hon duong nhu khong anh hudng dén nong
d6 02— trong trudng hgp ACP hydrogel duoc bd sung resveratrol (p>0,05). C6 1& 1a nhd tac dung cia resveratrol,
hydrogel AR-ACP kép da trc ché luong O2-— so voi hydrogel ACP mang L-arginine don 1é. Tir 24h dén 48h, luong
02-— trong mdi trudng té bao cay trén nén AR10-ACP hydrogel hoic AR20-ACP hydrogel duy tri & mutrc khoang
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14-15nM/h. Bé xac dinh 16 hon tam quan trong ciia resveratrol trong viéc lam giam qué trinh san xuét anion
superoxide trong cac dai thuc bao dugc kich thich ndi doc t6 vi khuén dugc nudi céy béng A-hydrogel, chét canh
tranh cua L-arginine (L-NAME) - duoc goi 1a chét trc ché NOS [99] da duoc thém vao mdi trudng nudi cay (Hinh
4.6D). Két qua cho thiy rang ddi voi té bao RAW 264.7 dugc nudi véi R-ACP hodc ACP, nong d6 02 «— gan nhu
khong co sy khac biét khi bd sung thém L-NAME. Tuy nhién, trong truong hop ACP véi L-arginine, ndng d6 02 «—
tang 1én dang ké. Két qua nay di x4c nhan tac dung phu vé viéc sir dung L-arginine trong viéc chita lanh vét thuong
[100]. Pidu quan trong 1a cht trc ché NOS khong anh hudng dén ndng do O2 «— tir cic nhom hydrogel AR-ACP.
Miic san xuat O2 «— nam trong khoang 14—15nM/h, twong tyr nhu muc dugc thé hién khi bo sung chat khong trc ché
trong moi trudng. Cac két qua thu duoc cho thiy riang viéc bd sung resveratrol ¢6 thé giup kiém soat ROS ngoai bao
gdy ra boi su sin c6 cla L-arginine ngoai bao trong diéu tri.
4.4.4.3 Resveratrol gilp kéo dai si on dinh ciia oxit nitric duwot tao ra tir L-arginine trong tinh trang stress oxy hoa

Mo hinh té bao giy stress oxy hoa di duogc thiét 1ap dé hd trg bang chimg vé stitc manh hiép dong cia L-
arginine va resveratrol trong qua trinh chéng oxy hoa. Cac té bao BMSC duoc xir Iy bang chit oxy hoa manh (H202)
trong 24 gid dé xir 1y stress oxy hoa trong cac t& bao BMSC (Hinh 4.6E). Sau khi cdy truyén cac té bao da dugc thiét
1ap, 02 «— duoc san xuit qua mirc trong cac té bao stress (p>0,05) (Hinh 4.6F). Phu hop véi két qua DPPH, su hinh
thanh 02— yéu di dan so véi cac té bao stress khong duoc xir 1y (p=0,0023). Tuong ty nhu cac té bao dai thuc bao
kich hoat LPS duoc xir 1y bang hydrogel A-ACP, ndong do 02"— ndi bao ting dang ké trong cic té bao bi stress oxy
hoa (28,1+2,2 nM/h). Viéc sir dung resveratrol ciing v&i L-arginine trong hydrogel tri liéu két hop co tac dung ndi
bat, tuong ty nhu tic dung cta hydrogel nap don resveratrol. Nong do NO néi sinh duoc giai phong tir té bao BMSC
dugc theo doi va két qua ghi nhan trong hinh 4.6G. Mic du ¢ bang chimg vé su kich thich ciia resveratrol dé dap
tmg voi NO synthase (eNOS) [101] ndi md, su giai phong NO noi sinh khoi stress oxy hoa sSBMSC duoc diéu tri
bang R-ACP hydrogel c6 thé so sanh véi cac té bao khong duge diéu tri hodc véi hydrogel ACP tran. Mirc d6 oxit
nitric (NO) chi chiém uu thé trong nu6i céy té bao trén hydrogel v6i L-arginine. Trong diéu kién té bao binh thuong,
NO ciing duge tao ra manh mé tir cac té bao dugc gieo trén bé mat hydrogel A-ACP hoic AR- ACP (tat ca p<0, 05)
so véi cac loai khac, cho thiy chirc ning ciia arginine 1 hop chit cho oxit nitric. NO hién dién gan do, viéc san xuat
02— ¢c6 thé két hop voi NO dé tao thanh peroxynitrite (ONOO-) - mot chit oxy hoa manh, dong vai tro quan trong
trong viéc bao v€ vat chu [97,102]. Tuy nhién, lugng 16n ONOO- s€ lam cham thoi gian lanh vét thuong do viém
kéo dai [28]. Pau do huynh quang peroxynitrite (DAX-J2 PON (Xanh)) d duoc sir dung dé xac nhan sy hién dién
cia ONOO- trong té bao chét cua té bao BMSC. Pdi véi cac té bao BMSC binh thuong, tin hiéu ciia dau do
peroxynitrite khong c6 trong tat ca cac mau duge xtr Iy (Hinh 4.6 H). Tuy nhién, trong cac té bao bi stress oxy hoa,
tin hiéu mau xanh dugc phat hién bén trong t& bao chét cua hau hét cac t& bao. M6 hinh té bao nudi cdy trén dang
ACP ty nhién khong cho thay su giam mat do té bao co huynh quang mau xanh so v6i khong duoc xir 1. Véi sy hd
tro cua L-arginine, cédc tin hiéu cia ONOO- dugc thé hién manh mé, khfmg dinh méi quan tdm cua li¢u phap L-
arginine. Diéu tha vi 1a huynh quang méau xanh bi bién ddi dang ké khi xr 1y bang hydrogel c6 chira resveratrol. Dbi
véi hydrogel R-ACP, chi phat hién théy su tao ra ONOO- nhe, diéu nay cé thé 1a do cac phéan ng voi NO ndi sinh
hodc 02 «— .Lay vi du vé resveratrol, mic du lugng NO giai phong cao khoi cac té bao dugc xir Iy bang AR-ACP
hydrogel, viéc tao ra ONOO- ndi bao 1a rit nho. Noi cach khéc, kha ning chéng oxy hoa cua resveratrol trong viéc
trc ché qua trinh tao ONOO ndi bao c6 thé giup duy tri ndng d6 NO ¢6 loi cho sy hinh thanh mach va sira chita mo
trong qua trinh chita lanh vét thuong.
445 Ddnh gid sw khép mi¢ng vét thuong diéu tri bang hydrogel

Thi nghiém duoc thiét ké dugc minh hoa trén Hinh 4.7A. Hinh anh vét thuong trong mdi nhom tai cac thoi
diém thoi gian khac nhau dugc trinh bay & Hinh 4.7B va dién bién qua trinh khép miéng vét thuong duoc xac dinh
bang cach do dién tich vét thuong trong 14 ngay (Hinh 4.7C). Cac nhom dugc diéu tri bang hydrogel cho thay vét
thuong din bién tich cuc hon khi so sanh véi vét thuong khong diéu tri. O nhém khéng diéu tri, vét thuong c6 tinh
trang bi chiay méau va sung tiy kéo dai dén ngay thir 9 diéu tri, thim chi dén ngay 15, vét throng méi bit diu dong
vay, nhung van ri mau va c6 dau hiéu cta nhidm trung. Str dung hydrogel ACP, bé mit vét thuong sang, hong hao
hon han. Vét thuong co lai bit dau tir ngay thtr 3 va khép lai gin nhu hoan toan & ngay thir 15. Ddi v6i vét thuong
diéu tri bing AR20-ACP, dién bién qu4 trinh khép miéng vét thwong va mau sic ciia md da ton thuong déu tét hon
khi so sanh véi miu hydrogel khong hoat chit.
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Hinh 4.7: 4) M6 hinh vét thu’ong bong tren mé hinh chudt dai dwong. B) Hinh anh va C) dién biét qud trinh
khép vét thwong (n=3) trong 14 ngay. Kiém tra cdu triic da bang gidi phdu vi mé théng qua D) nhuom H&E va E)
Masson trichrome (MT) ciia cdc mé vét thuwong vao ngay thir 10 va 18 véi cac phiong phdp diéu tri khéc nhau. Phdn
tich tdi cdu tric ¢ 3 khu viee ria canh vét thwong (A1 va A3) va tam vét thwong (A2). Téc dé tdi cau triic biéu mé khi
so sanh véi vimg da binh thuwong (ky hiéu N) (n= 3) vao F) ngay thir 10 va G) ngay 18. Pinh lwong thé tich collagen
tGi biéu hién ¢ H) ngay thir 10 va cho K) ngay 18.

4.4.6 Dinh gii khi ning tii tao ciia ving da tén thwong diéu tri bing hydrogel

Vao ngay thtr 10, vi phiu véi ki thuat nhuém H&E (Hinh 4.7D) cho thiy sy téi cAu biéu mé biéu hién 16 &
1& vét thuong (duwoc dan nhan A1 va A3) & cac nhom ddi ching. Hinh 4.7F cho thay biéu mé & khu vuc nay day gip
5-6 1an so v&i biéu md & ving da binh thudng (ky hiéu N). Tuy nhién, vi tri trung tdm vét thuong (dugc dan nhan
A2) 6 nhom doi chung cho théy su hoai tir ndng cung véi sy tham nhiém bach cau trung tinh, dai dién cho cac phan
mg viém nghiém trong. Bén canh d6, hién twong xuat huyét chan bi ciing quan sat thdy ¢ ving vét thuong nay.
Tuong ty nhu ddi chimg, sir dung ACP hydrogel tap trung tai tao biéu mo & mép & mép vét thuong thay vi & gitta vét
thuong, nhung véi do hoan thién t6t hon. Lop biéu mo tai tao khu v ria mong hon so véi nhom ddi chimg (p=0,013),
nhung di phan 16p. Ngoai ra, cac co quan lién két ctia da, chang han nhu nang 16ng va tuyén ba nhon bét dau xuat
hién & khu vuc nay, trong khi khong c6 & mau chirng. Phan tich mé hoc chi ra ring nhoém dong vat dugc diéu tri bing
AR20-ACP hydrogel phuc hoi hoan toan 16p biéu bi & tat ca cac khu vuc duoc kiém tra & ngay tha 10, diéu khong
dugc ghi nhédn ¢ 2 nhém con lai. DS day biéu mod khong cé su khac biét khi so sanh & mép vét thuong hodc tim vét
thuong (tat ca déu p>0,2). Hon nita, 16p biéu bi cua toan bd ving vét thwong da dugc phan ting day du, bao gom ca
16p simg biét hoa & giai doan cudi, bao phi phan 16n bé mat vét thwong. Cing véi viée tai tao biéu md, qué trinh hinh
thanh tan mach 1a mot wu diém chinh cta hydrogel AR20-ACP. Mat d6 mach mau méi hinh thanh 13 37,12 +11,4%
& vét thuong khi boi hydrogel AR20-ACP, cao hon gan 9 1an so véi nhém hydrogel ACP khoogn hoat chat. Qua trinh
tao mach duoc thé hién trén téng thé dién tich vét thuong diéu tri béng AR20-ACP nhung chi xay ra ¢ ria vét thuong
khi diéu tri bang ACP hydrogel va gan nhu hiém gip & nhém dbi ching.

Dén ngay tht 18, sy phuc hdi cdu tric da ton thuong tao khac biét dang ké & ba nhém (Hinh 4.7G). Céc
trung tAm cta vét thuong nhom déi chimg khéng xuat hién biéu mé bao phit khu vuc trung tdm sau 18 ngay. Qua
trinh tai tao mé hinh & céac ria vét thuong ciing khong ddng déu. Xuét huyét va tham nhidm té bach ciu don nhan
xuét hién & vung A2 dudi 1op biéu bi non. Nguoc lai, qua trinh tai tao biéu mo ¢6 thé xem nhu hoan thién & ca
hydrogel ACP hoac hydrogel AR20-ACP sau ngay 18. Tuy nhién, qua trinh tai m6 dugc danh gia 1a hiéu qua hon
dbi voi nhoém hydrogel AR20-ACP. Bo day biéu mé cua vét thuong trong dwong véi do day cia da khong bi ton
thuong. Dang cha y, trong phuong phép diéu tri bang hydrogel AR20-ACP, nhiing con chuét duoc dong vét thuong
hoan toan ciing c6 biéu hién 16ng moc lai & ria vét thuong. Trong khi d6, cic nang 16ng va tuyén b nhon dugc thiy
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13 & 16p ha bi clia trung tam vét thwong, diéu nay khong c6 & cac nhoém khéc. Nhimng két qua nay da chimg minh hi¢u
qué hd trg 1am lanh vét thuong ctia nhém AR20-ACP.

D¢ 1am 16 hon kha ning hd tro ciia hydrogel chirc ning, AR20-ACP trén vét thwong bénh 1y nén déi thao
duodng, giai phdu vi mé v6i masson trichrom (MT) duoc thuc hién va két qua duoc trinh bay trong Hinh 4.7D, trong
khi két qua phén tich dinh lugng thé tich collagen téi biéu hién & trung bi trinh bay trong Hinh 4.7 H-K. Khéng c6
su khéc biét vé qua trinh tai 1ap biéu bi ¢ ving ria vét thuong khi so sanh giita ba nhém diéu tri & ngay tha 10. Tuy
nhién, sy tai 1ap biéu bi & viing trung tdm chi xut hién & nhom diéu tri bang AR20-ACP. Murc d6 ling dong collagen
& mau mo diéu tri baing AR20-ACP vao ngay thir 10 dat 30-40% so v6i da khong bi ton thuong (Hinh 4.7H). Mat do
day dic hon, dong thoi xudt hién dudi dang cac bo, dugc thiy vao ngay 18 & tit ca cac nhom thir nghiém. Dic biét
cac bo collagen co trat t hon ¢ 16p biéu bi da diéu tri biang hydrogel AR20-ACP (Hinh 4.7K). Céc vét thuong nhom
chimg cho thay xuit hién cia té bao hat va mach mau cao hon sau khi cic nguyén bao soi co ting nhanh & ngay 18
khi so véi ngay thir 10. Sy biéu hién nay cho thay sy hinh thanh seo 16i. Tuy nhién, 16p biéu bi ctia nhimng vét thwong
nay khong khép kin hoan toan, diéu nay lam ting nguy co rdi loan chirc ning da. Vi hydrogel ACP, 16p biéu bi cia
vét thuong dugc tai tao; tuy nhién, mat do té bao & 16p trung bi cao xen 1an véi mo sgi, dic trung cia t6 chac mo
seo. Pdi véi da diéu tri bang AR20-ACP, mat do té bao trong m6 lién két & trung bi rat thip, mo lién két soi troi hon
han, hinh thai dic trung cia mo lién két dic trong ty voi mé da thudng, xac nhan qua trinh tai 1ap mo lién két hoan
hao & nhém diéu tri nay. Do d6, hydrogel AR20-ACP da dugc xac nhan 1a ¢6 hiéu qua trong viéc ddy nhanh qué trinh
lanh vét thuong va tai tao da trén mo hinh chudt bénh 1y dai thao dudng.

CHUONG 5: PHAT TRIEN HYDROGEL PHAN UNG NHIET TU ALGINATE VA PLURONIC QUA KY
THUAT KHAU MACH

51  Téng hgp hemin- BG (HNP BG)
5.1.1 Ché tao hat nano HNP
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Hinh 5.1: Bdc tinh ciia HNP. Anh TEM dién hinh (A), kich thuéc thiy dong luc trong nuée (B) va ham tw
twong quan DLS ( C) cua HNP téng hop. (D) Anh chup cdc lo chira dung dich HNP dwdi dnh sing tring va tia UV.
Phé bude song hdp thu (E) va phé phat xa (Em) (F) ciia HNP trong nude & cde buée séng kich thich khéc nhau.

Hemin chuyen héa thanh HNP thong qua phan tmg cacbon hoa trong dung moi metanol. TEM cho thdy HNP
c6 hinh thai dang cau voi d¢ phan tan dong nhét (Hinh 5.1A). Két qua DLS cho thay kich thude trung binh ctia HNP
vao khoang 33,4 nm. Tuy nhién, gia tri PDI (PDI >0.3) ctia HNP chi ra rang hé thong nay c6 sy phan bd c6 do phan
tan vira khong cao trong méi truong nude. Khao sat ham vé thoi gian tré cia HNP trong nude dugc gidi ma thanh
mot ham mii duy nhat (Hinh 5.1C), x4c nhan sy dong nhét vé kich thudc hat. Dung dich HNP (Hinh 5.1D) trong sudt
sau khi phan tan trong nuéc, khang dinh dic tinh phan tan cao cia HNP. Theo nghién ctru trude, phd UV-vis cia
hemin trong NaOH hién thi hai dai Soret tach & 360 va 385,5 nm va dai Q & 500 nm [1 15] Trong nghién ctru nay,
sau qué trinh cachon héa, dinh hap thy ciia hemin khong thay d6i nhung c6 sy dich chuyen 1é€n Vung c6 budc song
dai hon (Hinh 5.1E). HNP con c¢6 mét dinh hap thu khac ¢ budc song 266 nm, bit nguon tir sy chuyén tiép n—* cia
cac nhom chirc trén hemin véi mot cip electron don doc [218]. Ngoai ra, HNP thé hién kha ning phat xa huynh
quang, trong khi hemin nguyén li¢u tho khong c6, phit hop véi mot s6 béo céo trude day [115, 218]. Dudi UV, mau
ctia dung dich HNP chuyén tir vang sang xanh luc (Hinh 5.1D). Tinh chat huynh quang ctia HNP sau d6 dugc kiém
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tra lai thong qua phd phat xa huynh quang. HNP cho thiy céc tinh nang phat xa phu thudc vao budc song kich thich.
Nhu Hinh 5.1F, & budc song kich thich 470nm, HNP cho thay su phat huynh quang manh & 500nm, tuong tng véi
mau xanh luc, trong ty nhu cac bo cao trudc day. Dua trén nhitng két qua ndy, c6 thé két luan rang hemin da duoc
cacbon hoa bang phan mg thity nhiét va san xuat thanh cong hemin & dang hat c6 kich thudc nano véi dic tinh vat
1y méi (phat xa huynh quang).
5.1.2 Ché tao hat HNP BG
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Hinh 5.2: dc tinh ciia HNP BG. SEM két hop voi anh xa bé mat EDS ciia né cho cac nguyén 16 chinh dac
trung (C, O, Ca, P, Si va Fe) phdn bé va toan bé EDS ciia thuty tinh sinh hoc ty nhién BG (4, B, C) va HNP BG (D,
E, F). (G) Phé phat xa (Em) ciia hat nano HNP BG va BG trong nuéc ¢ buéce séng kich thich 479 nm. (H) Hinh HNP
BG dudi anh sang manh va dén huynh quang (Ex = 480, Em = 525). Gidn do XRD ciia BG va dao ham HNP BG (I)
cua no.

Thity tinh sinh hoc (BG) dugc tong hgp bang phuong phéap sol-gel. Hinh 5.2A cho thay kich thudc, hinh
thai va sy phan bd nguyén t6 bang cach sir dung anh SEM kém phén tich nguyén t6 bang pho EDS. BG téng hop c6
kich thudc khoang ~ 150nm véi dang hinh cau va dong nhat. Phd EDS (Hinh 5.2B, C) thé hién ba nguyén té chinh
trong BG 14 Si, Ca va P. Viéc b6 sung HNP khong anh hudng dén kich thudc hodc hinh thai cia BG (Hinh 5.2D).
So véi BG nguyén gbc, phd EDS ciia HNP BG (Hinh 5.1F) hién thi tin hiéu nguyén t5 méi twong tmg véi Fe, chiém
0,77% khbi lugng. Diéu tha vi 1a HNP BG cho thy sy phat huynh quang manh & bude song 500 nm khi bi kich thich
& budc song 479 nm (Hinh 5.2G), tuong ty nhu HNP, trong khi BG khong c6. Kinh hién vi dong tiéu dugc tién hanh
dé hd trg bang chimg nay (Hinh 5.1H). Tin hiéu huynh quang méau xanh 14 cdy dugc phat ra tir HNP BG dudi sy kich
thich A = 480nm. Pho XRD cua BG va HNP BG dugc so sanh trong Hinh 5.21. Bing nhu dy doan, BG va HNP BG
cho thdy ciu tric vo dinh hinh. Tuy nhién, mot s6 két tinh da xay ra & HNP BG. Cac pha tinh thé duoc xac dinh 1a
canxit (ICDD: 01-072-1937). Ngoai ra, XRD ctia HNP BG cho thiy su su dich chuyén tir viing 20-25° dén 23-32°,
xac nhan hdn hop céc ving tinh thé cia hemin hop nhat véi pha tinh thé ctia BG [106, 114]. Theo két qué thu duoc
tir phan tich dugc bao cao, c6 thé két luan rang HNP BG da dugc tong hop thanh cong trong nghién ciru nay.

5.2 Tiém ning ciia HNP BG lam chit xiic tac cho khiu mach bing phan g oxi héa catechol

Qua trinh trung hop DA dwoc nghién ctru dua trén thoi gian thuc thay dbi ciia phd UV-vis clia phan Gng gitta
DA véi tac nhan H,0; cung sy tro giup caa HRP (hinh 5.3A) hoic HNP BG (Hinh 5.3B). Két qua cho thdy HNP
BG c6 kha nang xtic tac qua trinh oxy hda DA thanh aminochrome (AC) véi tac nhan H.O,, tuong tu nhu HRP. DA
¢6 cac dinh dic trung & bude song 280nm tuong g véi qua trinh chuyén déi dién tir trong cac amin catechol
phenolic. Viéc bd sung H20, khong gy ra bit ky thay ddi nao trong phd UV-vis ciia DA trong hon 1 gio. Khi thém
HRP hoic HNP BG, cuc dai ¢ budce song 280 nm ngay lp tirc ting cudng va chuyén sang dich sang budc song dai
hon, ~300 nm déng thoi xuét hién mot vai rong trong vung kha kién (~400 nm), xac nhan sy hinh thanh cua cac
quinone (DQ) —san pham oxi hoa trong gian ciia DA khac nhau, nhur dugc mé ta cong trinh cong bé trude [117, 118].
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Khi thoi gian u ting 1én, d6 hap thu do sy hinh thanh DQ trung gian dopachromore ¢ budc song 300 nm ting lén
trong khi d hap thu & budc séng 400 nm ¢ xu huéng mo rong trong pham vi 400-600 nm, cho thay su chuyén d6i
sau hon sang ho indole.
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Hinh 5.3: Phé UV-vis ciia dung dich DA sau khi bé sung H,Oz va chat xiic tdc, ghi enzyme HRP (4) va HNP
BG (B) trong vong 2700 gidy. Sau d6, phan vmg dwoc phan tich bang phan tich LC—MS (ESI+) (C). Monomer dwoc
dé xudt hinh thanh sau phan iing oxy héa (D) dwoc sir dung dé xdc dinh kha nang tie tring hop ciia san pham DA
dudi chat xic tic la HNP BG (E). Chirc ning ciia HNP BG trong viéc thwc hién lién két ngang giita cdc polyme
catecholic: F) Con dwong tong hop cdc polyme catecholic (DA), alginate—dopamine (ADA) va Pluronic F127—
dopamine (PDA) va (G) quang phé UV-vis ciia chiing ciing véi cdc chit phdn vmg tién chat (DA, natri alginate va
Pluronic F127); H) Theo thoi gian thuc ciia phé UV-vis doi véi cac dung dich PDA, ADA va hén hop ADA-PDA
(1:1) sau khi bé sung ban HNP BG 5 mg/ml. K) Hinh minh hoa sw hinh thanh lién két ngang giita hoa tiét dopamine
trén méi polymer.

Dé xac nhan két qua UV-vis, thoi gian luu giir trén sic ky va phd MS san pham cta DA oxy hoa duoc tién
hanh. Trong céc diéu kién phan tich HPLC—-MS di chon, thoi gian Iuu do phan tmg ctia DA va H,0; véi xtic tac HNP
BG gidng nhu enzyme HRP (Hinh 5.3C), cho thiy qua trinh oxy hoa ciia HNP BG gidng hét v6i qua trinh oxy hoa
ctia enzym HRP. Pé xac minh thém su hién dién cua ciu triic polydopamine, phuwong phap sic ky 16ng nhanh/khéi
pho song song (LC-MS/MS) da dugc phat trién. Trén thyc té, trong qué trinh phan ng oxy héa, nhiéu monome
polydopamine khac nhau dugc tao ra. Su lién két oxy hoa cia cac don vi DA oxi hoa ndi hai hoic nhiéu vong benzen
1a cach tring hop chinh véi polydopamine. Dua trén trong lugng phan tir ciia cac momoner dé xuat trong Hinh 5.3D,
5,6-indol-quinone (m/z 147) da duoc chon 1am monome trong nghién ciru nay, duoc dinh nghia 1a M. That may man
1a c6 thé phat hién duoc cac dinh khdi lugng dbi vai cac oligome c¢6 mire d6 bao hoa khac nhau tir dimer dén nonamer,
nhu duge mé ta trong Hinh 5.3E. Pau tién la dinh dimer m/z 14 299,14 (2M + 6H) hodc 338,09 (2M + 6H + Ca®").
Su xuat hién cua dinh tai m/z 456,98 duoc an dinh cho céc oligome thé ba (3M + 18). Ngoai ra, tetramer (4M) ciing
xuit hién trong phd khdi, diéu nay du doan ngudn gbc tir lién két cong hoa tri giita cac gbc Trimer va axit
pyrrolecarboxylic (CaH1sNO3*) c6 ngudn gdc tir sy phan hity oxy hoa ciia cac don vi indole. Hon nita, phd ion duong
ctia cac polydopamine khac nhau véi sé lugng momoner cao hon véi cic ion canxi tir HNP BG, chiang han nhu
pentamer (5M + 20 + Ca2*), hexamer (6M + 30 + 2Ca®"), v.v., da dugc dé xuét trong nghién ctru nay. Nhin chung,
két qua da tiét 16 chién lugc kha thi cia HNP BG lam chat xuc tac thay thé cho hydrogel sir dung DA dé khau mach.
5.3 Téng hop tién chit polymer catechol, catechol- alginate va catechol-pluronic

Hinh 5.3F trinh bay quy trinh diéu ché cac dan xuat catechol- algiante va catechol-pluronic. Sy lién hop ciia
catechol hydroxyphenol (DA) trén khung alginate (ADA) dugc thuc hién théng qua phan ung tao lién két
carbodiimide. Trong truong hop cta Pluronic F127, nhém hydroxyl & ca hai ddu dugc kich hoat bang p-nitrophenyl
chloroformate dé tao ra 4-nitrophenylcarbamate, nhom chirc nhay cam véi amino trén DA, dan dén hinh thanh dan
xuét pluronic -DA (ADA) (Hinh 5.3G). Bé danh gi4 sy hinh thanh cac cau tric tong hop, phd UV-vis duoc st dung.
Ca natri alginate va Pluronic déu khong hién thi dai hip thu trong pham vi 250-800 nm (Hinh 5.3G). Sau khi lién
hop dopamine, phé UV-vis ciia ADA va PDA cho thiy cac dai hip thu & Amax = 280 nm tuong tng vdi su chuyén
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tiép La-Lb trong catecholamine phenolic trong DA nguyén so. Tir phuwong phép quang phé UV-vis, dinh luat Beer
da duoc str dung dé tinh toan lugng neo catecholic trén xuwong song polymer. Hiéu suét lién hop cua alginate va
Pluronic F127 1a 13,91 + 2,55% (30,7 + 0,02 mg catechol/g din xuat alginate) va 94,78 + 3,22% (23,02 + 0,78 mg
catechol/g dan xuat Pluronic).
5.4 Téng hop hydrogel tir catechol- algiante va catechol-pluronic
5.4.1 Khio sdt s hinh thanh lién két giiva hai din xuit dopamine

UV-vis dugc str dung dé theo ddi sy thay ddi ciia polyme catecholic (DA) trong qué trinh phan ¢mg nham
nghién ctru co ché tao gel (Hinh 5.3 H). Két qua UV-vis tir cac mau catechol- algiante va catechol-pluronic trong
Hinh 5.31 mang lai két qua thuyét phuc vé& su hinh thanh cac chat lién két catechol-catechol giita DA cua cac din
xuét dugc kich hoat boi H,0, va HNP BG. Dbi voi cac polyme din xuat DA don, dinh quinone (Amax = 401 nm)
xuat hién ngay sau khi b sung HNP BG, cho thiy qua trinh oxy hoa nhanh chéng ctia cc polyme DA khi c6 mat
chat oxy hoa. Sau d6, cac dinh hap thu ¢ budc song 401 nm cho thay su dich chuyén dén ving 500 nm, c6 thé 1a két
qua ctia sy hinh thanh dicatechol, cho thay sy hinh thanh 5,5'-di(3,4-dihydroxyphenylalanine)- co thé 1a su két hop
thong qua co ché hinh thanh gdc aryloxy trén vong DA phenyl. Pho UV-vis nay khép chinh xac v6i DA nguyén ban
bi oxy héa dugc thé hién trong Hinh 5.3B. Qua trinh oxy hoa cac dan xuat DA kép cho két qua c6 quang pho giéng
nhu dan xuat don. Tuy nhién, dinh quinone dich chuyén sang viing budc séng dai nhanh hon dan xuat don. Cac két
qua duge md ta & day chi ra rang cac dan xuat dopamine, ADA va PDA, c¢6 kha ning tao gel nhanh chéng tai chd
trong diéu kién c6 mat HNP BG.

A) B)

ADA L
o

PDA without HNP BG

Hinh 5.4: 4) Tinh nhay nhiét ciia hydrogel thu dwoc khdo sdt bang phwong phap dao ngurgc ong dé chuyén
hoa sol—gel ciia PDA cé/khéng c6 HNP BG/H202 va hon hop PDA-ADA. x va y lan luot biéu thi nong dé ciia PDA
va ADA. B) Hinh théi hoc ciia hydrogel PDA khéng cé6 HNP BG ¢ nong dé 40 wit% va 15 wt%. C) Hinh thdi ciia
hydrogel thu dwoc tir PDA va hén hop giita PDA va ADA véi sie hé tro ciia HNP BG/H20,. D) Péc tinh té bdo ciia
hydrogel thu dwoc: Nhuom hMSC song/chét chira day hydrogel dwoc thuce hién véi Propidium lodide (PI, do, té bao
chét), Acridine Orange (AO, xanh ld cdy, té bao song) va Hoechst 33342 (xanh lam, nhan té bdo ).

5.4.2  Téng hop hydrogel

Tiép theo, su hinh thanh hydrogel dua trén cac polyme dan xuit DA & dang két hop don hoic kép di duogc
nghién ciru thong qua qua trinh chuyén dbi sol-gel; két qua dugc trinh bay trén Hinh 5.4A. Phu hop vdi cac bao cao
trude day, sy hinh thanh hydrogel tir Pluronic F127 dén xuat DA, cin c6 ndng d6 cao hon so voi Pluronic nguyén
ban. Viée gin DA 1én céu trac Pluronic F127 cho thy cac dic tinh chuyén tiép sol—gel khi duoc pha & ndng do 40
Wt%, trong khi Pluronic F127 12 ~16 wt%. Puoc biét, cic copolyme Pluronic & dang mixen hinh cau do twong tac
ky nudc gitra cac khéi gitra PPO ctia copolyme. Trén néng d t6i han, cac mixen Pluronic tu két dinh chit ché dé tao
ra cAu trc hydrogel. Sy hién dién DA & dau PEO ctia Pluronic F127 ¢6 thé 1am x40 tron tinh toan ven cta cic mixen
cling nhu mét do ning luong két dinh micelles do sy thay ddi can bang ua nude/ky nude cua Pluronic F127, do d6
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lam ting ndng do tao gel[56 ]. Vi viéc bd sung HNP BG cling v6i H,0,, qua trinh tao gel ciia PDA thyc hién ¢ nong
d6 thap hon. Nong do gel ciia PDA duogc phat hién & muac 15 wt% & nhiét do cao hon 30 °C. Gel nay c6 thé dao
nguoc trang thai sang 10ng trong khoang tir 4 °C dén 30 °C twong tu nhu hydrogel Pluronic. Khao sat luu bién ciing
chirng minh diéu tuong tu. Nhu trong hinh 4.8A, cong thitc PDA15 dugc chirng minh ton tai O trang thai dung dich.
Gia tri G ludn thap hon gia tri G** & tat ca cac diém nhiét khao sat. Khi HNP BG va H,0; dugc thém viao PDAI15,
gi4 tri nhét dan hdi (G° va G™) cia PDA15 da thay d6i dang ké. Tur diém nhiét d6 5°C, chi phat hién dugc G", xé4c
nhan trang thai 1ong cta mau. Tir 25°C, dung dich txuat hién gia tri tich trit ndng lwong dan hdi (G’). Sau thoi diém
nhiét d6 nay, G’ cao hon G, tir d6 suy ra sy hinh thanh ciu tric gel. Ngoai ra, mau cua dung dich PDA chuyén tir
khong mau sang mau nau sim, khing dinh qua trinh oxy hoa ciia nhém catechol [117-119]. HNP BG gay ra qué trinh
oxy héa DA va sau d6 hinh thanh lién két ngang giira cac mixen Pluronic, tao ra cac vong va dudi trén 16p vo ciia
cac mixen Pluronic dugc dong gdi, tao ra cac mbi ndi lién két chat chd vé mat vat 1y va hoa hoc gitra chiing. Do do6,
PDA15 véi HNP BG/H,0; cho thiy dic tinh chuyén pha sol-gel trong khi PDA15 chi ton tai dang dung dich.

Hdn hop 15 wt% PDA va 0,1 wt% ADA tao thanh hydrogel trong vong 60 gidy. Hon hop PDA-ADA duy
tri tinh chét gidng dung dich & didu kién nhiét do thap va trd lai trang thai gel & nhiét d6 4m (T > 30 °C). Nghién ctru
lru bién cho thiy G’ va G” ciia PDA15-ADA0.1@HNP BG/H20; tuan theo ham s cua nhiét d6. Sy thay ddi manh
mé vé mo dun dan hoi va sy giao thoa gitta G’ va G” ¢ khoang 22,61 °C 1a dic trung cho qua trinh chuyén pha sol—
gel [120]. Nguoc lai véi PDA15@HNP BG/H,0, gi4 tri modun dan hoi xuat hién trong diéu kién thir nghiém nhiét
d6 ban dau, goi y céac lién két bén trong vat liéu, vi du nhur lién két hoa hoc hodc twong tac 1y hoa [121]. Tang ndng
d6 ADA 1én 0.5 wt% thi qué trinh chuyén pha sol-gel khong thay doi (hinh 5.3C). Tuy nhién, gia tri G** ctia PDA15-
ADA0.1@HNP BG/H;0; cao hon PDA15-ADA0.5@HNP BG/H202 sau khi dat dén trang thai chuyén pha. Piéu
nay xac nhan rang luc tuong tac trong PDA15-ADA0.5@HNP BG/H:;0; nhiéu hon so voi PDA15-ADA0.1@HNP
BG/H20,. Su ton tai cia mat do lién két ngang cao ngin can su chuyén doi nang lugng bién dang thanh ning lugng
nhiét, goi y hydrogel véi d6 nhét dan hoi 1y twong [121]. Tuy nhién, & ndng d6 ADA & ndong do 1 wit%, dic tinh
chuyén tiép sol-gel khong xuat hién. Tuong tu, két qua luu bién khong cho thiy su giao thoa giira cac duong cong
G’ va G” & mau PDA15-ADA1@HNP BG/H,0.. Pong thoi, G’ clia hydrogel nay ludn cao hon G” & moi nhiét do.
Diéu thu vi la khi ting nhiét d9, ca G’ va G** déu ting rat rd rang, cho thay d6 nhay cam ciia hé thong nay véi nhiét
d6. Sau 22-23°C, d6 nhdt ctia hé composite c6 xu hudng on dinh trong qua trinh tang nhiét do. Puoc biét, riéng ADA
da tr thanh trang thai gel & mirc 1Wt% sau khi bo sung HNP BG. Day khong chi 1a két qua cua lién két ngang oxy
hoéa ctia DA ma con 13 két qua ciia mo hinh “hdp trimg’ ciia khung alginate vi cac cation hoa tri hai giai phong tir
BG [74,75]. Do d6, nong d6 ADA cang cao thi mat do lién két ngang do ADA 1a du va su trc ché qua trinh 1ap rap
thuén nghich theo nhiét do ctia cac mixen do phan doan PPO trong PDA; do do, su chuyén tiép sol-gel do nhiét do
bi loai bé.

5.4.3  Hinh thai ciia hydrogel

Hinh thal cua hydrogel thu duoc quan sat bang SEM. Mt cit ngang ciia PDA hydrogel & ndng do 40 wt%
co clu trac glong nhu t6 ong v&i ciu trac xop tuong dbi day dic (Hinh 5.4B). chh thudc 16 tré nén 16n hon khi giam
nong d6 PDA xudng 15 wt%. Hydrogel niy thé hién hinh thai mang luéi hinh 6ng va ludi véi cac 15 lién két véi nhau
thip hon PDA hydrogel & ndng d6 40%, xac nhan giai doan gia gel.

Nguoc lai, sy xuit hién cua lién két ngang hoa hoc trong PDA 15wWt% dudi hoat tinh xuc tac cia HNP BG
(PDA15@HNP BG/H20,) dan dén su hinh thanh tu phat ciu trac ba chiéu (3D) (Hinh 5.3C). N6 chi ra ring co ché
lién két ngang kém theo su phan tach pha do trat ty mixen dan dén hinh thai da dang ciia cdu truc x6p thu dugc cia
hydrogel nay [ 4,17,81,122]. Khi sir dung dung dich ADA 0.1 wt% cung v6i PDA 15 wt% (PDA15-ADAO.1@HNP
BG/H202), hydrogel tong hop c6 céu triic trong ty nhw PDA@HNP BG/H0; don 1¢, nhung c6 mirc d9 lién két cao.
Su gia ting ndng d6 ADA dén 0.5 wt%, ciu trac mang gidng nhu bot bién, di dugc quan sat thiy trong PDA15-
ADA0.5@HNP BG/H,02, nhung véi kich thudc 16 twong dbi nho hon. Ngoai ra, thanh cta cac vi 15 day hon nhiéu,
c6 thé kéo thoi gian phan hay. Cu trac lién két chit chd trong hydrogel PDA15-ADA0.5@HNP BG/H,0; cung cip
khung can thiét dé giit lai dich md va c6 kha ning thim oxy va chit dinh dudng cao[83,84,104]. Do do, thiét ké
hydrogel c6 thé phu hop cho viéc gin té bao va phat trién té bao ba chiéu.

5.4.4 Ddnh gid dic tinh tiém ciia hydrogel

Tiép theo, mot danh gia dé xac dinh xem hydrogel diéu ché c6 thé hién cac didc tinh co hoc thiét yéu dé tao
ra nén tang phan phéi thude co thé ap dung trong 1am sang hay khong dugc thyc hién théng qua luu bién hoc. Do dic
tinh chuyén tiép sol-gel, PDA15-ADA0.5@HNP BG/H,0; c6 thé tiém duoc theo sy thay doi nhiét d6. Phép do tan
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s6 quét cung cap thong tin trong ddi vé tinh chat dan hdi va nhét & trang thai suat dan hoi khong doi. Viée tang tan
s6 1am giam thoi gian hoi phuc va wu tién cac ddc tinh dan héi (G, mé dun luu trir) hon cac dic tinh nhét (G, mo
dun t6n that), vi c6 thoi gian t6i thiéu dé tiéu tan ning luong hodc dé hydrogel chay trong qua trinh thir nghiém [302].
Nhing két qua nay chi ra ring PDA15-ADA0.5@HNP BG/H0; co dic tinh gidng chét rin (vi du: G’ 16n hon G**)
trén mot dai tan s6 rong khi thuc hién & nhiét d6 37°C (Hinh 5.5A). Nguoc lai, khi PDA15-ADA0.5@HNP BG/H:0
& nhiét d6 20°C, khong c¢6 hydrogel nao duoc hinh thanh va dic tinh luu bién cho thdy hdn hop biéu hién cac dic
tinh gidng chat 1ong. Hydrogel PDA15-ADA0.5@HNP BG/H202 dé tiém hon & diéu kién nhiét do mat (T<200C).
Vi vy, hé thich hop str dung ¢ nhiét 6 thap. Kha ning tiém ctia mau PDA15-ADA0.5@HNP BG/H202 & diéu kién
gel ciing duoc nghién ctru. Phan tich qua trinh quét bién dang & 37°C, 13 rang 1a hydrogel trai qua sy giam dang ké
ca vé mo dun luu trit va ton that ngoai mot bién dang hiéu suét cu thé, biéu thi hiéu suat vat liéu (Hinh 5.5B) [303].
Khi dénh gi4 kha ning tiém bang cach sir dung dit liéu Iuu bién, dac tinh (shear thinning Ia tiéu chi dugc lya chon
dau tién[304]. Nhu duoc hién thi trong Hinh 5.5C, d6 nhét cua PDA15-ADAO0.S@HNP BG/H20: hydrogel giam
khoang 7000 1an khi toc d6 truot ting tir 0,1 dén 200 (1/s), chimg t6 vat liéu nay c6 tinh tiém [302, 305]. B6 nhot
giam manh ching to ring ciu tric mang cua hé PDA15-ADA0.5@HNP BG/H20; d3 bi gian doan trong diéu kién
chuyén dong truot cao. Dé phuc hdi lai cau tric ran sau khi tiém, ciu tric mang can phai tinh tu tai tao [306]. Dé xéac
dinh kha ning tu phuc hdi cia PDA15-ADA0.5@HNP BG/H,02, phép do qua trinh quét thoi gian theo chu ky trong
d6 vat liéu trai qua nhiéu chu ky & diéu kién bién dang cao va thap. Khi 4p dung bién dang & mic 200%, G’ thap hon
G”, chimg t6 su bién doi gel-sol cia vat liéu. M6 dun cia PDA15-ADA0.5@HNP BG/H,0; duoc khoi phuc nhanh
chong va lién tuc vé mirc ban dau sau khi 4p dung diéu kién bién dang & mirc thap (0,1%), xac nhan dic tinh ty phuc
hdi nhanh chéng cua hydrogel nay (Hinh 5.5D). Piéu niy ciing cho thay kha ning tiém cua PDA15-ADA0.5@HNP
BG/H;0: ¢ nhiét do gel téi han[302].
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Hinh 5.5: Khdo sat co tinh cua vt liéu PDA15-ADA0.5@HNP BG/H,0- bangphmmgphap lew bién hoc:
A) modun dan hoi G’ va modun suy hao G’ ciia hydrogel ¢ 370C véi gia tang tan sé, B) dé nhot ciia hydrogel o
370C khi ting toc dé trueot C) modun dan hoi G’ va modun suy hao G’ ciia hydrogel ¢ 370C khi tang vmg sudt trieot,
D) vong ldp (200s) ciia modun dan hoi G’ va modun suy hao G’ ciia hydrogel ¢ 37°C khi iing sudt tricot thay doi
giita 0.1% va 200%.
5.4.5  Béc tinh té bao ciia hydrogel thu diroc

Doc tinh tiém an ciia hydrogel can phai dugc kiém tra. Trong nudi cdy 2D, kha ning ton tai cia hMSC duoc
nudi cdy bang dung dich hydrogel chiét xuét 1a hon 90% so vdi cac té bao khong dugc xir Iy ¢ cac thoi diém nudi
cdy, cho thay qua trinh phan hiy hydrogel khong giy doc cho té bao. Pdc tinh tiém an cia PDA15-ADA0.5@HNP
BG/ H,0; ciing di duoc thir nghiém bang nudi cay 3D. Bé lam duoc diéu nay, cac hMSC dugc dua vao trong mang
ludi hydrogel va kiém dinh séng-chét bang phuong phép nhudém kep séng/chét (AO/PI) dd dugc thuc hién dé quan
sat va phan tich sy khac biét mot cach truc quan hon. Hinh anh nhudém séng/chét cho thiy hau hét cac té bao duoc
bao boc trong hydrogel dugc thir nghiém déu co kha ning sdng st (mau xanh 14 cay) ngay ca ¢ ngay thir 20 (Hinh
5.4D). Tuy nhién, mot s6 t& bao van tron sau 5 ngay nudi cay. S6 luong té bao lan rong va kha ning lan rong ciia
chung ting 18n theo thoi gian nudi. Cudi cung, cac té bao trong hydrogel tong hop phat trién thanh hinh dang truc
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chinh dién hinh, trong d6 cac chan gia c6 thé nhin thay rd rang. Nhin chung, PDA15-ADAO0.5@HNP BG thé hién
kha nang tuong thich sinh hoc vugt troi.
5.5 Tiém ning ciia HNP BG dua trén catechol hydrogel trong tii tao xwong
5.5.1 Khozing héa sinh hoc trong éng nghi¢m

Khoéng hoa 1a mét trong nhitng dic tinh quan trong nhit cua vat liéu dé tai tao xwong, c6 thé duoc xac nhan
bang cach theo ddi sy phat trién ctia cac 16p hydroxycarbonate apatit (HCA) sau khi ngam vat liéu vao SBF trong
mot khoang thoi gian. B& mat lang dong apatit v6i thanh phin hoa hoc duoc quan sat bang phéan tich SEM-EDS,
trinh bay trong Hinh 5.6. Quan sat bang kinh hién vi cia SEM cho thay bé mat ciia gian gido PDA khong thay doi,
bé mit twong dbi phang véi tin hiéu rat thap ciia cic nguyén t6 Ca va P sau 7 ngay ngam SBF. Sau 14 ngay khoang
hoa trong SBF, céc ion siéu bio hoa trong SBF tiép tuc két tua trén bé mit PDA. Phd EDS cho théy ty 1é Ca/P trén
PDA nim trong khoang 0,42—0,6. Tuy nhién, tir phan tich XRD, nguoi ta thy rang vat lidu ling dong trén bé mit
PDA khong phai la apatit. Trong truong hop hydrogel c6 HNP BG su hién dién cia HNP BG di duoc quan sat thay
trén bé mit ctia gian gido co cau trac gidng nhu stp lo. Bé mat gan nhu duoc bao phu hoan toan béi mot lugng lon
tinh thé nho khi u trong thoi gian dai trong SBF. Hon nira, EDS da chting minh rang thanh phan bé mit hydrogel dan
xuat HNP dugc tim thay 1a cac nguyén té Ca va P o ty 1é Ca/P cao hon 2.0, du doan sy hién dién cia HA va mot
dang thu hinh canxi khac, chéng han nhu canxit. Theo tai liéu tham khao tir JCPDS no. 09-0432, mau XRD cua
hydrogel hinh thanh véi HNP BG két luan rang nhiing tinh thé két tia nay thudc vé HA. Cau trac thuy tinh ciing
chuyén sang pha gan nhu vo dinh hinh sau 14 ngay ngam. Thuy tinh d4 tré' nén vo dinh hinh hon va cac dinh HA ¢
26 =28,35°(102) va 20 =39,8° (1 1 3) tr& nén sic nét hon, cho thy sy hinh thanh tinh thé HCA. Cuing v&i tin hiéu
HCA, phd XRD cuia hydrogel véi HNP BG (Hinh 5.6 B-C) d4 x4c nhan sy xuét hién ctia canxit. Tuy nhién, cuong
d6 nhiéu xa cua cac dinh nay & PDA15-ADA0.5@HNP BG/H,0: cao hon so véi hydrogel PDA don 1é. EDS ciia
PDA15-ADA0.5@HNP BG/H,0; cho thiy sy két tu Ca va P ting sau 7 ngdy ngdm va cac tin hiéu nay gidng hét véi
PDA15@HNP BG/ H,0,. Su ling két Ca va P méi trén bé mit ciia PDA15@HNP BG/ H,0; chi dugc x4c nhan khi
thoi gian ngdm duogc kéo dai dén 14 ngay. No6i cach khac, ADA c6 thé gitip ting toc d6 ciia qua trinh két tinh dan
dén thic day qua trinh khodng hoa. Diéu nay 1a do ciu trac alginate chira cac nhom carboxylate, c¢6 thé tuong tac véi
cac chat hoa tan khuéch tan nhu Ca?* tir mdi truong SBF hoic HNP BG, do d6 lam ting d6 bao hoa lién quan dén
viéc thiic ddy qua trinh tao mam ciia cu triic apatit hodc canxit trén bé mat cia PDA—ADA hydrogel tong hop trong
thoi gian dau so véi hydrogel don thanh phan PDA[123-124]. Do d6, hoat tinh sinh hoc ciia PDA15-ADA0.5@HNP
BG/H-0; cao hon nhiéu so véi cac loai khac.
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Hinh 5.6: Pac tinh thac day qua trinh khoang hoa cia hydrogel thiét ké: PDA, PDA15@HNP BG/ H;0;,
PDA15-ADA0.5@HNP BG/ H;0,. A) Bé mit cuia cac hydrogel & cac d6 phong dai khac nhau (2000 X va 10.000 X)
va sy phan b Ca va P. Gian dd nhidu xa tia X sau B) 7 ngay va C) 14 ngdy ngdm trong SBF & 37 °C. D) Cam tng
tao khoang xuong ctia PDA15-ADA0.5@HNP BG/ H,0; thir nghiém trén mé hinh té bao gdc trung mé trong thoi
gian 20 ngay.
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5.5.2  Ddnh khi tinh cim trng tao khoding xuong

Qua trinh khoang héa do ling dong canxi duoc coi 1a ddu hiéu mudn trong qua trinh biét hoa xwong. Do do,
té bao gbc trung mé hMSC duoc sir dung dé kiém tra xem liéu PDA15-ADA0.5@HNP BG/ Hz0; ¢ giy ra su khac
biét hoa xuong hay khong. Su khoang hoa canxi dugc phat hién thong qua nhudém Alizarin Red S. Nhu dugc hién thi
trong Hinh 5.6D, cac phén tir canxi duoc tao ra tir té bao hMSC nuéi ciy véi PDA15-ADA0.5@HNP BG/ H,0; vao
ngdy thtr 7, trong khi hién twong nay khong xay ra & cac hMSC dbi chimg. Mau Alizarin Red cia hMSC duogc nudi
cdy bang hdn hop hydrogel xuét hién v6i mat do day hon vao ngay thir 14 ciia qua trinh biét héa, trong khi su khoang
hoéa bat dau duoc quan sat thay trong dbi chimg (Hinh 5.6D). Diéu nay ching t6 PDA15-ADA0.5@HNP BG/ H,0,
c6 tac dung hd tro thiic ddy cam tng tao xuong.
5.5.3  Ddnh gii khi ning khing khuin

Dé chiing minh PDA15-ADA0.5@HNP BG/ H,0; 1a vit lidu ciy ghép hiéu qua, dic tinh khang khuan cua
hydrogel PDA15-ADA0.5@HNP BG/ H0; ciing dugc trién khai trong nghién ciru nay. PDA15-ADAO.5 dugc hinh
thanh boi enzyme HRP va H,0; duoc sir dung cho muc dich so sanh, dugc xac dinh 1a mau ddi chung. S. aurus va
E. coli da dugc chon lam mo hinh trong thi nghiém nay. C6 thé khang dinh rang hydrogel PDA15-ADAO0.5 khong
c6 HNP BG khong c6 hoat tinh khang khuan. Sy phat trién cia vi khudn ting 1én trong 24 gio dau tién (10° CFU/mL,
p < 0,0001), duy tri 6n dinh ¢ ndng d6 vi khudn cao trong sudt thoi gian con lai cta giai doan thir nghiém. Khi vi
khuan tiép xtic voi hydrogel PDA15-ADA0.5@HNP BG/ H,0;, sy giam phat trién cua vi khuan dugc ghi nhan déng
ké. Hydrogel voi HNP BG lam giam ndng d6 vi khuén xubng dudi 102 CFU/mL va > 99% S.ureus va E. coli d3 bi
tiéu diét. Nhin chung, vi khuan duong nhu nhay cam véi HNP BG. Thiy tinh sinh hoc von c6 kha ning khang khuan
noi tai. Su trao ddi cac ion tir mang ludi ciia thuy tinh sinh hoc véi cac ion hydro tir méi truong gy ra sy gia ting do
pH va su hon loan trong ap suét tham théu té bao, do do wc ché su phat trién cua vi khuan [125]. Nhu vay viéc sy
dung HNP BG thay thé chirc ning HRP khong nhiing hd tro qua trinh hinh thanh lién két giita cac DA ma con bo
sung thém hoat tinh khang khuan cho san pham hydrogel.
CHUONG 6: KET LUAN

6.1  Kétluan

Luan an da phat trién cac hydrogel tiém tir polyme nhay cam nhiét, Pluronic F127 va alginate bang cac
phuong phap khéc nhau véi d cimg bién dang va cac tin hiéu sinh hoc cu thé dé tai tao mo chuyén biét.

- Pa tong hop thanh cong hydrogel nhay cam nhiét tir dan xuat alginate dén pluronic bang k¥ thuat ghép
mach, cu thé:

+ Pi diéu ché thanh cong hydrogel ACP c6 kha niang phan tmg nhiét & nhiét d co thé.

+ Pa diéu ché thanh cong hydrogel mang kép hop chat c6 hoat tinh sinh hoc (Resveratrol va L-arginine),
AR-ACP.

+ Pa thanh cong cung cap thong tin hiéu qua ciia hydrogel trén mé hinh chita lanh vét thuong ciia dong vat
mang bénh ly dai thao duong.

- D3 téng hop thanh cng hydrogel nhay cam nhiét tir alginate va pluronic bang k¥ thuat khau mach, cuy thé:

+ Pi ché tao thanh cong Bioglass c6 tinh chat bit chudc chirc ning cua enzyme peroxidase, HNP BG

+ Pi ché tao thanh cong hydrogel lai nhay cam nhiét, alginate, pluronic bing cach st dung xtc tac bioglass
téng hop, ADA-PDA@HNP BG/ H,0, hydrogel.

+ Pi thanh cdng cung cp thong tin vé kha ning tai tao xuwong cta hydrogel nay.
6.2 Pinh huwéng twong lai

Bét chép trién vong thu vi vé két qua trén, nhidu nghién ciru cin duoc hoan thién dé c6 thé dua san phim nay
vao thyc thé. Dau tién, nghién ctru trong twong lai nén tap trung vao kha ning mé rong quy mo ciia qua trinh tong
hop dé woc tinh cac k¥ thuat tiém niang duoc chuyén giao cho céng nghiép. Néi cach khac, can 1am rd quy trinh tdi
wu hoa dé tang kha thi cia nghién ctru. Thir hai, can tiép can do 6n dinh cta san phém dé hiéu duoc tinh trang bao
quéan va thong tin 130 hoa ciia san phim. Mic du thi nghiém trén dong vat duoc tién hanh trong nghién ctru nay nhung
da chudt hoac hé théng mién dich ctia chudt kha khac véi con ngudi; nhitng dong vat 16n nhu cho, lon,... nén dugc
sir dung trong twong lai. Hydrogel téng hop cho thdy kha ning thich tng tdt voi té bao. Diéu nay cung cép luan cu
cho viéc ting dung hydrogel mang té bao s& duoc nghién ciru sdu hon dé cung cip thong tin vé tmg dung cia chiing
trong linh vuc k¥ thuat mé da chirc nang. Vi du, cn xem xét nghién ctru sau hon v& tai tao mo theo y hoc ca nhan
hoéa bang liéu phap té bao két hop voi khung xwong ngoai bao hydrogel dugc thiét ké. Hon nita, can tién hanh cac
tiéu chi tiéu chuan hoa dé danh gia cac hydrogel nay dé dwa san pham vao thir nghiém 1am sang.
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